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Résumé et mots clés

Résumé et mots clés

Cette thése examine les effets toxicologiques de contaminants alimentaires au niveau

intestinal et hépatique sur des modeles murins.

Dans le premier chapitre, une revue de la littérature détaille I'organisation et les fonctions
du systéme digestif, en mettant particulierement I'accent sur l'intestin et le foie, ainsi que sur
certaines pathologies associées. Cette exploration s'accompagne d'une description de

l'omniprésence des contaminants dans notre alimentation et de leur impact sur notre santé.

Dans un deuxieme chapitre, l'attention est portée sur la mycotoxine déoxynivalénol, un
contaminant fréquent des produits céréaliers, et son impact sur l'inflammation intestinale et
le cancer colorectal. Les résultats montrent que le déoxynivalénol aggrave l'entérite induite
par I'indométacine et favorise le développement du cancer colorectal associé a la colite. De

plus, des altérations du microbiote intestinal et du métabolisme bactérien sont observées.

Le troisieme chapitre se concentre sur les effets des microplastiques de polyéthyléne, qui
représentent 'un des contaminants alimentaires émergents de ces derniéres années. Les
résultats indiquent que ces microplastiques alterent la composition du microbiote intestinal
ainsi gue les réponses inflammatoires de l'intestin. Au niveau hépatique, les microplastiques
exacerbent les processus inflammatoires et fibrotiques, notamment dans le contexte de la

fibrose hépatique induite par le tétrachlorure de carbone.

En résumé, cette these met en évidence les effets néfastes de certains contaminants
alimentaires sur l'intestin et le foie. Ces résultats soulignent I'importance de prévenir et de
gérer les risques associés aux contaminants alimentaires afin de préserver la santé gastro-

intestinale et hépatique chez 'Homme.

Mots clés : contaminants alimentaires, intestin, foie, déoxynivalénol, microplastique,

microbiote.
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Abstract and keywords

Abstract and keywords

This thesis examines the toxicological effects of dietary contaminants on the intestinal and

hepatic levels using murine models.

In the first chapter, a literature review details the organization and functions of the digestive
system, with a particular focus on the intestine and the liver, as well as certain associated
pathologies. This exploration is accompanied by a description of the omnipresence of

contaminants in our diet and their impact on our health.

In the second chapter, attention is focused on the mycotoxin deoxynivalenol, a common
contaminant in cereal products, and its impact on intestinal inflammation and colorectal
cancer. The results demonstrate that deoxynivalenol exacerbates indomethacin-induced
enteritis and promotes the development of colorectal cancer associated with colitis.

Additionally, alterations in the intestinal microbiota and bacterial metabolism are observed.

The third chapter centers on the effects of polyethylene microplastics, which represent one
of the emerging dietary contaminants in recent years. The results indicate that these
microplastics alter the composition of the intestinal microbiota as well as the inflammatory
responses in the intestine. At the hepatic level, microplastics exacerbate inflammatory and

fibrotic processes, particularly in the context of carbon tetrachloride-induced hepatic fibrosis.

In summary, this thesis highlights the adverse effects of certain dietary contaminants on the
intestine and the liver. These findings emphasize the importance of preventing and
managing the risks associated with dietary contaminants to preserve gastrointestinal and

hepatic health in humans.

Keywords : food contaminants, intestine, liver, deoxynivalenol, microplastics, microbiota.
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Introduction générale

Au cours des cing derniéres décennies, il a été constaté une augmentation continue du
nombre de personnes souffrant de maladies chroniques telles que l'obésité, le diabéte, le
cancer et les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI). Entre 2011 et 2017,
les admissions pour les affections de longue durée (ALD) en France ont enregistré une
croissance annuelle moyenne de 5,1 %. Selon le Conseil économique, social et
environnemental (CESE), cette tendance devrait se maintenir voire s'accentuer dans les

années a venir (Chassang & Gautier, 2019).

En plus des facteurs génétiques, il est bien établi sur le plan scientifique qu'il existe des
liens entre la pollution environnementale et la prévalence des maladies chroniques. Cette
pollution peut prendre différentes formes et contaminer I'organisme humain par le biais de
diverses voies d'exposition. Parmi celles-ci, les polluants atmosphériques tels que les
particules présentes dans l'air ou les gaz d'échappement sont largement soupconnés de
jouer un réle dans I'émergence des affections respiratoires (Annesi-Maesano et al., 2021).
De plus, les contaminants alimentaires sont également soupconnés de contribuer a
I'apparition et a I'aggravation des troubles digestifs (Grados et al., 2022). C'est sur ce dernier

facteur environnemental que mes travaux de these se sont concentrés.

Les contaminants alimentaires font référence a des substances chimiques qui se retrouvent
dans les aliments destinés a la consommation humaine sans y étre intentionnellement
ajoutées. Ces substances peuvent étre présentes a différentes étapes de la production, de
la transformation ou du transport des aliments. Il existe principalement deux sources
majeures de contamination alimentaire (Coumoul, 2016). La premiére source est d'origine
naturelle et est souvent liée a la présence de micro-organismes, tels que les moisissures
gui produisent des mycotoxines sur des denrées alimentaires comme les céréales ou les
fruits secs (Rapport de 'AFSSA, 2019). La deuxieme source de contamination est liée a
I'activité humaine, ou les aliments peuvent étre contaminés a différentes étapes de leur cycle
de vie. On peut identifier trois moments ou ils sont particulierement exposés a une
contamination d'origine humaine : 1) lors de leur production, par l'utilisation de produits
phytosanitaires et de pesticides pour les protéger contre les organismes nuisibles, 2) lors
de certains processus industriels, notamment la cuisson a haute température qui peut
favoriser la formation de substances cancérogénes telles que I'acrylamide, 3) lors de leur
conservation, en raison de l'utilisation de contenants qui peuvent libérer des composés
toxiques tels que l'aluminium (Vignal et al., 2016) ou les microplastiques (Hirt & Body-
Malapel, 2020).
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Le systéeme digestif est la cible principale des contaminants alimentaires, en particulier les
intestins et le foie. Les intestins se composent de deux parties distinctes, l'intestin gréle et
le colon (ou gros intestin), qui ont des fonctions spécifiques. L'intestin gréle, divisé en trois
parties (duodénum, jéjunum et iléon), joue un role essentiel dans la digestion des aliments,
transformant les nutriments en substances absorbables par les cellules de la paroi
intestinale. Le gros intestin est responsable de l'absorption de l'eau, des ions et des

vitamines, ainsi que du compactage et du stockage des déchets avant leur élimination.

Les intestins, en parfaite symbiose avec l'organisme, abritent un microbiote composé de
plus de 102 micro-organismes, tels que des bactéries, des virus, des parasites et des
champignons non pathogénes. Cette flore intestinale remplit de nombreuses fonctions qui

contribuent au maintien de I'hnoméostasie de I'organisme.

En ce qui concerne le foie, il joue un role essentiel dans le processus de digestion des
aliments en produisant la bile, qui facilite la digestion des lipides. Dans le cadre de ma these,
nous nous sommes notamment intéressés a la fonction de détoxication des xénobiotiques
du foie. En effet, le foie posséde une variété d'enzymes capables de dégrader ou de modifier
les substances toxiques en produits non toxiques pour l'organisme, qui seront ensuite

éliminés dans les selles ou les urines.

Les intestins et le foie sont constamment exposés a un environnement qui les met a rude
épreuve, les obligeant a s'adapter en permanence pour maintenir un équilibre interne
optimal. Dans le cadre de cette these, notre objectif est de démontrer que certains
contaminants alimentaires ont la capacité de perturber cet équilibre physiologique, ce qui
peut entrainer l'apparition de diverses pathologies digestives. De plus, nous nous
intéressons a la susceptibilité de certaines affections digestives a I'égard de la présence de

contaminants dans l'alimentation.

Dans une premiére étude, nous examinerons l'impact d'un contaminant alimentaire naturel
dans le contexte de pathologies intestinales sur deux modéles murins. Le premier modele
portera sur I'entérite, tandis que le deuxieme modele se concentrera sur le développement
de la tumorigenése dans un modéle de cancer colorectal associé a la colite. Pour cette
étude, nous avons choisi de nous concentrer sur la mycotoxine la plus répandue dans le
monde : le déoxynivalénol. Les résultats de cette partie ont été publiés dans le journal
"Science of the Total Environment" en juillet 2023.

These Madjid Djouina Impact toxicologique de contaminants alimentaires au niveau intestinal et hépatique 16



Introduction générale

Dans une deuxiéme étude, nous explorerons les effets d'un contaminant d'origine humaine.
Nous nous intéresserons tout d'abord a son impact sur I'homéostasie intestinale, puis nous
étudierons les déséquilibres qu'il induit au niveau hépatique, tant dans un contexte sain que
pathologique, en utilisant un modéle murin. Cette partie se focalisera sur les matieres
plastiques, plus précisément sur les microplastiques de polyéthylene, qui suscitent une
préoccupation croissante en raison de leur utilisation répandue dans les emballages et de
leur accumulation dans divers compartiments de I'environnement, y compris dans notre
alimentation. Les résultats de |'effet des microplastiques de polyéthyléne au niveau
intestinal ont été publiés en septembre 2022 dans le journal "Environmental
Research", et ceux portant sur les effets au niveau hépatique ont été publiés en

septembre 2023 dans le journal « Ecotoxicology and Environmental Safety ».
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1. Exploration fondamentale de l'intestin : Apercu de ses
caractéristiques principales

1.1. Organisation anatomique des intestins

L'intestin chez I'Homme est un organe essentiel du systeme digestif, responsable de la
digestion des aliments et de l'absorption des nutriments. Il se compose de deux parties

distinctes : l'intestin gréle et le gros intestin, également appelé célon.

L'intestin gréle, est une partie majeure du tractus gastro-intestinal humain. Mesurant environ
6 a 7 metres de long, il est divisé en trois segments anatomiques distincts : le duodénum,
le jéjunum et l'iléon (Campbell et al., 2019).

Le duodénum, d'une longueur d'environ 25 centimetres, est la premiére partie de l'intestin
gréle et joue un rdle crucial dans la digestion. Il est responsable de la réception des aliments
partiellement digérés provenant de I'estomac, ainsi que des sucs digestifs sécrétés par le
pancréas et la vésicule biliaire. Ces sucs digestifs contiennent des enzymes essentielles a

la dégradation des macromolécules alimentaires en nutriments plus petits.

Le jéjunum, d'une longueur d'environ 2,5 meétres, est la partie médiane de l'intestin gréle.
Sa paroi présente une structure caractérisée par des villosités intestinales, qui sont de
petites projections en forme de doigts. Ces villosités augmentent considérablement la
surface d'absorption disponible, permettant ainsi I'absorption efficace des nutriments issus
de la digestion. Le jéjunum est particulierement impliqué dans I'absorption des glucides, des

protéines et des graisses, jouant ainsi un réle clé dans la nutrition.

L'iléon, d'une longueur d'environ 3,5 metres, constitue la derniere partie de l'intestin gréle,
se connectant au c6lon, également connu sous le nom de gros intestin. L'iléon présente une
structure similaire au jéjunum, avec des villosités intestinales permettant une absorption
accrue des nutriments. Cette section de l'intestin gréle est principalement impliquée dans
l'absorption des vitamines liposolubles, des sels biliaires et des produits finaux de la

digestion.

La paroi de l'intestin gréle est composée de plusieurs couches, notamment une muqueuse
qui abrite les villosités intestinales. Ces structures augmentent la surface d'absorption,
facilitant ainsi I'absorption des nutriments dans la circulation sanguine. Les entérocytes, des
cellules spécialisées présentes sur la paroi intestinale, jouent un rble essentiel dans

I'absorption des nutriments et la régulation de I'homéostasie intestinale.
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Le gros intestin, également connu sous le nom de colon, est la derniere partie du tube
digestif chez 'Homme. Il s'étend du cblon ascendant, situé du c6té droit de I'abdomen,
jusqu'au colon sigmoide, qui se connecte au rectum. Le gros intestin est caractérisé par une
structure en forme de tube, avec une paroi musculaire épaisse et plissée. Sa fonction
digestive principale est I'absorption de I'eau, des électrolytes et des vitamines, ainsi que la

formation et le stockage des matieres fécales.

Anatomiquement, le gros intestin est divisé en plusieurs parties distinctes. Le cbélon
ascendant remonte du c6té droit de I'abdomen vers le cblon transverse, qui traverse
I'abdomen d'un c6té a l'autre. Le cdlon descendant descend du c6té gauche de I'abdomen,
tandis que le c6lon sigmoide est une section en forme de "S" située pres du rectum. Cette
structure en segments permet au gros intestin d'accomplir différentes fonctions a chaque

étape.

La paroi du gros intestin est constituée de plusieurs couches, comprenant une couche
muqueuse, une couche sous-muqueuse, une couche musculaire et une couche séreuse.
La couche muqueuse contient des glandes qui sécrétent du mucus, facilitant le mouvement
des matieres fécales. La couche musculaire, composée de muscles circulaires et

longitudinaux, assure la propulsion des matiéeres fécales a travers le colon.

Le rectum et I'anus sont des parties essentielles du systeme digestif chez I'Homme, situées
a la fin du gros intestin. Le rectum est la portion du tube digestif qui se trouve entre le célon
sigmoide et l'anus, tandis que l'anus est l'orifice par lequel les matiéres fécales sont
éliminées du corps. Ces structures jouent un réle crucial dans le contréle de I'élimination

des déchets et dans la régulation des selles.

Le rectum est une partie musculaire extensible du tube digestif, concue pour stocker
temporairement les matiéres fécales avant leur évacuation. Il est composeé de trois couches
principales : la couche muqueuse, la couche sous-muqueuse et la couche musculaire. La
couche muqueuse est tapissée de cellules glandulaires qui sécrétent du mucus, facilitant le
passage des selles. La couche musculaire du rectum est responsable de la contraction et

de la relaxation nécessaire pour expulser les selles lors de la défécation.

L'anus, quant a lui, est l'ouverture finale du systeme digestif. Il est composé de deux
sphincters musculaires : le sphincter interne et le sphincter externe. Le sphincter interne est

un muscle lisse involontaire qui est continuellement contracté pour maintenir la continence
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des matieres fécales. Le sphincter externe est un muscle strié volontaire qui peut étre

contrélé consciemment pour permettre la défécation.

La fonction principale du rectum et de I'anus est de permettre I'élimination des matieres
fécales du corps. Lorsque les selles s'accumulent dans le rectum, des signaux sont envoyés
au cerveau pour déclencher le besoin d'aller a la selle. Lors de la défécation, les muscles
du rectum se contractent et les sphincters s'ouvrent pour permettre aux selles de passer a

travers l'anus et d'étre évacuées.

1.2. Organisation histologique de la paroi intestinale

La structure histologique de l'intestin est complexe et composée de différentes couches
cellulaires qui contribuent a ses fonctions spécifiques. Voici une description des principaux

types cellulaires présents au niveau de la muqueuse intestinale :

Cellules épithéliales : Les cellules épithéliales tapissent la surface interne de l'intestin et
sont responsables de I'absorption des nutriments. Elles sont étroitement liées et forment
des jonctions serrées, créant une barriere imperméable pour réguler le passage des
substances a travers lintestin. Ces cellules sont dotées de microvillosités, de petites
projections en forme de doigt, qui augmentent la surface d'absorption.

Cellules caliciformes : Les cellules caliciformes, ou cellules & mucus, sont des cellules
glandulaires présentes dans la muqueuse intestinale. Elles produisent et sécretent du
mucus, qui lubrifie la paroi intestinale, facilitant ainsi le mouvement des matiéres fécales et

protégeant les cellules épithéliales des irritants et des infections.

Cellules entéroendocrines : Les cellules entéroendocrines sont dispersées dans la
mugueuse intestinale et produisent des hormones et des peptides qui jouent un rdle dans
la régulation de divers processus digestifs. Par exemple, les cellules entéroendocrines
produisent de la sérotonine, de la gastrine et de la cholécystokinine, qui influencent la

motilité intestinale, la sécrétion des enzymes digestives et la sensation de satiété.

Cellules de Paneth : Les cellules de Paneth sont principalement situées dans la partie
inférieure des glandes intestinales. Elles produisent et sécrétent des peptides
antimicrobiens, tels que le lysozyme et les défensines, qui aident a maintenir I'équilibre du
microbiote intestinal en empéchant la prolifération excessive de certaines bactéries

pathogenes.
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Cellules souches : Les cellules souches intestinales sont situées dans le fond des cryptes.
Elles jouent un réle crucial dans le renouvellement constant de la muqueuse intestinale, qui
est nécessaire pour maintenir la fonction digestive et la barriere protectrice de l'intestin. Les
cellules souches intestinales ont la capacité de se diviser et de se différencier en divers
types de cellules spécialisées qui composent I'épithélium, telles que les cellules caliciformes

et les cellules de Paneth.

Cellules immunitaires : L'intestin abrite un grand nombre de cellules immunitaires qui
jouent un réle crucial dans la protection contre les infections et le maintien de I'homéostasie.
Parmi ces cellules, on trouve les lymphocytes, les macrophages et les cellules dendritiques,
qui participent a la réponse immunitaire adaptative et innée en surveillant les agents

pathogenes et en activant les mécanismes de défense appropriés.

Cellules musculaires : Les cellules musculaires lisses sont présentes dans la paroi de
l'intestin et sont responsables de la contraction et de la relaxation des muscles intestinaux,
permettant ainsi le mouvement des matieres fécales a travers le tractus intestinal. Les
contractions coordonnées de ces cellules musculaires facilitent la digestion et la propulsion

des aliments le long de l'intestin.

La structure histologique de l'intestin, avec ses différentes couches cellulaires spécialisées,
assure les fonctions essentielles de digestion, d'absorption des nutriments, de protection
contre les infections et de régulation de la motilité intestinale (figure 1). Cette organisation
complexe contribue au bon fonctionnement de l'intestin.
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Figure 1 : Organisation cellulaire de la muqueuse grélique. Adaptée de Antfolk & Jensen, 2020
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1.3. Fonctions physiologiques principales de l'intestin

Le systeme digestif assure plusieurs fonctions physiologiques essentielles au bon
fonctionnement de l'organisme dans son ensemble. Voici un apercu des principales

fonctions de l'intestin :

Digestion : L'intestin joue un rble crucial dans la digestion des aliments. Les enzymes
digestives, produites par les glandes présentes dans la paroi intestinale, aident a
décomposer les nutriments en molécules plus petites, telles que les glucides, les lipides et

les protéines, qui peuvent étre absorbées par |'organisme.

Absorption des nutriments : L'intestin gréle, en particulier, est responsable de I'absorption
des nutriments essentiels provenant des aliments digérés. Les villosités intestinales, de
petites structures en forme de doigts présentes dans la paroi intestinale, augmentent la
surface d'absorption, permettant aux nutriments, tels que les vitamines, les minéraux et les

acides aminés, d'étre absorbés dans le systéme circulatoire pour étre utilisés par le corps.

Absorption de I'eau et des électrolytes : Le gros intestin, en particulier, est responsable
de l'absorption de I'eau et des électrolytes, tels que le sodium et le potassium. Cette fonction

contribue a maintenir I'équilibre hydrique de I'organisme et a prévenir la déshydratation.

Formation et élimination des matieres fécales : Le gros intestin est chargé de la formation
et du stockage des matieres fécales avant leur élimination du corps. Les résidus non
digérés, tels que les fibres alimentaires, les cellules mortes et les bactéries, se transforment
en matieres fécales a mesure qu'ils traversent le célon. Lorsque les selles s'accumulent

dans le rectum, elles sont évacuées par le processus de défécation.

Barriere protectrice et immunité : La paroi intestinale agit comme une barriere protectrice
entre l'intérieur de l'intestin et le reste du corps. Elle empéche la pénétration de substances
potentiellement nocives dans la circulation sanguine. De plus, les cellules immunitaires
présentes dans la paroi intestinale, telles que les lymphocytes intraépithéliaux, contribuent

a la réponse immunitaire et a la défense contre les infections.

Interaction avec le microbiote intestinal : L'intestin abrite une communauté complexe de
microorganismes bénéfiques, connue sous le nom de microbiote intestinal. Le microbiote
intestinal interagit avec l'intestin, favorisant la digestion des fibres alimentaires, la synthese
de certaines vitamines et le maintien de I'équilibre de la flore intestinale. Il joue également

un réle clé dans le développement et le fonctionnement du systéme immunitaire.
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1.4. Barriere et immunité de la muqueuse intestinale : Gardiens de
’lhoméostasie

La barriere intestinale, une structure complexe et vitale, joue un réle fondamental dans le
maintien de l'équilibre entre la perméabilité sélective nécessaire a l'absorption des
nutriments et la prévention de l'entrée de substances potentiellement nocives dans le
systeme circulatoire. Constituée d'une monocouche d'épithélium intestinal, cette barriere est
renforcée par des jonctions serrées, des glycoprotéines de mucus et des cellules
immunitaires spécialisées. Ensemble, ces éléments agissent en synergie pour créer un
environnement sélectif et protecteur, tout en permettant le transport actif des nutriments

essentiels.

Le mucus intestinal, produit par les cellules caliciformes, constitue un élément crucial de la
barriére protectrice qui enveloppe la muqueuse intestinale. En formant un gel visqueux qui
recouvre la surface épithéliale, le mucus établit une interface vitale entre I'épithélium
intestinal et le contenu luminal. Il remplit plusieurs fonctions essentielles pour la préservation
de la santé intestinale. En premier lieu, il agit comme une barriére physique, empéchant tout
contact direct entre les bactéries et les cellules épithéliales, réduisant ainsi les risques
d'invasion microbienne. De plus, le mucus renferme des protéines antimicrobiennes,
notamment des défensines et du lysozyme, ainsi que des immunoglobulines, en particulier
des IgA (Immunoglobuline A), qui contribuent a neutraliser les agents pathogénes et a

moduler la composition du microbiote intestinal.

La composition du mucus varie selon son emplacement dans le tractus intestinal, mais elle
est principalement constituée de la mucine MUC2, une glycoprotéine caractérisée par sa
structure moléculaire, comprenant une protéine centrale autour de laquelle s'enroulent de
longues chaines de glucides appelées O-glycanes. Les O-glycanes sont des chaines de
glucides linéaires ou ramifiées composées de monosaccharides tels que le glucose, le
galactose, le mannose, le fucose, le N-acétylgalactosamine (GalNac), le N-
acétylglucosamine (GlcNac), ou encore l'acide N-acétylneuraminique (acide sialique). Leur
structure varie en fonction du type de monosaccharides, de leur nombre, de leur

arrangement et de leur complexité (Luis & Hansson, 2023).

Du point de vue de la structure (figure 2), le mucus grélique se caractérise par une seule
couche relativement lache et perméable aux micro-organismes. En revanche, le célon
présente une double couche : I'une interne, inerte et en contact avec les cellules épithéliales,

et l'autre externe, exposée a la lumiére colique, avec des interactions importantes avec les
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bactéries. Certaines bactéries dites « mucophiles » favorisent spécifiqguement la transition
d'une structure dense du réseau de mucines vers un réseau plus lache, permettant ainsi
aux bactéries d'accéder a une niche écologique riche en substrats essentiels a leur

prolifération (Gillois et al., 2018).
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Figure 2 : Organisation structurale du mucus de l'intestin gréle et du colon

(Luis & Hansson, 2023)

En paralléle, les entérocytes occupent une position centrale dans la réponse immunitaire,
jouant un réle tant dans I'immunité innée que dans l'adaptative. Leur contribution découle
de leur capacité a exprimer des récepteurs reconnaissant les motifs de surface des micro-
organismes, tels que les récepteurs de type Toll (TLR) et les récepteurs de type NOD-like
(NLR). De plus, les entérocytes participent activement a la synthese de cytokines, de
chimiokines et de peptides antibactériens. En tant que premiere ligne de défense de
l'organisme, ils favorisent des réponses immunitaires appropriées, qu'elles soient de

tolérance ou de défense, contribuant ainsi a I'équilibre intestinal (Mowat & Agace, 2014).

L'immunité intestinale ne se limite pas aux cellules épithéliales, mais inclut également
d'autres composantes, telles que les cellules immunitaires, les tissus lymphoides et les
molécules de signalisation. Parmi les cellules immunitaires clés participant a la défense
intestinale, on retrouve les cellules dendritiques, les macrophages, les lymphocytes T et B,
ainsi que les cellules immunitaires innées comme les cellules Natural Killer (NK) (Mowat &
Agace, 2014).
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Les tissus lymphoides intestinaux, comme les plaques de Peyer et les ganglions
meésentériques, abritent des lymphocytes T et B spécifiguement adaptés a la
reconnaissance des antigenes intestinaux. Les cellules dendritiques intestinales captent les
antigénes provenant de la lumiére intestinale et les présentent aux lymphocytes T et B,
facilitant ainsi la réponse immunitaire (Mérbe et al., 2021).

L'interaction étroite entre les cellules immunitaires et les bactéries commensales du
microbiote intestinal est un élément crucial de limmunité intestinale. Les bactéries
commensales contribuent & moduler la réponse immunitaire en maintenant I'équilibre entre
tolérance et réponse inflammatoire. En cas d'invasion par des pathogenes, l'immunité
intestinale s'active, entrainant une réponse inflammatoire coordonnée visant a éliminer la
menace (D. Zheng et al., 2020).

1.5. Microbiote intestinal : Composition et implications

Le microbiote intestinal, également connu sous le nom de flore intestinale, représente une
communauté complexe de microorganismes qui peuplent I'intestin. Principalement composé
de bactéries mais englobant également des virus, des champignons et d'autres
microorganismes, le microbiote joue un role essentiel dans le maintien de la santé et du bon
fonctionnement de l'organisme. Ses fonctions réunissent la dégradation des fibres
alimentaires non digestibles, la synthése de certaines vitamines (comme la vitamine K), le
métabolisme de composés chimiques, et la régulation du systeme immunitaire (Thursby &
Juge, 2017).

L'avancement de la métagénomique a grandement facilité notre compréhension
approfondie du microbiote intestinal. Cette approche analytique permet I'étude du matériel
géneétique collectif des microorganismes présents dans un échantillon donné. La
métagénomique nous procure des informations non seulement sur la composition générale

du microbiote, mais aussi sur les genes fonctionnels qui s'y trouvent.

Une des principales approches en métagénomique pour I'étude du microbiote est l'analyse
de la diversité bactérienne, connue sous le nom de béta diversité. Cette analyse permet la
comparaison de la similitude ou la divergence entre les échantillons en fonction de leur
composition bactérienne. Elle se sert de mesures statistiqgues comme l'indice de Jaccard,

I'indice de Bray-Curtis, ou l'analyse en composantes principales.

L'interprétation des données obtenues par la béta diversité met en lumiére les variations

dans la structure et la composition du microbiote entre individus, groupes de population ou
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états de santé spécifiques. Ces différences peuvent étre explorées en relation avec divers
facteurs tels que l'age, le régime alimentaire, l'indice de masse corporelle (IMC) ou des
conditions médicales. L'analyse de la béta diversité peut également révéler des schémas

de regroupement, indiquant des sous-groupes distincts au sein de la population étudiée.

A l'échelle bactérienne, on retrouve six grands phyla abritant les principales familles

bactériennes :

Firmicutes : Abondant dans le microbiote, ce phylum est associé a la dégradation des fibres

alimentaires et a la production d'acides gras a chaine courte.

Bacteroidetes : Présent également en grande quantité, ce phylum joue un réle dans la

décomposition des polysaccharides complexes et produit des métabolites bénéfiques.

Actinobacteria : Comme le Bifidobacterium, il est crucial pour la digestion des fibres et la

synthése de vitamines.
Proteobacteria : Incluant divers groupes, certains sont liés aux inflammations intestinales.

Verrucomicrobia : Mettant en avant les bactéries protégeant la muqueuse intestinale comme

Akkermansia muciniphila.
Fusobacteria : Méme en petite quantité, il peut avoir diverses fonctions intestinales.

Parmi les bactéries intestinales bénéfiques, les bifidobactéries et les lactobacilles
produisent des métabolites utiles, comme les acides gras a chaine courte, fournissant de
I'énergie aux cellules intestinales. De plus, le microbiote a la capacité de maintenir son
propre équilibre en inhibant la prolifération des bactéries pathogénes grace a la production

de substances antimicrobiennes.

Cependant, un déséquilibre du microbiote, appelé dysbiose, est associé a diverses
maladies, y compris les troubles gastro-intestinaux, l'obésité, le diabéete de type 2 et les

maladies métaboliques (Afzaal et al., 2022).
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1.6. Exemples de pathologies de l'intestin

1.6.1. Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin sont des affections inflammatoires
chroniques qui affectent la paroi de l'intestin. Les deux principaux types de MICI sont la
maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique. La maladie de Crohn peut toucher
n'importe quelle partie du tractus gastro-intestinal, tandis que la rectocolite hémorragique
se limite généralement au célon et au rectum (Silvio & Claudio, 2011). Les MICI sont
caractérisées par une inflammation persistante et récurrente de la muqueuse intestinale,
qui entraine des symptdbmes tels que des douleurs abdominales, des diarrhées, des

saignements rectaux et une perte de poids.

L'inflammation observée dans les MICI est le résultat d'une dysrégulation du systeme
immunitaire intestinal. Les cellules immunitaires, y compris les lymphocytes, les
macrophages et les cellules dendritiques, infiltrées dans la muqueuse intestinale, liberent
des cytokines et des médiateurs inflammatoires qui amplifient la réponse immunitaire et
provoquent des lésions tissulaires (Neurath, 2019). L'interaction complexe entre les facteurs
génétiques, environnementaux et immunologiques est impliquée dans la survenue et la

progression des MICI.

Prévalence : On estime qu'environ 250 000 a 300 000 personnes en France sont atteintes

de MICI, avec une Iégere prédominance chez les femmes.

Incidence : Le taux d'incidence annuel des nouveaux cas de MICI est d'environ 10 a 15 pour
100 000 personnes en France. Cela signifie qu'environ 6 000 nouveaux cas de MICI sont

diagnostiqués chaque année.

Répartition géographique : Les MICI sont réparties de maniére inégale sur le territoire
francais, avec une plus forte incidence dans certaines régions, telles que I'lle-de-France, le

Nord-Pas-de-Calais, I'Alsace et la Bretagne.

by

Des études ont identifié des variations génétiques associées a un risque accru de
développer une MICI. Par exemple, des mutations dans les genes nucleotide-binding
oligomerization domain 2 (NOD?2), récepteur de linterleukine-23 (IL23R) et autophagy
related 16 like 1 (ATG16L1) ont été associées a un risque accru de maladie de Crohn
(Garza-Hernandez et al., 2022). Cependant, il est important de noter que la génétique seule
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ne suffit pas a expliquer I'apparition des MICI, car elles sont considérées comme des

maladies polygéniques multifactorielles.

Les facteurs environnementaux jouent également un réle clé dans le développement des
MICI. Des études suggerent que I'exposition a des agents pathogénes, des changements
dans le régime alimentaire, le tabagisme, le stress psychologique et d'autres facteurs
environnementaux peuvent influencer la susceptibilité aux MICI. Par exemple, le tabagisme
est un facteur de risque bien établi pour la maladie de Crohn, mais il semble avoir un effet
protecteur contre la rectocolite hémorragique. De plus, des changements dans le régime
alimentaire, tels que la consommation d'aliments riches en graisses saturées et en sucres,
ont été associés a une augmentation du risque de développer des MICI (Carreras-Torres et
al., 2020).

Certaines études ont suggéré que certains contaminants alimentaires pourraient étre
impliqués dans le développement ou l'aggravation des MICI. Parmi ces contaminants, on

retrouve notamment les additifs alimentaires, les résidus de pesticides et les métaux lourds.

Les additifs alimentaires, tels que les émulsifiants, les colorants artificiels et les édulcorants
artificiels, sont couramment utilisés dans l'industrie alimentaire pour améliorer la texture, la
couleur, la saveur et la durée de conservation des aliments transformés. Cependant,
certaines études ont montré que ces additifs peuvent perturber I'équilibre de la flore
intestinale et déclencher une inflammation intestinale chez des modeles animaux. Une
étude publiée dans la revue "Nature" a révélé que I'exposition a I'émulsifiant
carboxyméthylicellulose (CMC) induisait des changements dans la composition du
microbiote intestinal et favorisait le développement de colites chez des souris (Chassaing
et al., 2015). De plus, cette méme équipe a montré que la consommation de CMC perturbe
la composition du microbiote intestinal chez 'Homme en réduisant sa diversité et provoque
des changements dans le métabolome fécal. Ces résultats suggerent que l'utilisation de
CMC dans les aliments transformés peut contribuer a l'augmentation des maladies

inflammatoires chroniques (Chassaing et al., 2022).

Les résidus de pesticides sont également suspectés d'étre associés aux MICI. Les
pesticides sont utilisés pour protéger les cultures contre les parasites, les insectes et les
mauvaises herbes, mais certains résidus peuvent persister dans les aliments que nous
consommons. Des études ont révélé que l'exposition a certains pesticides, tels que le
glyphosate, peut altérer la diversité et la fonction du microbiote intestinal, ce qui pourrait

contribuer a l'inflammation intestinale (Leino et al., 2021). Une étude a établi une corrélation
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entre l'utilisation du glyphosate sur les cultures de mais et de soja et les diagnostics de

maladies inflammatoires de l'intestin aux Etats-Unis (Swanson et al., 2014).

De plus, les métaux lourds tels que le plomb, le cadmium et I'aluminium sont présents
comme contaminants dans certains aliments, notamment les poissons et les fruits de mer.
Ces métaux peuvent s'accumuler dans l'organisme et causer des dommages cellulaires
ainsi qu'une inflammation. Dans notre étude publiée en 2022, nous avons mis en évidence
une susceptibilité accrue a l'aluminium chez les patients atteints de MICI, et cette
susceptibilité pourrait étre associée a des polymorphismes génétiques affectant I'expression
des transporteurs ATP binding cassette subfamily B member 1 (ABCB1) et Solute carrier
family 26 member 3 (SLC26A3). Ces résultats soulignent la complexité de l'interaction
gene/environnement dans les effets néfastes de I'aluminium sur la santé, en particulier chez

les populations a risque ou les sous-types de patients (Djouina et al., 2022).

Une caractéristique courante des MICI est la dysbiose intestinale, qui se réfere a un
déséquilibre de la composition et de la fonction du microbiote intestinal. Des études ont
révélé des altérations spécifiques du microbiote chez les patients atteints de MICI,
notamment une diminution de la diversité bactérienne, une augmentation des bactéries pro-
inflammatoires et une diminution des bactéries bénéfiques. Une revue publiée dans le
journal "Pathogens"” souligne que la dysbiose intestinale semble jouer un réle clé dans la
pathogenese des MICI en modulant les interactions entre le microbiote, I'immunité innée et

I'immunité adaptative (Khan et al., 2019).

La dysbiose intestinale peut contribuer a I'inflammation chronique observée dans les MICI
en perturbant I'noméostasie de la muqueuse intestinale et en activant les réponses
immunitaires inappropriées. De plus, des études expérimentales ont montré que le transfert
de microbiote provenant de patients atteints de MICI a des modéles animaux sains pouvait
induire des signes d'inflammation intestinale, soutenant ainsi le lien entre la dysbiose et les
MICI (Britton et al., 2019).

1.6.2. Le cancer colorectal

Le cancer colorectal (CCR) est I'un des cancers les plus fréquents dans le monde, avec une
incidence élevée et une morbidité significative. En termes d'épidémiologie, il est important
de souligner que le CCR est plus fréquent chez les personnes agées, avec une incidence
qui augmente progressivement apres I'age de 50 ans (Arnold et al.,, 2017). En ce qui

concerne les facteurs de risque, plusieurs éléments sont associés a un risque accru de
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développer un CCR. Parmi les facteurs de risque les plus couramment identifiés figurent les
antécédents familiaux de CCR, les polypes colorectaux, les MICI, ainsi que certains
syndromes génétiques tels que le syndrome de Lynch (Center et al., 2009; Imperiale et al.,
2019).

Le CCR est classé en différents stades en fonction de I'étendue de la propagation de la
tumeur dans le colon et le rectum, ainsi que de la présence ou de l'absence de métastases
dans d'autres parties du corps. Les stades du CCR sont généralement déterminés a l'aide
de criteres tels que la taille de la tumeur, la profondeur d'invasion de la paroi intestinale,
I'implication des ganglions lymphatiques et la présence de métastases.

Les stades du CCR sont décrits selon le systeme de stadification TNM (Tumor Node
Metastasis), qui est largement utilisé en oncologie. Voici une bréve description des

principaux stades :

Stade O : Le cancer est limité a la muqueuse, la couche la plus superficielle de la paroi
intestinale, et n'a pas envahi les autres couches ni les ganglions lymphatiques. Il est souvent

appelé carcinome in situ.

Stade | : La tumeur s'est propagée a travers la muqueuse dans la sous-muqueuse, mais n'a

pas envahi les autres couches ni les ganglions lymphatiques.

Stade Il : La tumeur s'est propagée a travers toutes les couches de la paroi intestinale, mais

n'a pas atteint les ganglions lymphatiques.

Stade Il : La tumeur s'est propagée aux ganglions lymphatiques adjacents, mais n'a pas
atteint d'autres parties du corps.

Stade IV : La tumeur s'est propagée a des organes éloignés, formant des métastases, tels
gue le foie, les poumons ou d'autres parties du corps. Ce stade est considéré comme

avance.

Les contaminants alimentaires sont également soupconnés d'avoir un rble dans le
développement du CCR. Des études épidémiologiques ont suggéré une association entre
certains contaminants alimentaires et un risque accru de CCR. Par exemple, une méta-
analyse a montré que l'exposition aux nitrates dans l'eau potable était associée a une

augmentation du risque de CCR (Schullehner et al., 2018).
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Le microbiote intestinal, a récemment émergé comme un facteur potentiellement influant
dans le développement du CCR. Des études ont montré des différences significatives dans
la composition du microbiote entre les patients atteints de CCR et les individus en bonne
santé. Des désequilibres de la diversité et de la stabilité du microbiote intestinal, ont été
associés a l'apparition et a la progression du CCR (Zackular et al., 2013; Rebersek, 2021).
Certaines espéces bactériennes spécifiques, telles que Fusobacterium nucleatum, ont été
identifiées comme étant plus abondantes dans les tissus cancéreux colorectaux (C. Sun et
al., 2019). Le microbiote intestinal peut également influencer la réponse aux traitements
anticancéreux et jouer un réle dans la prédiction du pronostic et de la survie des patients
atteints de CCR (Geller et al., 2017).
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2. Exploration fondamentale du foie: Apercu de ses
caractéristiques principales

2.1. Organisation anatomique du foie

Le foie est un organe vital situé dans la cavité abdominale, principalement dans le quadrant
supérieur droit. Il est le plus grand organe interne du corps humain et joue un réle crucial
dans de nombreuses fonctions physiologiques. L'anatomie du foie est caractérisée par sa

structure lobulaire, sa vascularisation abondante et sa composition cellulaire complexe.

Le foie est composé de lobes, qui sont des structures segmentées fonctionnelles. Chaque
lobe est subdivisé en lobules hépatiques, qui sont les unités anatomiques et fonctionnelles
de base du foie. Les lobules hépatiques sont constitués de cellules hépatiques, appelées
hépatocytes, disposées en couches radiales autour d'une veine centrale. Ces cellules sont
organisées en plaques, séparées par des espaces vasculaires appelés sinusoides
hépatiques, ou le sang provenant des artéres hépatiques et des veines porte afflue pour

étre filtré et métabolisé par les hépatocytes.

La vascularisation du foie est assurée par la veine porte, qui transporte le sang riche en
nutriments provenant de l'intestin vers le foie, ainsi que par les artéres hépatiques, qui
fournissent au foie un apport sanguin oxygéné. Ces vaisseaux sanguins se ramifient a
travers le foie, se connectant aux sinusoides hépatiques et assurant la distribution des

nutriments et de I'oxygéne aux hépatocytes.

En ce qui concerne la composition cellulaire, outre les hépatocytes, le foie comprend
d'autres types cellulaires importants. Les cellules de Kupffer, présentes dans les sinusoides
hépatiques, sont des macrophages résidents qui jouent un rdle clé dans la phagocytose des
débris cellulaires et des microorganismes. Les cellules de étoilées du foie, également
appelées cellules Ito, sont responsables de la synthése et du stockage de la vitamine A,
ainsi que de la production de la matrice extracellulaire du foie (Scanlon & Sanders, 2018).

2.2. Organisation histologique du foie

Le foie présente une structure histologique complexe composée de plusieurs types
cellulaires interagissant de maniére étroite pour assurer les fonctions essentielles de cet
organe. Les hépatocytes, constituent la majorité des cellules du foie et sont responsables
de nombreuses fonctions métaboliques, synthétiques et détoxifiantes. lls sont organisés en
lobules hépatiques, qui sont les unités fonctionnelles du foie (Téth, 2007).
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Le tissu conjonctif du foie, appelé stroma hépatique, est essentiel pour maintenir la structure
et la fonction de l'organe. Il est composé de cellules non parenchymateuses, notamment les
cellules de Kupffer, les cellules endothéliales sinusoidales et les cellules étoilées
hépatiques. Les cellules de Kupffer sont des macrophages résidents situés dans les sinus
hépatiques, responsables de la phagocytose des agents pathogénes et des débris
cellulaires. Les cellules endothéliales sinusoidales forment une paroi vasculaire spéciale et
facilitent les échanges entre le sang et les hépatocytes. Les cellules étoilées hépatiques

sont impliquées dans la production et le remodelage de la matrice extracellulaire.

Un autre type cellulaire important du foie est représenté par les cellules de la voie biliaire,
gui sont responsables de la production et de I'excrétion de la bile. Les cellules épithéliales
biliaires tapissent les canalicules biliaires, qui sont de minuscules canaux entre les
hépatocytes, et conduisent a la formation des canaux biliaires de plus grande taille. Les
canaux biliaires se regroupent pour former les canaux hépatiques, qui se connectent

finalement aux voies biliaires principales.

Chaque type cellulaire du foie joue un réle spécifique dans les fonctions physiologiques de
l'organe. Les hépatocytes assurent la synthése et le métabolisme des nutriments et la
détoxification des substances nocives. Les cellules de Kupffer participent a la défense
immunitaire et a la phagocytose. Les cellules endothéliales sinusoidales facilitent les
échanges entre le sang et les hépatocytes, tandis que les cellules étoilées hépatiques sont
impliquées dans la production et le remodelage de la matrice extracellulaire. Les cellules de
la voie biliaire sont responsables de la production et de I'excrétion de la bile (figure 3).
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Figure 3 : Organisation cellulaire du foie. Adaptée de Fanti et al., 2017
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2.3. Fonctions physiologiques principales du foie

Le foie est un organe multifonctionnel qui exerce de nombreuses fonctions physiologiques
essentielles au bon fonctionnement de I'organisme humain. Ses principales fonctions sont

la synthése, le métabolisme, la détoxification, la sécrétion et le stockage (Hall, 2015).

Au niveau de la synthése, le foie est responsable de la production de nombreuses
substances biologiques. Il synthétise notamment des protéines plasmatiques telles que

l'albumine, les facteurs de coagulation et les enzymes impliquées dans la digestion.

En matiére de métabolisme, le foie occupe une position centrale en régulant les glucides,
les lipides et les protéines. Il stocke le glucose sous forme de glycogéne, gu'il libere dans le
sang lorsque les niveaux de glucose sont bas. De plus, le foie participe a la dégradation des
acides gras, a la synthese du cholestérol et a la transformation des acides aminés en

composés utilisables par I'organisme.

Le métabolisme lipidique dans le foie est un processus complexe, guidé par différentes
étapes cruciales. Initialement, les acides gras, provenant de diverses sources telles que
l'alimentation ou les tissus adipeux, sont captés par les hépatocytes, ou des récepteurs
membranaires comme CD36 jouent un rdle essentiel dans leur absorption. Une fois a
l'intérieur des cellules hépatiques, ces acides gras subissent une activation en se liant a la
coenzyme A, formant des acyl-CoA. Ces acyl-CoA peuvent étre utilisés pour synthétiser des
triglycérides, la principale forme de stockage des lipides, ou étre dirigés vers la béta-
oxydation pour produire de I'énergie sous forme d'adénosine triphosphate (ATP). Le géne
ACACA (Acetyl-CoA Carboxylase Alpha) régule cette activation des acides gras,
contribuant ainsi a la disponibilité d'acétyl-CoA, un précurseur essentiel de la synthese des
différents lipides (Chandel, 2021).

Une partie de ces acyl-CoA est orientée vers la voie de la synthése du cholestérol,
egalement connue sous le nom de voie de I'hydroxy-méthyl-glutaryl-CoA réductase (voie
HMG-CoA), qui implique plusieurs étapes enzymatiques. ACACA intervient également dans
la régulation de cette activation des acides gras, favorisant la disponibilité d'acétyl-CoA

nécessaire a la synthése du cholestérol.

Parallélement, le foie est impliqué dans la lipogenése, un processus ou les acides gras sont
synthétisés a partir de précurseurs tels que l'acétyl-CoA. ACACA joue la aussi un réle clé
en catalysant la carboxylation de l'acétyl-CoA dans ce processus. Les acides gras
nouvellement synthétisés peuvent étre incorporés dans les triglycérides ou libérés dans la
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circulation sanguine sous forme de lipoprotéines, avec la participation du géne MTTP
(Microsomal Triglyceride Transfer Protein) dans le transport des triglycérides pour la

formation des lipoprotéines (Chandel, 2021).

La fonction de détoxification du foie est cruciale pour éliminer les substances nocives de
l'organisme (figure 4). Il neutralise et élimine les toxines, les médicaments et les substances
étrangeres, en les transformant en métabolites plus facilement excrétés par les voies
biliaires ou rénales. Les xénobiotiques peuvent traverser la membrane cellulaire par
diffusion ou en utilisant des transporteurs membranaires spécifiques, connus sous le nom
de pompes d'influx, tels que le transporteur de cation organique (OCT). Une fois a l'intérieur
de la cellule, ces xénobiotiques sont soumis aux enzymes des phases | et Il du métabolisme
des xénobiotiques, ou bien ils peuvent étre éliminés par des transporteurs membranaires
spécialisés, appelés pompes d'efflux, comme la P-glycoprotéine (P-gp), permettant ainsi
I'exportation directe de la molécule hors de la cellule. Durant la phase |, également appelée
phase de fonctionnalisation, les xénobiotigues subissent généralement des réactions
d'oxydo-réduction, souvent catalysées par les cytochromes P450 (CYP). L'objectif de cette
phase est de rendre la molécule plus polaire et d'augmenter son hydrophilie, facilitant ainsi
son élimination. Pendant la phase de conjugaison, les xénobiotiques devenus plus
hydrophiles par I'oxydo-réduction, subissent une nouvelle modification sous l'influence
d'enzymes de la phase Il telles que la Glutathion S-transférase (GST) ou les UDT-
Glucuronyltransférases (UGT). Ces enzymes introduisent des groupements hydrophiles sur
les métabolites, réduisant ainsi leur caractere hydrophobe et facilitant leur expulsion hors
de la cellule par des pompes d'efflux telles que le Multidrug Resistance Protein (MRP)
(Croom, 2012).
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Figure 4 : Schéma général de la métabolisation des xénobiotiques (Le Goff, 2020)
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Le foie est également impliqué dans la sécrétion de nombreuses substances essentielles &
la digestion et a I'absorption des nutriments. Il sécrete la bile, qui est stockée dans la
vésicule biliaire et libérée dans lintestin pour émulsionner les graisses et faciliter leur
digestion. De plus, le foie sécrete des substances telles que I''GF-1 (insulin-like growth
factor 1) qui joue un réle dans la croissance et le développement.

Enfin, le foie joue un role de stockage pour différentes substances. Il stocke le glycogene,
qui est une réserve d'énergie, ainsi que les vitamines liposolubles (A, D, E, K) et le fer. Il est
également impliqué dans la dégradation des globules rouges et le stockage de la vitamine
B12.

2.4. Principales pathologies du foie

L'hépatite est une inflammation du foie, souvent engendrée par une infection virale telle que
I'népatite A, B ou C, ou d'autres facteurs tels que la consommation excessive d'alcool, les
toxines hépatiques ou les maladies auto-immunes (Dooley et al., 2011). Cette inflammation
conduit a des dommages au niveau des cellules hépatiques, perturbant ainsi leur
fonctionnement normal. En cas de persistance, cela peut mener a une destruction graduelle

des hépatocytes, a une fibrose hépatique et, éventuellement, a une cirrhose.

La stéatose hépatique, €également appelée NAFLD (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease),
résulte d'une perturbation complexe du métabolisme lipidique au niveau du foie. Lorsque
I'équilibre entre I'apport de graisses dans le foie (par le biais de l'alimentation et du tissu
adipeux) et leur utilisation (via la -oxydation et la synthése de lipoprotéines) est altéré, les
hépatocytes commencent a accumuler des triglycérides, principalement sous forme de
gouttelettes lipidiques. Cette accumulation peut étre exacerbée par une résistance a
l'insuline, caractéristique de l'obésité et du diabete de type 2. Les lipides intracellulaires,
notamment les acides gras libres et les dérivés lipidiques, peuvent induire un stress oxydant
et une altération de la fonction mitochondriale, activant ainsi des voies de signalisation

inflammatoires (Younossi et al., 2019).

La NASH (Non-Alcoholic Steatohepatitis), en revanche, dépasse le simple stade
d'accumulation lipidique. L'inflammation joue un réle crucial dans la NASH et résulte d'une
série d'interactions complexes entre les lipides, les cellules hépatiques et les cellules
immunitaires. Les adipokines, cytokines et autres facteurs inflammatoires émanant du tissu
adipeux et du foie contribuent a linfiltration de cellules immunitaires, principalement des

macrophages, dans le foie. Cette réponse inflammatoire chronique, combinée a la
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production de radicaux libres due au stress oxydant, peut causer des lésions aux
hépatocytes et aux tissus environnants (Fraile et al., 2021). La NASH peut ensuite évoluer

vers la fibrose hépatique, qui a son tour peut progresser vers la cirrhose.

La fibrose et la cirrhose hépatique sont deux affections majeures touchant le foie et ayant
des répercussions graves sur la santé. La fibrose hépatique est la premiére étape de la
détérioration du foie, généralement causée par des facteurs tels que I'alcoolisme chronique,
les hépatites virales ou la NAFLD. A mesure que la fibrose progresse, le tissu conjonctif
s'accumule dans le foie, altérant sa structure normale et affectant ses fonctions essentielles.
Cette fibrose résulte d'une réponse anormale de cicatrisation, dans laquelle les cellules
hépatiques endommagées libérent des cytokines inflammatoires et des facteurs de
croissance. Ces signaux activent les cellules du tissu conjonctif du foie, appelées cellules
étoilées hépatiques, qui se transforment en myofibroblastes. Ces derniers produisent et
déposent une matrice extracellulaire riche en collagene (Puche et al., 2013). La fibrose
initiale, dénommée stade FO, présente peu de fibrose significative, tandis que le stade F4
correspond a la cirrhose, caractérisée par une fibrose avancée et une structure hépatique
modifiée (Bedossa et al., 2015). En l'absence de traitement de la cause sous-jacente, la
fibrose peut évoluer en cirrhose hépatique, un stade avancé marqué par une altération
irréversible de la fonction hépatique normale et de I'architecture du foie. La cirrhose résulte
généralement de processus chroniques de dommages hépatiques et peut étre déclenchée
par divers facteurs, tels que I'hnépatite C, I'abus d'alcool et les maladies génétiques du foie.
La cirrhose peut déclencher des complications graves, notamment une insuffisance
hépatique, une hypertension portale, le développement de nodules régénératifs et une

prédisposition accrue au carcinome hépatocellulaire.

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le type le plus courant de cancer primaire du foie
et peut survenir chez les individus atteints de cirrhose, d'hépatite virale chronique, de

maladies génétiques du foie ou exposés a des toxines hépatiques (Forner et al., 2018).
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3. Toxicologie alimentaire : Exploration des contaminants
chimiques de nos denrées alimentaires

Un aliment est une substance consommeée pour fournir de I'énergie et favoriser la croissance
et la santé. Les aliments sont généralement classés en trois catégories : les glucides, les
lipides et les protéines. Les glucides sont des sucres et de I'amidon, qui sont utilisés comme
source d'énergie pour le corps. Les lipides sont des graisses, qui ont également un réle
énergétique, mais qui ont aussi un réle structurel dans les membranes cellulaires. Les
protéines sont des molécules complexes qui sont utilisées pour construire et réparer les
tissus du corps. Les aliments contiennent également des vitamines et des minéraux, qui
sont essentiels pour maintenir une bonne santé. Toutes ces sources d’aliments, 'Homme
les retrouve dans les denrées alimentaires qui sont des produits comestibles destinés a la
consommation humaine. Elles peuvent étre d'origine animale ou végétale et étre sous forme
brute ou transformée. Les denrées alimentaires comprennent des aliments tels que les
fruits, les légumes, les viandes, les produits laitiers, les céréales, les huiles, les épices et
les boissons. Les denrées alimentaires peuvent étre vendues sous forme brute ou

transformée, comme des produits frais, congelés, en conserve ou séchés.

Aujourd’hui, la contamination de nos denrées alimentaires ne fait plus aucun doute comme
le montre de nombreuses publications scientifigues mettant en évidence la présence de
produits chimiques dans la totalité des produits consommés par 'Homme (Hussain, 2016;
Rather et al., 2017; Lebelo et al., 2021). Les contaminants chimiques alimentaires peuvent
se retrouver dans les aliments de différentes manieres, par exemple lors de la production,
du stockage, du transport ou de la préparation des aliments. Les contaminants peuvent étre
des produits chimiques naturels, tels que les toxines produites par des micro-organismes,
ou des produits chimiques atrtificiels, tels que les pesticides, les additifs alimentaires, les
meétaux lourds ou les produits pharmaceutiques. La consommation de ces contaminants est
fortement suspectée pour causer des effets nocifs sur la santé, tels que des maladies
chroniques, des troubles neurologiques, des problémes de reproduction ou des cancers
(Choudhury et al., 2022).
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3.1. Les sources des contaminants alimentaires

Il existe plusieurs sources de contamination des denrées alimentaires, notamment :
Par des substances biologiques naturelles comme les toxines

Les toxines alimentaires peuvent étre présentes dans les aliments crus ou mal cuits, ou
dans les aliments qui ont été stockés sur de longues périodes. Cette contamination dite
« naturelle » est liée a la présence normale ou accidentelle, de micro-organismes tel que
les bactéries comme les salmonelles, les staphylocoques et les Escherichia coli qui peuvent
produire des toxines pouvant provoquer des symptdmes tels que des nausées, des
vomissements, de la fievre, des douleurs abdominales et de la diarrhée. L’intoxication par
ces toxines peu laisser aux consommateurs de graves séquelles voir méme étre mortelle
chez les plus jeunes. Les toxines qui contaminent nos aliments peuvent aussi étre issues
de moisissures présentes sur I'aliment, on parlera ici de mycotoxines. Les plus courantes
sont l'aflatoxine, le déoxynivalénol, la zéaralénone et I'ochratoxine A, on les retrouve le plus
souvent dans des aliments tels que les céréales, les noix et les fruits secs. La contamination
aux mycotoxines peut causer une variété de problemes de santé, y compris des maladies

hépatiques, des problemes neurologiques et des cancers (Alshannaq & Yu, 2017).
Par des substances chimiques néoformées

Les substances néoformées sont des composés qui se forment lors de la transformation
des aliments. lls peuvent étre créés lors de la cuisson, du traitement thermique et de la
transformation chimique des aliments. Certaines de ces substances peuvent étre nocives
pour la santé humaine lorsqu'elles sont consommées en grande quantité. Parmi ces
substances néoformeées, on retrouve les produits finaux de la glycation avancée, Advanced
Glycation End products (AGE) qui sont des protéines ou des lipides qui ont été modifiés par
des réactions chimiques avec des sucres. Les AGE sont produits naturellement dans le
corps, mais des niveaux élevés peuvent étre associés a des maladies chroniques telles que
le diabéte, les maladies cardiovasculaires, la maladie d'Alzheimer ou encore les maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin (Prasad et al., 2019). Un autre exemple de ces
produits néoformés, est l'acrylamide, bien connu dans les laboratoires pour son utilisation
dans certaines techniques comme I'électrophorése en gel de polyacrylamide il est surtout
connu pour son caractere toxique car il fait partie des substances dites CMR pour
cancérogéne, mutagéne et reprotoxique. On retrouve de [l'acrylamide dans notre

alimentation notamment lors de la cuisson a haute température de certains aliments, tels
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gue les pommes de terre, les frites et les chips (Koszucka et al., 2020). L'acrylamide a été
associé a certains types de cancer chez les animaux de laboratoire ; il a été classé dans le

groupe 2A par le centre international de recherche sur le cancer.
Par des contaminants chimiques environnementaux

Les contaminants chimiques environnementaux sont des substances chimiques qui sont
libérées dans I'environnement. Parmi eux on peut citer les métaux lourds tels que le plomb,
le mercure, 'aluminium et le cadmium qui peuvent étre libérés dans I'environnement par des
sources industrielles et minieres, ainsi que par des déchets électroniques et des batteries
(Kumar et al., 2019), ils sont fortement suspectés pour induire ou aggraver certaines
pathologie chroniques comme les maladies inflammatoires chroniques de [lintestin
(Abegunde et al., 2016).

On retrouve aussi d’autres types de contaminants comme les pesticides qui sont des
substances chimiques utilisées pour tuer les insectes et les mauvaises herbes, et peuvent
étre retrouvés dans l'eau et les aliments, c’est notamment le cas du glyphosate, qui est
I'ingrédient actif de I'herbicide Roundup (Bayer). Le glyphosate est utilisé pour tuer les
mauvaises herbes dans les cultures telles que le soja, le mais et le blé. Des traces de
glyphosate ont été retrouvées dans des aliments tels que les céréales pour petit déjeuner,
les pates et les légumes en conserve et certaines études établissent un lien entre
pathologies (notamment le cancer du foie) et la présence de ce contaminant alimentaire
(Mesnage et al., 2022).

Les HAP (hydrocarbures aromatiques polycycliques) sont un groupe de composés
organiques qui se forment lors de la combustion incompléte de matiéres organiques telles
gue le charbon, le pétrole et le bois. Les HAP peuvent étre présents dans I'environnement
et dans les aliments, et certaines formes de HAP ont été associées a des effets sur la santé

humaine tels que le cancer (Lag et al., 2020).

Enfin, de par sa production et son utilisation de plus en plus importantes, le plastique
représente un contaminant majeur de notre alimentation (Rubio-Armendariz et al., 2022).
Le plastique peut contaminer les aliments de differentes maniéres, notamment en raison de
la pollution par les déchets plastiques de l'eau et des sols et de la contamination des
aliments pendant la production, la transformation et 'emballage. Ce sont principalement de
petits fragments de plastique appelés micro- et nano-plastiques que I'on retrouve dans notre

alimentation. Les microplastiques peuvent étre fabriqués a partir de nombreux types de
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polymeres, tels que le polyéthylene, le polypropyléne et le polystyréne. De plus, les
plastiques peuvent contenir des produits chimiques tels que les phtalates et les bisphénols,
qui peuvent migrer dans les aliments et causer des effets sur la santé. L'impact a long terme
de l'exposition aux divers polymeres de plastique et des produits chimiques gu’ils véhiculent
est encore mal compris, mais il y a des préoccupations quant aux effets sur la santé humaine

et I'environnement (Campanale et al., 2020).

Cette thése se focalisera sur I'étude de deux types de contamination alimentaire : la
contamination naturelle par la mycotoxine déoxynivalénol et la contamination anthropique
par les microplastiques de polyéthyléne. Ces deux formes de contamination suscitent des
préoccupations croissantes en raison des risques potentiels qu'elles représentent pour la
santé humaine. Il est donc primordial de comprendre leur impact, non seulement sur la santé
générale, mais aussi sur la santé des populations vulnérables telles que les enfants et les
personnes atteintes de maladies chroniques. Cette recherche vise a approfondir notre
compréhension de I'impact de ces contaminations alimentaires et a fournir des informations

essentielles pour prendre des mesures de protection et de prévention appropriées.

3.2. Cas des mycotoxines

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires toxiques produites naturellement par
des moisissures qui se développent sur les cultures, les aliments et les fourrages. Les
moisissures produisent ces toxines pour se protéger contre les autres organismes et pour
aider a leur croissance (J. F. Leslie & Summerell, 2006). Elles peuvent étre produites par
différents types de moisissures, telles que Aspergillus, Penicillium et Fusarium. Les
conditions environnementales, telles que I'hnumidité, la température et la durée de stockage,
peuvent favoriser ou inhiber la croissance des moisissures et la production de mycotoxines.
Les mycotoxines peuvent se trouver dans divers aliments tels que les céréales, les noix, les
fruits secs et les épices, et leur consommation excessive peut présenter un risque pour les
humains et les animaux. Ces risques vont de lI'empoisonnement aigu a des effets a long
terme tels que des altérations du systeme immunitaire, des problémes de reproduction et

méme le développement de cancers (Janik et al., 2020).

Les mycotoxines peuvent étre classées en plusieurs familles, chacune ayant des effets
toxiques différents sur les humains et les animaux. Les aflatoxines sont produites par les
moisissures Aspergillus et sont courantes dans les noix et les céréales. Les fumonisines
sont produites par les moisissures Fusarium et peuvent étre trouvées dans les céreales, en

particulier le mais. Les ochratoxines sont produits par les moisissures Aspergillus et
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Penicillium et peuvent étre trouvées dans les céréales, les fruits secs et les épices. Les
zéaralénones sont produits par les moisissures Fusarium et sont courants dans les céréales
telles que le mais. Enfin, il y a la famille des trichothécénes divisée en deux catégories. Les
trichothécénes de catégorie A comprennent plusieurs toxines, telles que la toxine T-2, la
toxine HT-2, la toxine diacétyl T-2 et la toxine neosolaniol. Les trichothécenes de catégorie
B sont généralement produites par certaines especes du genre Fusarium, qui se
développent sur les céréales telles que le blé, le mais et I'orge. Dans cette catégorie on
retrouve la fusarénone et le nivalénol mais le déoxynivalénol (DON) est I'un des membres

les plus courants de cette famille de mycotoxines (Mahato et al., 2022).

3.2.1. Le déoxynivalénol

Le DON est l'une des mycotoxines les plus répandues dans le monde. Elle est
principalement produite par Fusarium graminearum, Fusarium culmorum et Fusarium
crookwellense. Ces espéces de Fusarium infectent les céréales telles que le blé, le mais,
l'orge et l'avoine. Etant donné que le DON n'est que partiellement détruit par la haute
température lors du traitement, il peut étre détecté dans les produits alimentaires et les
boissons transformés tels que les céréales pour le petit-déjeuner, le pain, la pizza, la biére
et le vin. Cette mycotoxine représente un veéritable probleme de santé car elle peut entrainer
des effets toxiques sur la santé humaine et animale. Les effets varient en fonction de la
dose et de la durée d'exposition, mais ils incluent généralement des symptdmes tels que
des vomissements, des diarrhées, des douleurs abdominales, des effets

immunosuppresseurs et des perturbations endocriniennes (Mahato et al., 2022).

3.2.2. Occurrence du DON au niveau mondial

BIOMIN, une entreprise mondiale axée sur la santé animale, la nutrition et les biosciences,
a publié en avril 2023 les résultats de son enquéte menée en 2021 sur les mycotoxines.
Cette enquéte met en évidence la fréquence des contaminants métaboliques fongiques
dans les cultures fourrageres et évalue les risques potentiels qu'ils représentent pour les
animaux d'élevage a I'échelle mondiale. A partir de I'analyse de plus de 24 000 échantillons
d'ingrédients destinés a I'alimentation animale collectés dans 75 pays, cette étude examine
en détail la présence de ces contaminants et leur impact possible sur la santé animale. Les
résultats ont montré que les menaces liées aux mycotoxines pour la production de protéines
animales restent élevées par rapport aux années précédentes. A I'échelle mondiale, prés
des deux tiers des échantillons contenaient au moins une mycotoxine dépassant les niveaux

recommandés. Les régions les plus affectées par la menace potentielle en déoxynivalénol
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dans la récolte de céréales en Europe sont I'Europe occidentale et méridionale avec des

prévalences respectives de 64 % et 58 %. (Figure 5)
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Figure 1. Global map of mycotoxin occurrence and risk in different regions.
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Moderate risk: 0-25% of samples above risk threshold
® High risk: 26-50% of samples above risk threshold
® Severe risk: 51-75% of samples above risk threshold
® Extreme risk: 76-100% of samples above risk threshold
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Figure 5 : Carte mondiale de la prévalence et des risques en mycotoxines dans différentes régions
(DSM World Mycotoxine Survey 2021).

3.2.3. Exposition humaine au DON et réglementation Européenne.

Les niveaux de DON dans les céréales peuvent varier considérablement en fonction de
facteurs tels que la région géographique, la saison de récolte, les pratiques agricoles et les
méthodes de stockage (Gruber-Dorninger et al., 2019). Les réglementations sur les niveaux
de DON dans les aliments varient également selon les pays et les régions. En Europe, les
teneurs maximales en DON dans les denrées alimentaires sont fixées par le réglement de
la commission européenne (CE No 1881/2006, 2006).

DON est généralement présent dans les céréales pendant les processus de pré-récolte, de
traitement, de séchage et de stockage, les producteurs sont donc soumis a des controles

avec des niveaux en DON n’excédant pas les quantités suivantes :
- Céréales brutes autres que le blé dur, I'avoine et le mais : 1250 pg/kg
- Blé dur, avoine bruts et mais brut : 1750 pg/kg

- Céréales destinées a la consommation humaine directe : 750 pg/kg
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- Farines de blé tendre et de seigle destinées a la panification : 500 pg/kg
- Semoules de blé dur destinées a la fabrication de pates alimentaires : 750 pg/kg

De plus, DON est tres résistant a la chaleur et peut supporter des températures allant de
170 a 350°C. Méme aprés un traitement de 30 minutes a 170°C, il n'y a pas de réduction
détectée. Cela en fait une source courante de pollution alimentaire dans les produits
transformés a base de céréales, il y a donc la aussi des quantités maximales autorisées en
DON (H. Zhou et al., 2020).

- Pates alimentaires : 750 pg/kg
- Biscuits, patisseries et pain d'épices : 500 ug/kg
- Céréales pour petit-déjeuner et en-cas a base de céréales : 750 pg/kg

- Préparations a base de céréales et aliments pour bébés destinés aux nourrissons et

enfants en bas age : 200 pg/kg

Ces quantités maximales imposées par la réglementation Européenne ont été mis en place
afin de protéger le consommateur d’'un risque d’intoxication. En effet, lorsque DON est
consommeé, il peut causer une toxicité a court et a long terme. Les symptdmes aigus
comprennent des douleurs abdominales, une perte d'appétit, de la diarrhée, une salivation
excessive, des vomissements et une sensation de malaise. Les effets les plus marquants
d’'une exposition chronique au DON sont des changements dans la digestion alimentaire,
avec perte de poids et anorexie (Kamle et al., 2022). En 2001, le Comité mixte FAO/OMS
d'experts sur les additifs alimentaires (JECFA) a établi une dose journaliere tolérable (DJT)
pour le DON de 1 ug/kg de poids corporel en se basant sur une étude chronique chez la
souris. Cette étude a permis de déterminer la dose la plus élevée de DON qui n'a pas causé
d'effets nocifs observables chez les animaux de laboratoire (dose NOAEL : non observed
adverse effect level). La NOAEL chez la souris était de 0,1 mg/kg de poids corporel/jour. Un
facteur de sécurité de 100 a été appliqué pour établir la dose journaliére tolérable pour les
humains. Ces données ont été confirmées en 2002 par le Comité scientifique de

l'alimentation humaine (SCF).

Cependant, I'étude de I'Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) de 2017
(Knutsen et al., 2017) qui a examiné I'exposition alimentaire des consommateurs européens

au DON révele que pres de 1 % de la population adulte dépasse la dose journaliere
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tolérable, avec une exposition moyenne en DON de 1,2 pg/kg de poids corporel par jour.
Plus inquiétant encore, I'étude a montré que l'exposition moyenne au DON chez les enfants
agés de 1 a 3 ans était de 1,8 pg/kg de poids corporel par jour, soit pres de deux fois la DJT
établie par le JECFA. L'étude a également souligné que l'exposition au DON peut varier
considérablement en fonction des habitudes alimentaires et de la consommation de produits

contaminés.

3.2.4. Métabolisme et toxicité du DON

L'absorption de DON chez les animaux dépend de plusieurs parametres, notamment
I'espéce, I'age et méme le sexe. Bien que l'apparition de DON dans le sang apres ingestion
orale soit rapide, en 15 a 30 minutes dans la plupart des espéces de mammiféres, I'étendue
de I'absorption varie considérablement, de 7% chez les ruminants (moutons et vaches) a
25% chez le rat, et jusqu'a 89% apres une exposition chronique chez le porc (Paulick et al.,
2015; Saint-Cyr et al., 2015). La biodisponibilité orale de DON chez les volailles est
particulierement faible, et ce faible taux d'absorption peut expliquer la faible sensibilité des
volailles au DON (Osselaere et al., 2013). Les concentrations de DON dans le plasma et les
tissus des souriceaux sevrés étaient d'environ deux fois supérieures a celles des souris
adultes recevant les mémes doses de toxine, ce qui indique que DON peut étre absorbé
plus efficacement chez les jeunes animaux (J. J. Pestka et al., 2008). De méme, la
comparaison de la biodisponibilité de DON chez les souris méles et femelles a suggéré que
cette mycotoxine peut avoir une absorption et une élimination plus élevée chez les femelles
gue chez les males suggérant une sensibilité plus accrue des souris males aux effets
toxiques du DON (J. Pestka et al., 2017).

Selon une étude mené par Vidal et al., il a été observé, comme pour I'animal, que la
biodisponibilité de DON chez 'Homme était plus élevée chez les enfants que chez les
adultes. Cela pourrait suggérer que les enfants sont plus sensibles a I'absorption de DON
en raison de leur immaturité intestinale et de leur plus grande exposition alimentaire (Vidal
et al., 2018). Dans cette méme étude, un groupe de 20 volontaires a été sélectionné et a
recu des instructions pour s'abstenir de consommer des céréales et des aliments a base de
céréales pendant 4 jours. Par la suite, ils ont recu une dose unique de 1 pg/kg de poids
corporel de DON, suivi d'une collecte d'urine sur une période de 24 heures. Les résultats de
I'analyse ont révélé que 64% de la dose administrée de DON a été retrouvée dans l'urine
collectée. Le DON-15-glucuronide a été identifie comme le biomarqueur urinaire le plus
prédominant, suivi du DON libre et du DON-3-glucuronide.
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Bien que lintestin gréle soit considéré comme le principal site d'absorption du DON, les
mécanismes impliqués dans le transport de cette mycotoxine dans les cellules de
mammiféres restent incertains. Les cellules intestinales et les cellules hépatiques sont les
premieres a entrer en contact avec le DON. Dans leur étude, Li et al. ont démontré que le
transport du DON dans les cellules de mammiféres est régulé par des transporteurs
spécifiques et est dépendant de I'énergie (X. Li et al., 2017). La P-glycoprotéine (P-GP) est
le principal transporteur d'efflux dans les cellules intestinales et hépatocytaires, tandis que
les transporteurs d'entrée du DON sont les polypeptides transporteurs d'anions organiques
(OATPSs), les transporteurs d'anions organiques (OATS) et les transporteurs de cations

organiques (OCTSs).

Le métabolisme du DON est un processus complexe qui implique plusieurs étapes
enzymatiques. Le DON est principalement métabolisé dans le foie, ou il subit une série de
réactions biochimiques pour former des métabolites plus hydrophiles qui peuvent étre
excrétés dans les urines et les selles. Les enzymes du cytochrome P450 (CYP) sont les
premieres enzymes impliquées dans le métabolisme du DON, et elles peuvent bioactiver ou
détoxifier le composé. Les CYP2B1 et CYP2B2 sont les isoformes de CYP les plus actifs
pour métaboliser le DON (V. N. Tran et al., 2020). Le métabolisme du DON commence par
une hydroxylation du groupe méthyle en position 3 du squelette tricyclique, catalysée par
les CYP, pour former le 3-hydroxy-DON (3-ADON) ou le 3-épi-DON (3-epi-DON). Le 3-
ADON est ensuite métabolisé en 3-keto-DON (3-KD) par une réaction d'oxydation catalysée
par les CYP. Le 3-epi-DON est métabolisé en 3-epi-3-KD par une réaction de
déhydrogénation catalysée par les CYP. La glucuronidation est la seconde étape qui
convertit le DON en DON-(3-8-15)-glucuronide, une forme moins toxique. La
glucuronidation est catalysée par I'enzyme UDP-glucuronosyltransférase (UGT) (Y. Wang
et al., 2022).

Le microbiote intestinal joue également un réle important dans la métabolisation du DON.
Certaines bactéries intestinales ont la capacité de déconjuguer I'acetyl-DON, une forme
moins toxique du DON, et de le convertir en DON libre, la forme plus toxique. Cette
conversion est due a l'activité de certaines bactéries intestinales (A. P. F. L. Bracarense et
al., 2020). On parle ici du cycle entéro-hépatique du DON qui est un processus ou certaines
formes de DON sont excrétées dans la bile et passe dans l'intestin ou elles peuvent étre
déconjuguées par les bactéries intestinales pour reformer le DON libre. Cela permet au
DON de subir un cycle entéro-hépatique, ou il peut étre réabsorbé et reutilisé plusieurs fois

avant d'étre finalement excrété dans les selles (figure 6). Selon une étude de Goyarts et al.,
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le cycle entéro-hépatique du DON est un processus important qui permet au DON de rester
plus longtemps dans le corps et d'exercer ses effets toxiques (Goyarts et al., 2007). Selon
d’autres études, les bactéries intestinales peuvent également modifier la structure chimique
du DON en le transformant en d'autres métabolites, tels que le 3-epi-DON et le DOM-1, qui
sont moins toxiques que le DON. La transformation du DON en 3-epi-DON est catalysée
par certaines bactéries intestinales, telles que les bactéries du genre Bifidobacterium, tandis
gue la transformation du DON en DOM-1 est catalysée par I'enzyme époxyde hydrolase
(Berthiller et al., 2011; Pinto et al., 2022).
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Figure 6 : Métabolisme du DON et de ses formes acétylées et modifiées chez les humains et les
animaux. (Payros et al., 2016)
De nombreuses études toxicologiques ont documenté les effets perturbateurs du DON sur

plusieurs aspects de la physiologie intestinale :

Altération de la fonction de barriere intestinale : De nombreuses études réalisées chez
I'animal, notamment chez le porc (Pinton et al., 2012; Xue et al., 2022), le poulet (Ghareeb
et al., 2015; Awad et al., 2019) et la souris (Akbari et al., 2014; Song et al., 2022), ont
démontré les effets du DON sur la fonction de barriére intestinale. Ces effets sont attribués
a différents mécanismes, tels que l'interaction directe avec des protéines de jonction serrée,

notamment l'occludine et la claudine (Pinton et al., 2009), l'activation de la voie de
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signalisation du NF-kB (nuclear factor-kappa B) et la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a (Tumor Necrosis Factor a) et I'IL-8 (interleukine 8) (Van
De Walle et al., 2008; Pinton et al., 2012; X. Wang et al., 2019), ainsi que l'augmentation de
la production de radicaux libres et d'especes réactives de I'oxygeéne (ROS) dans les cellules
intestinales, entrainant un stress oxydant et des dommages cellulaires. Ces protéines de
jonction jouent un réle essentiel dans le maintien de l'intégrité de la barriere intestinale.
L'altération de ces protéines entraine une augmentation de la perméabilité intestinale,
facilitant le passage de toxines et de bactéries dans la circulation sanguine. Dans les études
sur 'Homme, des lignées épithéliales intestinales telles que les Caco-2 ont été
principalement utilisées, et des effets similaires a ceux observés in vivo chez I'animal ont
été rapportés (Akbari et al., 2014; X. Wang et al., 2019). D'autres études ont utilisé des
modeles plus complexes, tels que des cocultures d'épithélium intestinal en inserts ou des
modeéles de colonoides ou d'entéroides, et ont également montré une altération de la

fonction de barriére intestinale (Hanyu et al., 2020).

Induction d’inflammation intestinale : Le DON est connu pour induire une inflammation
dans l'intestin. Il peut activer différentes voies de signalisation inflammatoires dans les
cellules intestinales. Cela inclut I'activation de la voie NF-kB un facteur de transcription clé
qui régule lI'expression de nombreux genes impliqués dans la réponse inflammatoire (X.
Wang et al., 2019). L'activation du NF-kB par le DON conduit a la production de cytokines

pro-inflammatoires, de molécules d'adhésion cellulaire et d'enzymes inflammatoires.

Le DON peut également activer la voie de signalisation des MAPK (Mitogen-activated
protein kinases), qui comprend les kinases extracellulaires régulées par les signaux
mitogénes (ERK), les kinases c-Jun N-terminal (JNK) et les kinases p38. L'activation de
cette voie entraine la production de cytokines pro-inflammatoires et la stimulation de la

réponse immunitaire (H. Zhang et al., 2020).

Enfin, il a été reporté une activation des cellules immunitaires intestinales telles que les
macrophages, les lymphocytes et les cellules dendritiques. DON peut induire la libération
de cytokines pro-inflammatoires, telles que l'interleukine-1p (IL-1pB), l'interleukine-6 (IL-6) et
le TNF-a, qui recrutent et activent d'autres cellules immunitaires (Cano et al., 2013; Vatzia
et al.,, 2019). Le DON peut également perturber I'équilibre entre les cellules immunitaires
pro-inflammatoires et anti-inflammatoires dans l'intestin. Une étude menée par Payros et al.
a montré que le DON augmente I'accumulation de lymphocytes T CD4* pro-inflammatoires,

tout en inhibant la prolifération des lymphocytes T régulateurs (Tregs) anti-inflammatoires
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(Payros et al.,, 2020). Cela favorise un environnement inflammatoire dans lintestin et

contribue a la progression de l'inflammation.

Altération de la prolifération cellulaire : Des études ont mis en évidence les mécanismes
par lesquels le DON affecte la prolifération cellulaire. Plusieurs études ont montré que le
DON entraine une inhibition de la prolifération cellulaire en augmentant I'expression de
protéines régulatrices négatives du cycle cellulaire, telles que p21 et p27, et en réduisant
l'activité des kinases cycline-dépendantes (CDKs), ce qui provoque un arrét du cycle
cellulaire et une diminution de la prolifération (Payros et al., 2016). Une autre étude menée
par Cao et al. a révélé que le DON induit I'apoptose cellulaire en activant la voie de
signalisation de l'apoptose, nhotamment par l'activation des caspases et la modulation des
protéines Bcl-2 (B-cell ymphoma 2) (Cao et al., 2021). Ces résultats suggérent que le DON
peut induire la mort cellulaire programmée en perturbant I'équilibre entre les facteurs pro-
apoptotiques et anti-apoptotiques. De plus, une étude distincte (Pan et al., 2014) a démontré
gue le DON inhibe la synthése des protéines en perturbant la fonction des ribosomes. lls
ont observé une diminution de l'incorporation des acides aminés dans les protéines, ce qui

entraine une réduction de la prolifération cellulaire.

Les études sur l'augmentation de la prolifération cellulaire en présence de DON sont
relativement limitées par rapport aux études sur l'inhibition de la prolifération. Cependant, il

existe quelques recherches qui ont exploré cet aspect.

Une étude publiée en 2014 par Mishra et al. a montré que le DON pouvait stimuler la
prolifération cellulaire dans les cellules de peau murine (Mishra et al., 2014). Les chercheurs
ont observé une augmentation significative de l'incorporation de la thymidine tritiée, qui est
un marqueur couramment utilisé pour évaluer la prolifération cellulaire, dans les cellules
exposeées au DON. lls ont également constaté une augmentation de l'expression des
protéines impliquées dans la régulation positive du cycle cellulaire, telles que la cycline D1
et les CDKs.

D'autres études se sont intéressées a l'effet pro-prolifératif du DON au niveau digestif. Par
exemple, une étude menée par Bracarense et al. a démontré qu'une alimentation
contaminée par du DON induisait une hyperprolifération hépatocytaire chez les rats (A. P.
F. L. Bracarense et al., 2017). Ces résultats suggérent que le DON peut affecter la régulation
de la prolifération cellulaire dans le foie. Par ailleurs, une autre étude a examiné les effets
du DON sur les cellules épithéliales humaines Caco-2. Les chercheurs ont constaté qu’a

faible concentration de DON (0,37 puM), cette mycotoxine provoquait des effets pro-
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prolifératifs sur ces cellules épithéliales (Manda et al., 2015). Ces observations indiquent

gue le DON peut stimuler la prolifération cellulaire dans les cellules épithéliales humaines.

Enfin, quelques études ont montré une augmentation de la profondeur des cryptes
intestinales par le DON. Cette augmentation des cryptes intestinales associée a une
augmentation de I'expression de marqueurs de prolifération cellulaire, tels que la Ki67
pourrait indiquer une stimulation de la prolifération cellulaire dans la couche basale de
I'épithélium intestinal (Vignal et al., 2018; Wu et al., 2018).

Ces différentes études suggerent que le DON peut avoir des effets biphasiques sur la
prolifération cellulaire, avec des études montrant a la fois une inhibition et une augmentation

de la prolifération.

Perturbation du microbiote intestinal : Les données concernant l'interaction entre le DON
et le microbiote intestinal sont encore limitées mais en expansion. Des études récentes ont
montré que le DON peut perturber la composition et la diversité du microbiote intestinal chez
les animaux d'élevage tels que les poulets et les porcs. Le DON peut entrainer des
changements dans les populations bactériennes, favorisant la croissance de certaines
especes et réduisant celle d'autres. Par exemple, il a été observé une augmentation de
Prevotella et une diminution de certaines bactéries bénéfiques telles que Bifidobacterium et
Lactobacillus (B. Jia et al., 2023).

Ces altérations du microbiote intestinal peuvent avoir des conséquences sur la santé et la
performance des animaux. Le microbiote joue un role important dans la digestion,
I'absorption des nutriments, la régulation immunitaire et la protection contre les agents
pathogenes. Ainsi, toute perturbation de son équilibre peut affecter la fonction intestinale et

la santé globale de ’'Homme et I'animal.

Une étude supplémentaire s'est penchée sur 'effet du DON sur des bactéries connues pour
leur potentiel génotoxique, telles que Escherichia coli B2 produisant de la colibactine, une
toxine associée au cancer colorectal. Les résultats démontrent que le DON aggrave la
génotoxicité des souches d'E. coli, avec une augmentation significative des dommages a
I'ADN (acide désoxyribonucléique) observée dans les cellules intestinales des animaux
exposeés simultanément au DON et aux souches d'E. coli produisant de la colibactine
(Payros et al., 2017).
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3.3. Cas des microplastiques

3.3.1. Définition de microplastique

Une matiere plastique, également connue sous le nom de polymere, est un matériau
synthétique composé de macromolécules formées par I'assemblage de nombreuses unités
répétitives appelées monomeres. Les plastiques sont fabriqués a partir de ressources

pétrolieres, principalement des hydrocarbures.

Les plastiques sont largement utilisés dans de nombreux secteurs de l'industrie et de la vie
guotidienne en raison de leurs propriétés uniques. lls sont légers, durables, résistants a
I'humidité, et peuvent étre moulés et faconnés dans une grande variété de formes et de
tailles. Les plastigues sont utilisés dans la fabrication d'emballages, de produits
électroniques, de véhicules, de jouets, d'articles ménagers, de textiles, et bien plus encore.

Cependant, l'utilisation répandue des plastiques a également entrainé des préoccupations
environnementales majeures. Les plastigues sont des matériaux persistants dans
I'environnement et peuvent prendre des centaines d'années a se décomposer. Leur
accumulation dans les océans, les sols et les écosystemes a un impact négatif sur la

biodiversité et entraine des problemes écologiques (Pedrotti et al., 2022).

D'apres une étude réalisée par Geyer et al., la production industrielle de plastiques a grande
échelle depuis les années 1950 a abouti a une production mondiale de plus de 8,3 milliards
de tonnes de plastiques (Geyer et al., 2017). Seulement 9 % de ces plastiques ont été
recyclés, 12 % ont été incinérés, tandis que le reste, soit environ 79 %, s'est accumulé dans
des décharges ou a été rejeté dans I'environnement. Selon une autre étude plus récente de
PlasticsEurope intitulée "Plastics - the Facts 2022", la production mondiale de plastiques
continue d'augmenter, atteignant 390 millions de tonnes en 2021, ce qui représente une
augmentation d'environ 6% par rapport a l'année précédente. Les principaux pays
producteurs sont la Chine (32%), 'Amérique du Nord (18%) et I'Europe (15%). Cependant,
cette étude souligne également une prise de conscience croissante de la nécessité d'une
meilleure gestion de la fin de vie des plastiques. En Europe, par exemple, on constate une
réduction considérable du stockage des déchets plastiques en décharges (23 %) au profit
de leur incinération (42 %) et de leur recyclage (35 %) (Plastics Europe_Plastics - the Facts
2022).

Malgré la prise de conscience croissante de l'impact écologique des plastiques et en raison

de leur grande résistance a la dégradation, il est maintenant largement établi que toutes les
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composantes de I'environnement sont affectées par la présence de matiéres plastiques.
L'écosysteme marin a été le premier et le plus médiatisé, suscitant une profonde
préoccupation quant aux conseéquences des plastiques sur la vie marine. Les animaux
marins tels que les tortues, les oiseaux, les poissons et les mammiferes de cet écosysteme
peuvent ingérer des débris plastiques ou s’y retrouver piégés leur occasionnant des
blessures graves, voire la mort. De nombreuses études mettent en évidence une
contamination étendue des écosystemes marins par des débris plastiques, touchant 50 %
de toutes les espéces d'oiseaux marins, 66 % de toutes les espéces de mammiféres marins

et la totalité des especes de tortues marines (Rochman et al., 2016).

Des recherches supplémentaires ont mis en évidence la présence de plastiques dans
différents milieux. Par exemple, une étude menée par Yang et al. en 2021 a identifié la
présence de plastiques dans les sols (L. Yang et al., 2021). Habibi et al. ont également
constaté une contamination de I'air intérieur et extérieur par des microplastiques (Habibi et
al., 2022). Mais, ce qui est particulierement préoccupant, c'est la présence de plastiques
dans notre alimentation. Des études comme celle de Koelmans et al. ont montré que I'eau
de boisson peut contenir des microplastiques (Koelmans et al., 2019). De méme, Oliveri et
al. ont constaté la contamination des fruits et Iégumes par ce contaminant (Oliveri Conti et
al., 2020). Les produits issus de la mer, tels que les poissons et les fruits de mer, ont
également été identifiés comme étant contaminés par des microplastiques (Mercogliano et
al., 2020). Ces résultats soulignent I'ampleur du probleme de la contamination plastique

dans notre chaine alimentaire.

Il est de ce fait, essentiel de comprendre l'origine des matieres plastiqgues qui contaminent
notre alimentation, car leur présence répandue dans une grande variété d'aliments est
préoccupante. Les matiéres plastiques se retrouvent principalement sous forme de
microplastiques et de nanoplastiques. Les microplastiques sont des particules de plastique
de petite taille, généralement inférieure & 5 mm, tandis que les nanoplastiques sont encore

plus petits, mesurant moins d'un micrometre.

Plusieurs sources contribuent a la contamination des aliments par les microplastiques. L'une
des principales est la fragmentation des plastiques plus grands présents dans
I'environnement. Les plastiques se dégradent en morceaux plus petits en raison de
I'exposition aux rayons UV du soleil, de I'action mécanique des vagues et du vent, ainsi que

de l'action biologique des microorganismes. Ces morceaux de plastique fragmentés, qui
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deviennent des microplastiques, se dispersent ensuite dans l'environnement, y compris

dans les océans, les riviéres et les sols (Andrady, 2017).

Une autre source majeure de microplastiques est liée aux activités humaines. Les activités
industrielles, telles que la production et l'utilisation de plastiques, contribuent a la libération
de microplastiques dans I'environnement. Par exemple, les résidus de plastiques issus de
la fabrication de produits en plastique, les rejets d'usines de traitement des eaux usées et
les déchets plastiques mal gérés sont autant de sources de microplastiques qui peuvent

contaminer les sols, les riviéres et les mers (Wright & Kelly, 2017).

De plus, d'autres sources de microplastiques dans notre alimentation sont liées a I'utilisation
guotidienne de produits plastiques. Par exemple, le lavage de textiles synthétiques, tels que
les vétements en polyester, dans les machines a laver peut libérer des microfibres
plastiques qui se retrouvent ensuite dans les eaux usées. Ces microfibres peuvent traverser
les stations de traitement des eaux usées et se retrouver dans les cours d'eau, les océans
et finalement dans les organismes marins qui constituent notre alimentation (Napper &
Thompson, 2020).

3.3.2. Les principaux polymeéres et leur utilisation

Il existe une grande variété de polyméres utilisés dans différents produits et industries :

Le Polyéthyléne (PE) : Le PE est un polymére thermoplastique qui se caractérise par sa
résistance a I'humidité, aux produits chimiques et a l'usure. Il est largement utilisé dans la
fabrication de sacs en plastique, de films d'emballage, de bouteilles en plastique, de
contenants alimentaires, de tuyaux et de revétements. Sa structure chimique est basée sur

des unités répétitives d'éthylene.

Le Polypropyléne (PP) : Le PP est également un polymere thermoplastique qui offre une
résistance élevée a la chaleur, a l'usure et aux produits chimiques. Il est utilisé dans la
fabrication de produits jetables tels que les couverts en plastique, les emballages
alimentaires, les fibres textiles, les piéces automobiles et les produits médicaux. Sa

structure chimique est basée sur des unités répétitives de propyléne.

Le Polychlorure de vinyle (PVC) : Le PVC est un polymére thermoplastique qui se distingue
par sa résistance aux intempéries, a I'abrasion et aux produits chimiques. Il est utilisé dans

la fabrication de tuyaux, de revétements de sol, de fenétres, de cables électriques, de jouets,
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de matériaux de construction et d'emballages. Sa structure chimique est basée sur des

unités répétitives de chlorure de vinyle.

Le Polystyrene (PS) : Le PS est un polymeére thermoplastique qui présente une bonne
isolation thermique et électrique. Il est utilisé dans la fabrication de gobelets jetables, de
plateaux alimentaires, de matériaux d'isolation, de boitiers électroniques et de produits de

papeterie. Sa structure chimique est basée sur des unités répétitives de styréne.

Le Polyéthylene téréphtalate (PET) : Le PET est un polymere thermoplastique qui offre une
bonne résistance a I'humidité, aux produits chimiques et a la déformation. Il est couramment
utilisé dans la fabrication de bouteilles en plastique pour les boissons, les fibres textiles, les
emballages alimentaires, les films d'emballage et les textiles techniques. Sa structure

chimique est basée sur des unités répétitives d'éthylene téréphtalate.

Le Polyuréthane (PU) : Le PU est un polymere thermoplastique élastomere qui présente
une grande résistance a l'abrasion, a la flexion et a la déchirure. Il est utilisé dans la
fabrication de mousses isolantes, de revétements de meubles, de revétements de sol, de
pneus, de matériaux d'isolation et de revétements de surface. Sa structure chimique est

basée sur des unités répétitives d'uréthane.

Le Polycarbonate (PC) : Le PC est un polymeére thermoplastique transparent qui se
distingue par sa résistance aux chocs, a la chaleur et aux rayures. Il est utilisé dans la
fabrication de bouteilles réutilisables, de lentilles de lunettes, de matériaux de construction,
de composants électroniques et de pieces automobiles. Sa structure chimique est basée
sur des unités répétitives de carbonate.

Parmi tous ces polymeres, le PE est le plus largement utilisé a travers le monde. Il est prisé
pour ses excellentes propriétés physiques et chimiques, notamment sa résistance, sa
flexibilité, sa légereté et sa facilité de transformation. Ces caractéristiques en font un
matériau de choix dans de nombreux secteurs industriels, tels que I'emballage, I'automobile,

la construction, I'électronique et I'agriculture.

Selon le rapport de PlasticsEurope de 2022, le PE représente la plus grande part de la
production mondiale de plastiques. Il est utilisé dans la fabrication de sacs en plastique
(notamment les sacs d'épicerie et les sacs de transport), de films d'emballage, de bouteilles

en plastique, de contenants alimentaires, de tuyaux et de revétements (figure 7).
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En raison de sa durabilité et de son faible co(t de production, le PE est largement utilisé
dans les applications a usage unique, mais il est également présent dans de nombreux
produits durables. Cela a conduit a une augmentation significative de la demande de PE au

fil des années.
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Figure 7 : Répartition de la demande des transformateurs de plastiques européens par application
et par type de polymere.

3.3.3. Origines de contamination alimentaire et incidence sur
I'exposition humaine

La contamination alimentaire par les microplastiques émane de diverses sources, suscitant
une préoccupation croissante pour la santé publique. Parmi les principales sources de
contamination, on retrouve la pollution environnementale, les emballages alimentaires en
plastique, les procédés de transformation des aliments et méme l'eau potable. Par
conséquent, notre exposition aux microplastiques se fait a travers une multitude de sources

alimentaires :

Via les produits de la mer : Les études sur la contamination des produits de la mer par les
microplastiques ont montré des résultats préoccupants. Une étude de Rochman et al. en
2015 a révelé que les microplastiques étaient présents dans 36,5 % des poissons capturés
en mer destinés a la consommation humaine (Rochman et al., 2015). Les microplastiques
ont été trouvés dans les intestins des poissons ainsi que dans les tissus musculaires, ce qui
souleve des inquiétudes quant a leur transfert potentiel dans la chaine alimentaire. De plus,
une analyse menée par Karami et al., a révélé que les microplastiques étaient détectés dans
73 % des échantillons de poissons et de fruits de mer provenant de différents marchés (36

microplastiques par poisson, principalement sous forme de fragments, films et fibres avec

These Madjid Djouina Impact toxicologique de contaminants alimentaires au niveau intestinal et hépatique 56



Toxicologie alimentaire : Exploration des contaminants chimiques de nos denrées alimentaires

une majorité de PP, PE et PS), confirmant la contamination répandue de ces produits
(Karami et al., 2017).

Via les boissons : Selon une étude menée par Koelmans et ses collegues, les
microplastiques étaient présents dans 93 % des échantillons d'eau en bouteille analysés
(Koelmans et al., 2019). Les chercheurs ont observé la présence de microplastiques de
différentes tailles et formes, principalement des fibres synthétiques (1.10% a 108 particules
/m3, avec prédominance de PE et PP mais ils retrouvent aussi du PS, du PVC et du PET).
De plus, une étude réalisée par Pivokonsky et al., a également révélé la contamination par
des microplastiques de PET et de PE (1-10 um) dans I'eau du robinet (Pivokonsky et al.,
2018). Le PE et le PP sont les polyméres plastiques les plus couramment identifiés dans
les eaux douces et I'eau du robinet (Hirt and body-Malapel, 2020). Par ailleurs, une analyse
effectuée par Shruti et ses collaborateurs en 2020 a détecté la présence de microplastiques
dans 84 % des échantillons de boissons gazeuses, de thé glacé et de biere, contenant en
moyenne 28 particules/L de PA et de Poly(ester-amide), soulignant ainsi la présence
répandue de ces particules dans une grande variété de boissons que nous consommons
(Shruti et al., 2020).

Via les fruits et légumes : L'étude menée par Oliveri Conti et al. a cherché a évaluer la
présence de microplastiques dans des échantillons de fruits (Oliveri Conti et al., 2020). Les
chercheurs ont prélevé des échantillons de différents types de fruits auprés de marchés
locaux et de supermarchés. Les résultats de I'étude ont révélé que 41 % des échantillons
de fruits analysés étaient contaminés par des microplastiques. Les microplastiques détectés
étaient principalement sous forme de fibres et de fragments. Les types de fruits les plus
fréguemment contaminés étaient les agrumes, les baies et les fruits a noyau tels que les
péches et les prunes allant jusqu’a 223 000 particules/g de fruits et jusqu’a 97 800
particules/g de légumes (1 a 2.5 um). Ces résultats indiquent que les fruits peuvent étre
contaminés par des microplastiques tout au long de leur cycle de production, de leur récolte
et de leur conditionnement. Les microplastiques peuvent provenir de diverses sources,

notamment I'environnement, I'emballage et les pratiques agricoles.

Via, au final, la majorité des denrées alimentaires : L'utilisation répandue du PE dans les
emballages alimentaires, en raison de ses propriétés de préservation et de manipulation
aisée pendant le transport et le stockage des aliments, entraine une migration du PE depuis
les emballages vers les produits alimentaires. Cette migration peut se produire en raison de

divers facteurs tels que la perméabilité du matériau d'emballage, l'interaction chimique entre
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le PE et les composants alimentaires, ainsi que les conditions de stockage et de traitement
(Katsara et al., 2021). D’autres études ont montré que les microplastiques étaient présents
dans 81 % des échantillons de sel de mer analysés, suggérant une contamination par les
eaux marines polluées par les plastiques. De plus, une analyse menée par Lee et al., a
montré des microplastiques dans 100 % des échantillons de sel analysés provenant de
différentes régions du monde, montrant ainsi une contamination généralisée de cet
ingrédient commun (98 a 2395 microplastiques/Kg principalement du PP, du PE et du PET
d’une taille comprise entre 63 et 251 um) (H.-J. Lee et al., 2021).

En raison de la contamination généralisée de l'environnement et des aliments, il est
inévitable que 'Homme soit exposé aux microplastiques. Une étude récente a calculé que
les taux médians d'absorption de microplastiques étaient de 553 particules par jour par
personne pour les enfants et de 883 particules par jour par personne pour les adultes. Cette
absorption peut entrainer une accumulation irréversible allant jusqu'a 8,32 x 102 particules
par personne pour les enfants jusqu'a I'age de 18 ans, et jusqu'a 5,01 x 10* particules par
personne pour les adultes jusqu'a I'age de 70 ans, dans les tissus corporels pour les
particules de 1 a 10 um (Mohamed Nor et al., 2021). L'étude menée par Senathirajah et al.
en 2021 a révélé que les étres humains ingéreraient en moyenne entre 0,1 et 5 grammes
de plastique par semaine. Cette estimation a été obtenue grace a une analyse approfondie
prenant en compte différents parametres, tels que les caractéristiques des microplastiques
et les habitudes de vie de chaque individu (Senathirajah et al., 2021). Méme si d'autres
études montrent une ingestion de microplastiques du méme ordre de grandeur, comprise
entre 398 a 431 g/an (Bai et al., 2022), des doutes subsistent quant aux quantités réelles
de microplastiques ingérées par I'Homme. C'est ce que tente de démontrer I'étude de
Mohamed Nor et al., reprise par Pletz, qui suggere une ingestion bien moindre, avec une

moyenne de 4,1 pug/semaine pour un adulte (Mohamed Nor et al., 2021; Pletz, 2022).

Une étude supplémentaire portant sur l'analyse des microplastiques dans trois échantillons
de méconium, six échantillons de selles infantiles et dix échantillons de selles d'adultes a
conclu que les concentrations de microplastiques étaient significativement plus élevées
dans les selles des enfants que dans celles des adultes (PET et PC entre 110 et 12000 ng/g
chez le bébé, PET 5700 a 82 000 ng/g et PC 49 a 2100 ng/g chez I'enfant et chez I'adulte
<16000 ng/g) (N. Zhang et al., 2021). D'autres études ont également montré la détection
de divers types de microplastiques dans les selles d'adultes (en moyenne 20
microplastiques/10 g contenant du PP, du PET, du PS et du PE de 20 a 800 um) (Schwabl
et al., 2019; Lugman et al., 2021; Wibowo et al., 2021).
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Il convient de souligner que les microplastiques trouvés dans les selles humaines sont
présents dans une large gamme de tailles, allant de 20 a 800 um. Cela indique que les
particules de PE peuvent étre ingérées et se déposer dans le tractus intestinal pouvant
potentiellement interagir avec les cellules intestinales. De plus, des études récentes ont
également révélé la présence de microplastiques de PE dans des échantillons de placenta
et de méconium humains. Le placenta est un organe crucial qui nourrit et protége le foetus
pendant la grossesse, tandis que le méconium est la premiere selle d'un nouveau-né. La
détection de microplastiques de PE dans ces échantillons suggere que les feetus et les
nouveau-nés peuvent étre exposés aux microplastiques dées la période prénatale. Cela
souleve des préoccupations quant a limpact potentiel des microplastiques sur le

développement et la santé intestinale des les premiers stades de la vie (Braun et al., 2021).

Il est compréhensible que le tube digestif soit I'organe cible des microplastiques en raison
de son role essentiel dans la digestion et lI'absorption des aliments. En tant que premier
point de contact avec les aliments contaminés, l'intestin est exposé aux microplastiques
présents dans notre alimentation. Une étude récente a méme démontré la présence de
microplastiques dans la salive humaine, soulignant le role passif de la bouche en tant que
récepteur de ces particules présentes dans 'air (majoritairement inferieures a 100 um avec
en moyenne 0.33 microplastiques/individu de type PE, PET, PP, PS PVC) (Abbasi & Turner,
2021). De plus, la structure anatomique du tube digestif présente des caractéristiques
favorables a l'interaction entre les microplastiques et les tissus intestinaux. Avec sa surface
interne étendue et ses replis, l'intestin offre une grande superficie propice a I'adhérence et
a l'accumulation des microplastiques. Cette capacité d'interaction a été mise en évidence
par les auteurs d'une étude portant sur la présence de microplastiques dans des
echantillons de colectomie de patients (en moyenne 28.1 particules/g sous forme de
filaments ou de fibres de type PC, PA et PP) (Ibrahim et al., 2021). Ces résultats démontrent
gue les microplastiques ont la capacité de se fixer et de s'accumuler dans les tissus
intestinaux, mettant en évidence l'importance de l'intestin en tant qu'organe cible pour les

microplastiques.

Cependant, plusieurs études ont montré que les microplastiques peuvent également étre
détectés dans d'autres organes du corps humain, ce qui indique leur capacité a se
disséminer a travers le corps. Une étude récente a révélé la présence de microplastiques
dans le foie, mettant en évidence le passage des microplastiques de l'intestin vers cet
organe essentiel de détoxification (en moyenne 4.6 particules/g de taille comprise entre 4

et 30 um de type PS, PVC et PET) (Horvatits et al., 2022). De plus, une étude menée par
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Pironti et al., a démontré qu'une partie des microplastiques était éliminée par les urines
(principalement des microplastiques de PVC, de PP et de PE d’une taille allant de 4 a 15
pum), malgré qu’aucune étude n'ai détecté de microplastiques dans les reins humain jusqu'a
présent (Kutralam-Muniasamy et al., 2023; Pironti et al., 2022). D’autres recherches ont
fourni des preuves convaincantes de la capacité des microplastiques a se propager dans le
systéme sanguin humain. L’étude de Rotchell et al. En 2023 a évalué la contamination par
les microplastiques dans des échantillons de tissu veineux humain, identifiant ainsi 20
particules de forme irréguliere et de différents polymeéres (PVA, résines d’alkyde et du nylon)
avec en moyenne 29.28 microplastiques/g de tissu (Rotchell et al., 2023). Ces résultats
confirment la capacité des microplastiques a étre transportés dans les tissus humains, en
particulier les vaisseaux sanguins. Parallélement, une autre étude menée par Leslie et al.
en 2022 a également confirmé la présence de microplastiques (principalement du PET, du
PE et du PS a une concentration comprise en 2 et 7 pg/ml) dans des échantillons de sang
humain, soulignant ainsi leur capacité a pénétrer dans le systeme circulatoire (H. A. Leslie
et al., 2022). Ces deux études ont aussi mis en évidence la prédominance du polyéthyléne

parmi les microplastiques détectés.

Il est important de noter que l'exposition humaine aux microplastiques ne se limite pas
seulement a l'alimentation. Les microplastiques peuvent également étre présents dans
I'environnement sous forme de particules en suspension pouvant étre inhalés et ingérés par
les individus comme le révéle I'étude de Habibi et al. avec la présence de microplastiques
dans l'air intérieur et extérieur (Habibi et al., 2022). De plus, des recherches ont démontré
la présence de microplastiques dans les tissus pulmonaires (Jenner et al., 2022) et dans
des expectorations chez 'lHomme (S. Huang et al., 2022), mettant ainsi en évidence leur
capacité a pénétrer dans les voies respiratoires de s’y accumuler et pouvant étre éliminé
dans le tube digestif par le processus de clairance mucociliaire (Wanner et al., 1996). De
plus, I'étude de Liu et al. indique que les données sur lingestion de microplastiques
pourraient étre sous-estimées, principalement en raison de l'omission potentielle de
l'ingestion de matieres plastigues présentes dans l'air, notamment par linhalation de

poussiéeres.(K. Liu et al., 2024).

Outre l'exposition par voie respiratoire, I'exposition cutanée est également une voie
d'exposition possible aux microplastiques. Les produits de soins personnels et cosmétiques,
tels que les gommages, les lotions et les maquillages, peuvent contenir des particules de
microplastiques qui entrent en contact avec la peau lors de leur utilisation. Des études ont

confirmé la présence de microplastiques dans ces produits, ce qui souléve des
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préoccupations quant a leur absorption par la peau et leur accumulation dans les tissus

sous-jacents (L. Deng et al., 2022).

3.3.4. Etudes toxicologiques in vivo

Les recherches récentes sur la biodistribution des microplastiques dans l'organisme ont
révélé des découvertes préoccupantes quant a leur capacité de dispersion a travers le
corps. Des études menées sur des modeles in vivo ont démontré que les microplastiques
peuvent se retrouver dans I'ensemble du tractus intestinal, du foie, des reins, des poumons
et méme du cerveau, mettant ainsi en évidence leur potentiel impact sur divers organes
(Choi et al., 2021; Im et al., 2022; Garcia et al., 2023). Toutefois, l'intestin et le foie restent
les principaux organes cibles des microplastiques provenant de I'alimentation. L'étude de la
toxicité des microplastiques est un domaine de recherche émergent, comme en témoigne
'augmentation récente du nombre de publications répertoriées dans PubMed au cours des
vingt derniéres années (figure 8). Les premiéres études explorant la toxicité des
microplastiques chez les animaux ont commencé a émerger dans la littérature scientifique
dans les années 2010, notamment chez les animaux marins que nous consommons,
montrant ainsi leur présence dans la chaine alimentaire marine et humaine. Cependant, ce
n'est qu'a partir de 2016 que des recherches plus approfondies ont commencé a mettre en

évidence les effets nocifs des microplastiques chez les mammiféres et notamment chez la

souris.
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Figure 8 : Evolution du nombre de publications scientifiques référencées dans PubMed sur les
microplastiques (juillet 2023).
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3.34.1. Toxicité au niveau intestinale

L'exposition aux microplastiqgues peut avoir des conséquences néfastes sur la barriere
intestinale, qui joue un réle crucial dans le maintien de l'intégrité de l'intestin et la prévention
du passage de substances indésirables dans I'organisme. Des études ont révélé que les
microplastiqgues ont la capacité de perturber la fonction de la barriere intestinale en

provoquant des altérations tant sur le plan structurel que fonctionnel.

Une étude récente menée sur des souris a démontré les effets néfastes des microplastiques
de PVC sur la paroi intestinale (microplastiques sphériques de 2 um 100 mg/kg par gavage
pendant 60 jours), notamment en réduisant la sécrétion de mucus et en augmentant la
perméabilité intestinale (Chen et al., 2022b). De maniére similaire, une étude menée par Jia
et al., a montré des résultats concordants en exposant les souris a des microplastiques de
PP (microplastiques sphériques de 7 et 70 um aux doses de 0.1, 1 et 10 mg/ml par gavage
pendant 28 jours), entrainant une altération de I'organisation des jonctions serrées entre les
cellules épithéliales, notamment ZO-1 (Zonula occludens-1), Claudinel et occludine,
induisant une augmentation de la perméabilité intestinale avec des effets plus important
pour les PP de 7 um (R. Jia et al., 2023). Cette augmentation de la perméabilité intestinale
peut permettre le passage de substances potentiellement toxiques, telles que des antigenes
alimentaires ou des bactéries, a travers la barriere intestinale, pouvant déclencher une

réponse inflammatoire.

Par ailleurs, il a été reporté que l'exposition aux microplastiques peut induire un stress
oxydant au niveau de l'intestin. Ce stress oxydant se produit lorsque les niveaux de radicaux
libres des especes réactives de I'oxygene impliquées dans les processus d'oxydation,
dépassent la capacité du systéme de défense antioxydant de I'organisme. Des études ont
démontré que les microplastiques de PP peuvent accroitre la production de radicaux libres
et réduire les niveaux d'antioxydants dans les tissus intestinaux, créant ainsi un déséquilibre
entre |'oxydation et I'antioxydation (R. Jia et al., 2023). De maniere similaire, une étude
menee par Xie et al. en 2022 a obtenu des résultats comparables chez la souris exposée
par voie orale a différents types de microplastiques, notamment le PE, le PP, le PS, le PVC
et le PET (microplastiques de forme irréguliére et rugueuse, compris entre 150 et 300 um,
administrés par gavage a la dose de 4 mg par souris et par jour pendant 8 jours.) (Xie et
al., 2022).

L'exposition aux microplastigues a également été associée a une induction de

l'inflammation, généralement en corrélation avec le stress oxydant. Dans une étude menée
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par Li et al. en 2020, il a été démontré qu'une intoxication par des microplastiques de PE
données dans la nourriture (forme sphérigue comprise entre 10 et 150 pum, aux
concentrations de 6, 60 et 600 pg/jour, pendant 5 semaines) entrainait une augmentation
significative des niveaux d’IL-1a et d'IL-6 dans le sang, témoignant d'une réponse
inflammatoire systémique. De plus, cette étude a révélé une inflammation au niveau de
I'intestin gréle, caractérisée par des altérations de la composition cellulaire, notamment une
diminution des lymphocytes T auxiliaires de type 17 (Th17) et des Treg dans la muqueuse
intestinale (B. Li et al., 2020). Une autre étude réalisée par Sun et al. en 2021, a réveélé qu'a
de faibles doses de PE (microplastiques de forme sphérique, compris entre 1 et 10 um
administrés par gavage aux doses de 0.002 et 0.2 pg/g/jour pendant 30 jours.), il y avait une
augmentation des niveaux d’IL-8 et d’IL-10 dans le cblon, soulignant ainsi I'implication de
linflammation dans la réponse intestinale aux microplastiques (H. Sun et al., 2021). Enfin,
il a été montré qu’une exposition aux microplastiques de PS (forme sphérique de 1 pm,
administrée a la dose de 80 pg/kg pc/jour dans I'eau de boisson.) induit une signature
inflammatoire dans les intestins des souris, caractérisée par des marqueurs d'inflammation
tels que HMGB1 oxydé (high mobility group box 1), TGF-B1 (Transforming Growth Factor
Beta 1) et I'activation des lymphocytes T et des cellules NKT (Rawle et al., 2022).

De plus, la présence de fragments de plastiques a été associée a une susceptibilité accrue
a l'inflammation dans certains modeles murins, selon plusieurs études. Par exemple, He et
al. en 2022 ont démontré que les nanoplastiques de PS (forme sphérique de 100 nm,
administrée par injection intrapéritonéale a la dose de 5 et 20 pg/g/jour pendant 2 semaines)
sont capables d'aggraver linflammation induite par le lipopolysaccharide (LPS) et
d'augmenter la perméabilité dans le duodénum des souris en utilisant la voie ROS-NF-
KB/NLRP3 suggérant que la petite taille des fragments de polystyréne peut faciliter leur
pénétration dans les tissus et les barrieres biologiques, augmentant ainsi considérablement
leur potentiel a déclencher des effets toxiques, notamment au niveau intestinal. (He et al.,
2022). Dans une étude supplémentaire menée par Luo et al. en 2022, il a été constaté que
I'exposition aux microplastiques de PS (forme sphérique de 5 pum, administrée aux doses
de 0.5 et 5 pg par souris par gavage pendant 21 jours.) aggravait la colite induite par le
dextran sulfate de sodium (DSS) en altérant la fonction protectrice de la barriére intestinale.
Cette altération se manifestait par une réduction de la sécrétion de mucus et de I'expression
des protéines de jonction serrée (claudine 1 et occludine), ainsi qu'une augmentation de
I'expression de marqueurs associés au stress oxydant (cyclooxygénase 2 COX2) et a
l'inflammation (IL17a et IL22) (T. Luo et al., 2022).
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Enfin, plusieurs études ont montré I'impact des microplastiques sur la flore bactérienne
intestinale. L'étude de Li et al., a notamment mis en évidence les effets de I'ingestion de
microplastique de PE (forme sphérique comprise entre 10 et 150 um, aux concentrations
de 6, 60 et 600 pg/jour, pendant 5 semaines) sur la composition et la fonction de cette flore
(B. Li et al., 2020). Les souris exposées a des concentrations élevées de microplastiques
de PE ont montré une augmentation significative de I'abondance bactérienne et de la
diversité de la flore par rapport au groupe témoin. Ces modifications, telles que la diminution
des Bacteroidetes et I'augmentation des Firmicutes et Melainabacteria, peuvent contribuer
a l'inflammation intestinale et a d'autres troubles associés. Une autre étude menée par Jin
et al. en 2019 a également constaté une altération de la composition microbienne au niveau
du phylum et du genre bactérien suite a l'ingestion de microplastiques de PS (forme
sphérique de 5 pm, administrée a la dose de 1000 pg/L dans I'eau de boisson pendant 6
semaines) (Y. Jin et al., 2019).

Certaines bactéries présentes dans l'intestin produisent des AGCC tels que le butyrate et
l'acide acétique, qui ont des effets anti-inflammatoires et régulent le métabolisme
énergétique. L'exposition aux microplastiques de PVC semble réduire la présence de
bactéries productrices de butyrate, telles que Faecalibacterium, tandis que d'autres
bactéries comme Lachnoclostridium et Alloprevotella voit leur abondance augmenter. Ces
micro-organismes intestinaux sont également impliqués dans la production d'acide acétique
et sont liés a des processus tels que la perméabilité intestinale accrue, l'inflammation et la
production d'acides gras a chaine courte. De plus, le microbiote intestinal contribue a
I'apport en vitamines, et I'exposition aux microplastiques de PVC (forme sphérique de 2 um,
administrée a la dose de 0.5 mg/jour par gavage pendant 60 jours.) semble influencer la
digestion et l'absorption des vitamines chez les souris adultes (Chen et al., 2022b). Ces
découvertes soulignent I'importance de mieux comprendre l'impact du microbiote intestinal

sur I'écosysteme intestinal et I'organisme dans son ensemble.

3.3.4.2. Toxicité au niveau hépatique

Les microplastiques ont été associés a des effets toxiques au niveau hépatique, similaires
a ceux observés au niveau intestinal. Des études ont démontré que ces particules de
plastique peuvent causer des dommages et des altérations au foie chez les animaux,
notamment les souris et les rats. Par exemple, les microplastiques de PVC (forme sphérique
de 5 um, administrée a la dose de 1000 pg/L dans I'eau de boisson pendant 6 semaines)
ont été liés a une augmentation des marqueurs sériques tels que l'aspartate

aminotransferase (AST) et I'alanine aminotransferase (ALT), ainsi qu'a des modifications de
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la structure des hépatocytes et des mitochondries (Chen et al., 2022a) témoignant ainsi
d’'une souffrance hépatique. De plus, les microplastiques de PS (formes sphériques de 0.5
et 5 um, administrées a la dose de 10 mg/L dans I'eau de boisson pendant 3 mois)
perturbent I'équilibre du mécanisme de régulation du stress oxydant en réduisant l'activité
des enzymes antioxydantes telles que SOD (superoxyde dismutase), CAT (catalase) et
GSH (glutathion), et influencent la voie SIRT3/SOD2 qui joue un rdle important dans

I'élimination des ROS qui sont associées aux lésions cellulaires (Zou et al., 2023).

Une autre étude a révélé que les microplastiques de PS (forme sphérique de 1 & 10 pm et
de 50 & 100 um, administrée a la dose de 10 mg/L dans I'eau de boisson pendant 30 jours)
provoquent des lésions fibrotigues au niveau du foie, en activant les macrophages et en
favorisant la formation de piéges extracellulaires de macrophages (macrophage
extracellular traps). Cette activation des macrophages conduit a une réponse inflammatoire
et a une transition épithélio-mésenchymateuse dommageable pour le foie, par
I'intermédiaire de la voie de signalisation ROS/TGF-B/Smad2/3 (S. Wang et al., 2023). De
méme, une exposition aux nanoplastiques de PS (forme sphérique de 500 nm, administrée
aux doses de 5, 25, 50 et 100 mg/kg par gavage pendant 2 semaines) a été associée a une
augmentation importante de marqueurs inflammatoires tels que I'lL-1a, le NF-Kb, le TNFa
et I'lL6 (Choi et al., 2021).

Les microplastigues, notamment ceux en PS (formes sphériques de 0.5 et 50 um,
administrées aux doses de 100 et 1000 pg/L dans l'eau de boisson pendant 5 semaines),
ont aussi été associés a des altérations du métabolisme lipidique du foie. Des études ont
montré que les niveaux de triglycérides (TG) ont diminué dans le foie des souris exposées
a ces microplastiques, accompagnés d'une réduction significative des génes impliqués dans
la synthése des lipides tels que PPARy (Peroxisome Proliferator-activated Receptor
gamma) , Gpat (Glycerol-3-Phosphate Acyltransferase 3), Dgatl et Dgat2 (Diacylglycerol
O-Acyltransferase) (Lu et al., 2018). D'autres études ont quant a elles révélé une réponse
physiologique non unidirectionnelle aux différentes concentrations de microplastiques de
PS (forme sphérique de 5 um, administrée aux doses de 0.001, 0.1, 1 et 10 pg/ml dans I'eau
de boisson pendant 10 semaines). Les souris exposées a des concentrations élevées ont
perdu du poids de maniére significative, tandis que celles exposées a des concentrations
plus faibles ont montré peu de changement, voire une prise de poids. De plus, le
séquencage du transcriptome a révelé une augmentation de la synthese des acides gras
chez les souris exposées aux faibles doses de microplastiques et ayant pris du poids (H.

Huang et al., 2023). Une étude récente menée par Wang et al. en 2022 confirme que les
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microplastiques de PS (forme sphérique de 1 um, administrée aux doses de 100 et 1000
pg/ml dans l'eau de boisson pendant 8 semaines) entrainent une perturbation du
meétabolisme hépatique, se manifestant par une accumulation de lipides et une altération de
la tolérance au glucose. L'analyse lipidomique a révélé des modifications significatives dans
les espéces lipidiques du foie, notamment les acides gras libres et les triacylglycérols. De
plus, les profils transcriptionnels ont mis en évidence une surexpression de génes liés au

meétabolisme lipidique (Q. Wang et al., 2022).

D'autres études ont examiné l'effet des microplastiques dans des conditions de pathologies
chroniques et ont observé une sensibilité accrue a I'exposition aux microplastiques chez ces
souris. L'étude de Zheng et al en 2021, a révélé que les souris souffrant de colite et
exposeées aux microplastiques de PS (forme sphérique de 5 um, administrée a la dose de
500 pg/L dans l'eau de boisson pendant 28 jours.) présentaient une inflammation plus
prononcée, une différenciation accrue des adipocytes et des troubles métaboliques
hépatiques (H. Zheng et al., 2021). De méme, dans une étude menée par Liu et al. en 2022,
il a été constaté que les souris diabétiques exposées aux microplastiques de PS (forme
sphérique de 300 nm, administrée a la dose de 10 mg/kg par gavage pendant 7 jours)
présentaient des lésions hépatigues accentuées, une surexpression de marqueurs
inflammatoires et une amplification des perturbations du métabolisme lipidique chez ces
souris (S. Liu et al., 2022). Enfin, I'étude menée par Okamura et al. en 2023 a révélé que
les souris nourries avec un régime riche en graisses associé a une contamination de 'eau
de boisson par des microplastiques de PS (forme sphérique d’une taille comprise entre 450
et 530 nm, administrée a la dose de 1000 pg/L pendant 4 semaines) ont subi des effets
néfastes sur leur foie. Ces souris ont présenté une augmentation de la glycémie, des
concentrations lipidiques sériques et des scores d'activité de la NAFLD. De plus, I'exposition
aux microplastiques a entrainé des dommages tissulaires hépatiques, des troubles
métaboliques lipidigues anormaux et une augmentation de linflammation hépatique
(Okamura et al., 2023).

3.3.5. Quelques études sur modeéles in vitro humains.

A I'heure actuelle, la littérature scientifique présente peu de données concernant la toxicité
des microplastiques sur les modeles cellulaires humains. Cependant, ces derniéres années,
un nombre croissant d'études ont émergé mettant en évidence leur potentiel toxique chez
I'Homme. Parmi les polymeres étudiés, le polystyréne occupe une place prépondérante.
Ces études se sont principalement focalisées sur l'utilisation de lignées cellulaires

epithéliales humaines, reconnues comme des modeles pertinents pour représenter les
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tissus épithéliaux présents dans divers organes. Par ailleurs, des investigations ont
également été menées sur des cellules immunitaires primaires, jouant un réle crucial dans

la réponse immunitaire et la régulation de multiples fonctions cellulaires.

3.3.5.1.  Sur cellules épithéliales

Au niveau intestinal : Différentes études ont démontré que les cellules épithéliales
intestinales humaines Caco-2 sont capables de capturer les microplastiques de polystyrene
de différentes formes et tailles (forme sphérique de 0.2 et 200 um fonctionnalisés en surface
avec des acides carboxyliques, aux doses de 10 et 100 pg/ml pendant 5 jours) , ce qui
entraine des altérations dans I'expression des genes liés au stress oxydant tels que HMOX1
(Heme Oxygenase 1), CAT et GPX1 (Glutathione Peroxidase 1) (Saenen et al., 2023). De
plus, dans la lignée cellulaire colorectale humaine HRT-18, I'exposition aux microplastiques
de polystyréne (forme sphérique d’une taille comprise entre 4.8 et 5.8 um a la dose de 1
mg/ml pendant 6, 24, 48 heures) a été associée a une augmentation de la cytotoxicité et de
I'excrétion de I'lL-8 (Mattioda et al., 2023). Une étude portant sur des cellules intestinales
humaines normales (CCD-18Co) a également montré que les microplastiques et
nanoplastiques de PS (forme sphérique de 0.5 et 2 um aux doses de 1, 5, 10 et 20 ug/ml
pendant 48h) étaient internalisés par les cellules, induisant des changements métaboliques
caractérisés par un stress oxydant accru, une augmentation de la glycolyse et une
régulation du métabolisme de la glutamine. Ces modifications métaboliques sont similaires
a celles observées lors de I'exposition a l'agent cancérigene azoxyméthane et chez les
cellules cancéreuses du célon HCT15, suggérant ainsi que l'exposition chronique aux
microplastiqgues et nanoplastiques pourrait constituer un facteur de risque de cancer

colorectal chez I'Homme (Bonanomi et al., 2022).

Au niveau hépatique : Des études ont été réalisées sur les cellules épithéliales du
carcinome hépatocellulaire humain (HepG2) pour évaluer les effets des nanoplastiques de
PS. Ces études ont révelé des dommages mitochondriaux, tels qu'une diminution de I'ATP,
une augmentation de la fission mitochondriale et une perte de potentiel de membrane
mitochondriale accrue. De plus, en présence de nanoplastiques de PS (forme sphérique de
20 nm a la dose de 50 pg/ml pendant 24h), une augmentation de I'expression des protéines
caspase 3, caspase 9, cytochrome c et Bax a été observée, tandis que I'expression de la
protéine Bcl-2 a diminué, soulignant le caractére pro-apoptotique de ces nanoplastiques (Y.
Li et al., 2023). Une étude menée par Banerjee et al. en 2022 sur les cellules HepG2 a
également montré des résultats similaires, associant I'exposition aux nanoplastiques de PS
(forme sphérique de 50, 100 et 1000 nm aux doses de 10 et 100 pg/ml pendant 4 et 24h) a
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une inflammation, notamment par I'augmentation de la sécrétion de I'lL-8 (Banerjee et al.,
2022).

D'autres études ont examiné les effets toxiques des microplastiques de PS (forme sphérique
de 0.1 et 1 um a la dose de 1 mg/ml pendant 24h) sur des lignées hépatocytaires non
cancéreuses telles que les HL-7702 ou les LO2, révélant des résultats similaires a ceux
obtenus avec les HepG2 (Shen et al., 2022). Ces études ont également mis en évidence la
relation complexe entre la surcharge de calcium (Ca2+) et la voie de régulation des ROS
apres la stimulation par les microplastiques de PS. Les résultats suggérent que la production
excessive de ROS et la régulation de la signalisation AMPK-PGC-1a contribuent a la
surcharge de Ca2+ (S. Lietal., 2021).

3.3.5.2. Sur cellules immunitaires

Une étude a examiné les effets biologiques de nanoplastiques de différentes tailles de PS
(forme sphérique de 50, 200 et 500 nm a la dose de 100 pg/ml pendant 24 heures) sur trois
types de lignées cellulaires hématopoiétiques humaines différentes : les cellules Raji-B, les
cellules THP-1 et les cellules TK6. Les cellules Raji-B sont des lymphocytes de lymphome
de Burkitt, les cellules THP-1 sont des monocytes/macrophages dérivés de la leucémie
monocytique aigué, et les cellules TK6 sont des lymphoblastes humains. Les résultats ont
réevélé l'absence de toxicité des nanoplastiques de PS dans ces types cellulaires.
Cependant, une importante internalisation des nanoplastiques a été observée dans les
cellules Raji-B et THP-1 par rapport aux cellules TK6. De plus, la quantité de nanoplastiques
capturés était inversement liée a leur taille dans les cellules Raji-B et THP-1. Des effets
dose-dépendants sur le potentiel de membrane mitochondriale ont été observés dans les
cellules Raji-B et THP-1, mais pas dans les cellules TK6. Ces effets étaient présents quelle
gue soit la taille des nanoparticules. En revanche, aucune conclusion claire n'a pu étre tirée
concernant l'induction du stress oxydant. Ainsi, les effets toxiques des nanoplastiques de
PS varient en fonction de la taille, du type de cellule et du critere biologique étudié
(Tavakolpournegari et al., 2023).

De plus, une autre étude a examiné les effets cytotoxiques et génotoxiques des
nanoplastiques de PS sur les lymphocytes périphériques humains (forme sphérique de 50
nm aux doses de 500, 1000 et 2000 pg/ml pendant 48 heures). Les résultats ont mis en
evidence plusieurs conséquences néfastes suite a cette exposition, notamment une activité
hémolytique, une diminution de la viabilité cellulaire, une augmentation des aberrations

chromosomiques et la formation de micronoyaux. Ces résultats indiquent une cytotoxicité,
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des dommages a I'ADN et des instabilités génomiques causés par le stress oxydant induit
par les nanoplastiques de PS. Ainsi, cette étude souligne les effets néfastes de ces
nanoplastiques sur les lymphocytes périphériques humains (Sarma et al., 2022). Par
ailleurs, il convient également de noter que Cobanoglu et al. en 2021 ont observé des effets
similaires avec des microplastiques de PE (forme sphérique d’une taille comprise entre 10
et 45 nm aux doses de 25, 50, 100, 250 et 500 pg/ml pendant 24 heures) (Cobanoglu et
al., 2021).

Enfin, une étude s’est intéressée aux effets toxiques des nanoplastiques de PS (forme
sphérique de 80 nm a la dose de 0.1 mg/ml pendant 24 heures) sur les cellules
souches/progénitrices hématopoiétiques humaines CD34". Les résultats montrent que ces
nanoplastiques réduisent la viabilité cellulaire, endommagent la membrane cellulaire et
inhibent la prolifération et la différenciation des cellules souches/progénitrices
hématopoiétiques. De plus, les nanoplastiques de PS perturbent le métabolisme cellulaire,

en particulier la voie métabolique du cycle de l'acide citrique (Guo et al., 2023).

Ces études soulignent les impacts néfastes des nanoplastiques et des microplastiques sur
divers types de cellules, notamment les hépatocytes, les cellules épithéliales intestinales et
les lymphocytes périphériques. Les mécanismes sous-jacents comprennent des altérations
mitochondriales, une régulation déséquilibrée des protéines impliquées dans l'apoptose,
des réponses inflammatoires, des perturbations métaboliques. Il est donc crucial de mieux
comprendre ces effets toxiqgues pour développer des stratégies de prévention et
d'atténuation des risques associés a la contamination par les nanoplastiques et les

microplastigues dans I'environnement et la santé humaine.

3.3.5.3. Sur le microbiote intestinal

Le microbiote intestinal, jouant un réle clé dans I'équilibre intestinal, subit également
I'influence des microplastiques. Plusieurs études ont révélé que les animaux exposés a ces
particules présentaient des déséquilibres dans leur flore bactérienne, caractérisés
notamment par une diminution des bactéries bénéfiques au profit de bactéries connues pour
leur caractéere pro-inflammatoire. Une question émerge : les microplastiques induisent-ils
directement ces modifications bactériennes ou en sont-ils la conséquence secondaire ?
Malgré cela, peu d'études se sont jusqu'a présent penchées sur l'impact direct de ces

microplastiques sur le microbiote intestinal humain.
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Une premiére étude a démontré l'impact direct des microplastiques de PE (forme sphérique
d’une taille comprise entre 30 et 140 um a la dose de 1000 mg/L pendant 48 heures) sur le
microbiote intestinal humain en utilisant un modele de culture a partir de selles de donneurs
sains. Bien que les conditions de culture ne reproduisent pas complétement la physiologie
intestinale, les chercheurs ont remarqué une réduction significative des probiotiques tels
gue Lactobacillus, tandis que des pathogenes opportunistes tels qu'Escherichia ont
proliféré. En outre, les microplastiques de PE ont perturbé les voies métaboliques
bactériennes comme la voie des pentoses phosphates, du métabolisme du fructose et du
mannose, ainsi que de la biosynthése des acides biliaires secondaires. Malgré les limites
de la méthodologie de culture, ces modifications majeures du microbiote intestinal montrent
gue le microbiote humain semble étre directement impacté par les microplastiques de PE
(W. Huang et al., 2021).

Afin de se rapprocher des conditions physiologiques intestinales humaines, des équipes de
recherche ont opté pour des systemes de culture en bioréacteur pour étudier I'impact des
microplastiques sur la flore humaine. Une étude menée par Tamargo et al. sur le modéle
SIMGI (SIMulator Gastro-Intestinal) a dévoilé les effets néfastes des microplastiques de
PET (forme irréguliere de 160 um a la dose d’environ 0.7 g/jour pendant 72 heures) sur le
microbiote coliqgue, engendrant des modifications notables dans la composition et la
diversité des communautés microbiennes. Ces altérations se traduisent par une diminution
des niveaux de Bacteroidetes, qui jouent un réle crucial dans le microbiote intestinal, et une
augmentation des proportions de Firmicutes, Proteobacteria, Desulfobacterota et
Synergistetes, des groupes microbiens souvent liés a des déséquilibres du microbiote et a

des conditions pathologiques (Tamargo et al., 2022).

Dans un modéle innovant intégrant un compartiment luminal, une composante muqueuse
(modele M-ARCOL : Mucosal Atrtificial Colon) et associé a des tests de toxicité sur un
modele in vitro de barriére intestinale (modéle Caco-2/HT29-MTX), les chercheurs ont mis
en évidence que les microplastiques de PE (forme sphérique d’une taille comprise entre 1
et 10 um a la dose de 21 mg/jour pendant 14 jours) favorisent le développement de certains
pathobiontes humains, tels que Desulfovibrionaceae et Enterobacteriaceae, a la fois au
niveau luminal et muqueux, au détriment de bactéries bénéfiques, notamment
Christensenellaceae et Akkermansiaceae, uniquement au niveau muqueux. Ces
modifications de la composition bactérienne n'ont pas entrainé de différence dans la
production de gaz ni de métabolites microbiens et n‘ont pas affecté négativement la barriere

intestinale in vitro (Fournier, Leveque, et al., 2022). Par ailleurs, ces mémes chercheurs ont
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montré gque les microplastiques de PE (forme sphérique d’une taille comprise entre 1 et 10
pum a la dose de 21 mg/jour pendant 14 jours) ont un impact plus marqué sur le microbiote
dit « immature » d'enfants agés entre 20 et 30 mois dans le modéle Toddler mucosal Artificial
Colon (Tm-ARCOL). Les résultats ont mis en évidence une augmentation de la diversité
bactérienne ainsi qu'une présence accrue de bactéries potentiellement nuisibles, telles que
les Dethiosulfovibrionaceae et les Enterobacteriaceae. Ces changements dans la
composition du microbiote étaient associés a une réduction de la production de butyrate, un
acide gras a chaine courte bénéfiqgue pour la santé intestinale. De plus, des altérations
significatives ont été observées dans les profils des composés organiques volatils (Fournier,
Ratel, et al., 2022).

Ces différentes études suggerent que les microplastiques ingérés peuvent avoir un impact
direct sur la composition et les fonctions métaboliques microbiennes, pouvant ainsi entrainer

des effets néfastes sur I'hnoméostasie intestinale chez I'Homme.
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Objectifs de la thése

Au fil des décennies, notre alimentation moderne a subi une évolution considérable, avec
I'introduction de nombreux contaminants qui peuvent avoir des effets néfastes sur notre
santé. Les contaminants alimentaires peuvent provenir de diverses sources, tels que les
résidus de pesticides, les additifs alimentaires, les toxines microbiennes, les métaux lourds
et les polluants environnementaux. Ces substances indésirables peuvent se retrouver dans
nos aliments a différentes étapes de la chaine alimentaire, depuis la production agricole

jusqu'a la transformation, la distribution et la préparation des aliments.

L'augmentation de la présence de contaminants dans notre alimentation est préoccupante,
car elle expose les consommateurs a des risques potentiels pour la santé. Les effets de ces
contaminants peuvent étre variés, allant des troubles gastro-intestinaux, aux maladies

chroniques, en passant par les réactions allergiques et les perturbations hormonales.

L'objectif de cette thése consiste a étudier I'impact des contaminants alimentaires sur
l'intestin et le foie. La thése sera structurée en plusieurs chapitres distincts, abordant
différentes dimensions de cette problématique, et sera présentée sous la forme d'une these

sur articles.

La premiere étude se concentrera sur la mycotoxine déoxynivalénol et son impact sur
l'intestin en condition pathologiques sur des modéles murins. Bien que la réglementation
européenne établisse des teneurs limites de ce contaminant alimentaire, visant a ce que
I'exposition chez ’'Homme ne dépasse pas la DJT de 1 pg/kg pc/jour, 'EFSA a démontré
gue certains consommateurs la dépassent et en particulier les plus jeunes. De plus, des
études toxicologiques chez I'animal suggerent que la DJT établie a partir de la NOAEL de

100 pg/kg pc/jour pourrait étre surestimée.

Nous avons, nous-méme, précédemment identifié que I'exposition au déoxynivalénol a une
dose de 10 pg/kg pc/jour, soit 10 fois inférieure a la NOAEL, était également associée a des
effets delétéres au niveau intestinal. Plus spécifiquement, dans l'intestin gréle, nous avons
observé une modulation de la réponse immunitaire et inflammatoire, caractérisée par une
diminution des cellules dendritiques dans les ganglions mésentériques et une régulation a
la baisse de plusieurs cytokines et chimiokines, dont I'IL13, Ccll et Cxcll. Au niveau du
cblon, nos résultats ont révélé une hyperplasie de la muqueuse associée a une
augmentation de la prolifération et de la différenciation cellulaire, accompagnée d'une
inflammation margquée, notamment par une augmentation de l'activité myéloperoxydase. De
plus, plusieurs études, dont la ndtre, ont souligné l'impact significatif du DON sur le

microbiote intestinal, un élément clé dans le maintien de I'noméostasie.
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Ces observations, conjuguées a un manque d'études sur l'impact du déoxynivalénol dans
des contextes pathologiques, ont motivé la réalisation d'une étude. Dans un premier temps,
I'objectif était d'examiner les effets du DON sur un modele d'inflammation intestinale induite
par l'indométhacine. Dans un second temps, l'attention s'est portée sur le cancer colorectal
associé a la colite induite par I'azoxyméthane et le dextran sulfate de sodium. L'objectif
principal était d'analyser en détail les impacts du déoxynivalénol sur linitiation et la
progression de ce type de cancer, mettant en évidence une potentielle implication de la flore

bactérienne dans I'aggravation des lésions coliques (Article 1).

La deuxiéme étude se concentrera sur l'impact des microplastiques sur la santé digestive,
l'un des contaminants anthropiqgues émergents de ces dernieres années. Une attention
particuliére sera portée sur le polyéthyléne, un polymére fréquemment présent dans notre
alimentation et détecté chez I'Homme, notamment au niveau des selles. A ce jour, des
inquiétudes croissantes concernant la présence généralisée de ce contaminant, associées
a un manque d'études toxicologiques, nous ont conduits a analyser l'impact des

microplastiques de polyéthyléne sur leur premiére cible, la sphere digestive.

En tenant compte des études récentes indiquant que I'Homme pourrait ingérer entre 0.1 et
5 g de microplastiques par semaine, soit une dose journaliere comprise entre 0.2 et 10.2
mg/kg pc/jour, et que la taille des microplastiques retrouvée dans les selles humaines était
comprise entre 20 et 800 um, nous avons exposé des souris a des microplastiques de
polyéthylene de 36 et 116 um a la dose de 16 mg/kg pc/jour, prenant en compte le facteur
d'incertitude toxicologique. Cette étude nous a permis d'évaluer l'impact toxicologique sur
les principales fonctions physiologiques au niveau intestinal (article 2) et hépatique (article
3).

En somme, cette thése vise a approfondir notre compréhension de limpact des
contaminants alimentaires au niveau intestinal et hépatique. L'étude du déoxynivalénol sur
des modeles de pathologie intestinale et de cancer colorectal, ainsi que I'étude des
microplastiques de polyéthyléne sur 'homéostasie intestinale et le foie, en conditions saines
et pathologiques, permettra d'apporter des éclairages importants sur les mécanismes
impliqués et les conséquences sur la santé. Ces résultats contribueront a renforcer les
connaissances en matiere de sécurité sanitaire et a orienter les mesures de prévention et

de gestion des risques liés aux contaminants alimentaires.
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Chapitre 2 : Une contamination alimentaire a faible dose par la
mycotoxine deoxynivalénol exacerbe I’entérite et le cancer

colorectal chez la souris.
|
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Chapitre 2 : Une contamination alimentaire a faible dose par la mycotoxine déoxynivalénol exacerbe I’entérite et le

cancer colorectal chez la souris.

1. Résumé de l’article 1

La mycotoxine déoxynivalénol est un contaminant fréquent des céréales et des produits
céréaliers dans le monde entier. L'exposition au DON peut provoquer une inflammation
gastro-intestinale, perturber la fonction barriere de lintestin et induire une dysbiose
intestinale in vivo dans des conditions basales. Cependant, les effets de 'ingestion du DON
chez les personnes atteintes de maladies gastro-intestinales préexistantes sont peu

connus.

Dans cette étude, des souris ont été exposées par voie orale a des concentrations de DON
de 10 et 100 pg/kg de poids corporel par jour, correspondant a des concentrations de
consommation quotidienne tolérables chez I'Homme de 10 a 100 fois supérieures, ainsi qu'a
I'équivalent de la consommation quotidienne humaine actuelle chez les souris. Les effets
de I'exposition au DON ont été étudiés dans des conditions basales, ainsi que dans des

modéles murins d'entérite et de cancer colorectal.

Apres 8 jours d'exposition au DON, une augmentation des parametres histomorphologiques
et moléculaires de la prolifération épithéliale a été observée chez les souris en conditions
basales, allant du duodénum au célon. Cette méme exposition dans un modéle murin
d'entérite induite par l'indométacine a entrainé une exacerbation du développement des
lésions et l'induction de cytokines iléales. De plus, I'exposition au DON a exacerbé le
développement du cancer colorectal associé a la colite chez les souris, comme en
témoignent les scores endoscopiques et histologiques de la colite, les grades des tumeurs
et I'hyperplasie histologique. Dans le cblon des souris exposées au DON, les génes de
signalisation en amont et en aval de la voie ERK ont été surexprimés, notamment Mapk1,
Mapk3, Map 2k1, Map2k2, qui sont les effecteurs clés de la voie ERK, ainsi que les génes
antiapoptotiques Bcl2 et Bcl2ll. Les effets observés dans le modéele de CCR étaient
associés a des altérations de la composition taxonomique du microbiote caecal et du
meétabolisme du fucose et du rhamnose bactériens. Des corrélations fortes de Spearman
ont été mises en évidence entre I'abondance relative des genres bactériens modifiés et les

variables liées au CCR.

En conclusion, l'ingestion de la mycotoxine DON a des concentrations représentatives de
I'exposition humaine a aggrave le développement de I'entérite induite par I'indométacine et
du cancer colorectal associé a la colite chez les souris. Ces résultats suggerent que méme
a faibles doses, actuellement tolérées dans l'alimentation humaine, le DON pourrait

favoriser le développement de maladies intestinales.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Editor: Lidia Minguez Alarcon Background: The mycotoxin deoxynivalenol (DON) is a frequent contaminant of grain and cereal products

worldwide. Exposure to DON can cause gastrointestinal inflammation, disturb gut barrier function, and induce

Keywords: gut dysbiosis in vivo under basal conditions, but little is known about the effects of DON ingestion in individuals
D°°"Y“i‘_’ale"°' with pre-existing gastrointestinal disease.

EAny' ztzit::ixm Objectives: Mice were orally exposed to 10 and 100 pg/kg bw/day of DON, corresponding to 10 to 100-fold
COlorec:al cancer human tolerable daily intake concentrations, and to the translation in mice of current human daily intake.
Tumorigenesis The effects of DON exposure were explored under steady-state conditions, and in murine models of enteritis and
Microbiota colorectal cancer (CRC).

Results: After 8 days of DON exposure, an increase of histomorphological and molecular parameters of epithelial
proliferation were observed in normal mice, from the duodenum to the colon. The same exposure in a murine
model of indomethacin-induced enteritis led to exacerbation of lesion development and induction of ileal cy-
tokines. DON exposure also worsened the development of colitis-associated CRC in mice as shown by increases in
endoscopic and histological colitis scores, tumor grades, and histological hyperplasia. In colon of DON-exposed
mice, upstream and downstream ERK signaling genes were upregulated including Mapkl, Mapk3, Map 2k1,
Map2k2 core ERK pathway effectors, and Bel2 and Bel2l1 antiapoptotic genes. The effects observed in the CRC
model were associated with alterations in cecal microbiota taxonomic composition and metabolism of bacterial
fucose and rhamnose. Strong Spearman’s correlations were revealed between the relative abundance of the
changed bacterial genera and CRC-related variables.

Discussion: Ingestion of DON mycotoxin at concentrations representative of human real-world exposure worsened
the development of indomethacin-induced enteritis and colitis-associated CRC in mice. Our results suggest that
even at low doses, which are currently tolerated in the human diet, DON could promote the development of
intestinal inflammatory diseases and CRC.

1. Introduction Liao et al., 2018; Yang et al., 2019). Deoxynivalenol (DON) is one of the

most ubiquitous mycotoxins worldwide (Chen et al., 2019). DON is a

Mycotoxins are naturally occurring secondary metabolites produced
by fungi. They cause a variety of adverse health effects for both humans
and livestock, ranging from acute poisoning to long-term effects such as
immune or reproductive deficiencies and cancer (De Ruyck et al., 2015;

type-B trichothecene mycotoxin, mainly produced by Fusarium grami-
nearum, Fusarium culmorum, and Fusarium crookwellense (Woelflingseder
etal., 2019). Fusarium species infect cereal grains such as wheat, maize,
barley, and oats. Since DON is only partially destroyed by high
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temperature during processing, it is detected in feeds (Kamle et al.,
2022; Zhao et al., 2021) but also in human processed food and beverage
products such as breakfast cereals, bread, pizza, beer, and wine (Wang
et al., 2019).

The gastrointestinal toxicity of DON is attributed to different
mechanisms. The toxicity of DON is partly related to its ability to disrupt
eukaryotic protein synthesis via binding to the peptidyl transferase site
of the ribosome, a process known as the ribotoxic stress response (RSR)
(Hooft and Bureau, 2021). DON binding to ribosomes inhibit protein
translation and activates mitogen-activated protein kinases (MAPKs)
(Pinton et al., 2010; Wang et al., 2018; Zhang et al., 2020). The MAPK
family comprises several subfamilies of signaling proteins including
MAPK3,1 (ERK1,2), MAPK 8,9,10 (JNK 1,2,3), MAPK14,11,12,13
(p38a/p/y/8) (Lavoie et al., 2020), and they are crucial to the pro-
inflammatory gene expression and apoptosis induced by DON (Lee
et al., 2019; Wang et al., 2023; Zhang et al., 2020). Activation of ERK
plays a pivotal role in inducing cell motility, proliferation, differentia-
tion, and survival, whereas p38 is closely related to cell cycle progres-
sion and cell differentiation (Lavoie et al., 2020; Phan et al., 2023). The
excessive oxidative stress (You et al., 2021), mitochondrial dysfunction
(Wang et al., 2021), and ferroptosis induction (Liu et al., 2023) are
pivotal factors of DON gastrointestinal toxicity. The adverse effects
induced in mammals by dietary DON contamination on the intestinal
tract has been the focus of increasing awareness and investigation.
Notably, in mice, low DON concentration (25 pg/kg bw/day for 30 days)
was shown to trigger systemic and duodenal upregulation of 1I-1p
secretion (Tardivel et al., 2015), and a lower dose (10 pg/kg bw/day for
9 months) induced histomorphological and immune impairments of the
intestinal tract and provoked dysbiosis (Vignal et al., 2018). More
recently, dietary DON exposure (8 mg/kg food for 4 weeks) was shown
to exacerbate the development of dextran sodium sulfate (DSS)-induced
colitis in rats which was associated with an increased pro-inflammatory
response in spleen and colon (Payros et al., 2020).

Exposure to DON can disturb gut barrier function and induce gut
dysbiosis and inflammation in healthy individuals, but less is known
about the effects of DON on those with pre-existing gastrointestinal
disease. To better understand the etiology of DON-related health effects,
we profiled molecular and physiological endpoints in murine models of
induced enteritis and colorectal cancer.

2. Material and methods
2.1. Mice and experimental design

Male C57BL/6 mice (aged 7 weeks) were purchased from Janvier
Labs (Le Genest-Saint-Isle, France) and housed under standard condi-
tions. Mice were randomly assigned to experimental groups. Mice
received 0, 10, or 100 pg/kg bw/day of DON (Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, USA) diluted in their drinking water for 8-day treatments or
in food for 90-day treatments (referred to as the control, 10 pg DON, and
100 pg DON groups, respectively).

2.2. Induction and macroscopic e
inflammation induced by indomethacin

of small i

To induce small intestinal injury, 20 mg/kg bw indomethacin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) dissolved in 0.5 % carboxymethyl
cellulose was orally administered to mice (Body-Malapel et al., 2019;
Xiao et al., 2017). 24 h after indomethacin injection, mice were intra-
venously administered with 1 % Evans Blue dye (Sigma-Aldrich) in 0.9
% NaCl to visualize macroscopic lesions, and animals were sacrificed 30
min later. At necropsy, ileum, jejunum, and duodenum were separately
harvested, longitudinally incised, photographed, and then immediately
frozen for future analysis. The number and area of lesions were quan-
tified using Image J software (NIH, USA).
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2.3. Induction and macroscopic e hane (AOM)-DSS

induced colorectal cancer

Of azoxy

Mice were injected i.p. with 10 mg/kg AOM. After 5 days, 1.5 to 3 %
DSS (TdB Labs, Ultuna, Sweden) was added to drinking water for a
period of 5 days, followed by regular drinking water for 2 weeks. This
cycle was repeated 3 times and mice were sacrificed 40 days after the
last DSS cycle. At necropsy, colon tissue was harvested, longitudinally
incised, and photographed. Macroscopically visible tumors were coun-
ted and measured using Image J software.

2.4. Histological analyses of intestinal and colon tissues

Colon, ileum, jejunum, and duodenum samples were fixed in 10 %
buffered formalin for 24 h, processed, and embedded in paraffin wax by
an automatic sample preparation system (LOGOS One, Milestone Med-
ical, Sorisole, Italy). Serial histological sections of 4 ym thickness were
cut, deparaffinized, rehydrated, and stained with May Griinwald-Giemsa
(MGG) for morphometric analysis under a light microscope (DM5500B;
Leica Microsystems, Nanterre, France).

For steady-state experiments, measurements of duodenal, jejunal,
and ileal villus height, crypt depth, and colonic mucosal surface area
were performed using ImageJ software. At least 50 well-oriented mu-
cosa, villi, and crypts were measured in at least 5 individual mice from
each group of the study.

For AOM-DSS-induced colorectal cancer, colitis scores of each
segment were assigned based on the extent and severity of inflamma-
tion, ulceration, and hyperplasia of the mucosa as previously described
(Zaki et al., 2010). Hyperplasia scores were assigned as follows: 0 =
normal (within normal limits); 1 = mild (crypts two to three times
normal thickness, normal epithelium); 2 = moderate (crypts two to
three times normal thickness, hyperchromatic epithelium, reduced
goblet cells, scattered arborization); 3 = severe (crypts more than four
times normal thickness, marked hyperchromasia, few to no goblet cells,
high mitotic index, frequent arborization).

2.5. Assessment of colitis and tumorigenesis using colonoscopy

Colitis progression and tumor development were assessed using a
high-resolution colonoscope (1.9 mm outer diameter; Karl Storz, Tut-
tlingen, Germany) at days 40, 51, 70, and 90. Mice were anesthetized
using isoflurane for the duration of the procedure and closely monitored.
Colitis severity was measured from recorded videos in a blinded fashion
using 5 parameters described by Becker et al. (2005), including thick-
ening of the colon, vasculature pattern, presence of fibrin, granularity of
mucosal surface, and stool consistency. Each parameter was scored in a
blinded fashion from 0 to 3 (with increasing severity) and totaled. Tu-
mors observed from colonoscopy videos were counted, measured, and
categorized into size: low-grade (grade 1 = very small but detectable
tumor); medium-grade (grade 2 = tumor covering up to one-eighth of
the colonic circumference; and grade 3 = tumor covering up to a quarter
of the colonic circumference); and high-grade (grade 4 = tumor covering
up to half of the colonic circumference; and grade 5 = tumor covering
more than half of the colonic circumference).

2.6. Proliferating cell nuclear (PCNA) i histochemistry

&

For antigen unmasking of formalin-fixed samples, sections were
placed in 10 mM sodium citrate buffer (pH 6.0) and incubated in a heat-
induced antigen retrieval chamber for 20 min at 121 °C. After washing,
sections were blocked for 30 min with 5 % bovine serum albumin in PBS,
stained overnight at 4 °C with anti-PCNA antibody (1:50 dilution of
NB600-1331; Novus Biologicals, Centennial, CO, USA), and incubated
with Alexa Fluor 488 or 594 conjugated secondary antibody (1:200
dilution; Invitrogen, Waltham, MA, USA) for 1 h. Sections were coun-
terstained with DAPI (Molecular Probes, Eugene OR, USA). To ensure
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specificity of immunostaining, control sections underwent simultaneous
staining without primary antibody. Quantification of positive PCNA-
stained cells was performed randomly using Image J software. Images
were acquired with a DM5500B microscope equipped with a DFC 310 FX
camera (Leica Microsystems) and mucosal layers were photographed at
a magnification of 40x.

2.7. Gene expression in tissues

Total mRNA from intestinal and colon samples was extracted using a
Nucleospin RNA kit (Macherey-Nagel, Dueren, Germany). Reverse
transcription was performed using a High Capacity cDNA Archive Kit
and quantitative polymerase chain reaction with SYBR Green (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). The primer sequences were designed
using Primer Express 3 (Life Technologies) and are available upon
request. Melting curve analyses were performed for each sample and
gene to confirm the specificity of amplification. Because exposure to
DON did not cause any significant alterations in Polr2a mRNA expres-
sion, the relative expression of each gene of interest was normalized
relative to the expression of this gene. The quantification of the target
gene expression was based on the comparative cycle threshold (Ct)
value. The fold changes in the target genes were analyzed by the 2744
method (Livak and Schmittgen, 2001).

2.8. Bacterial DNA extraction and sequencing

Genomic DNA was extracted from the cecal luminal content using a
DNA stool kit (Macherey-Nagel). The quantity and purity of DNA
(expressed as the ratio of absorbance at 260 nm and 280 nm (A260/
A280)) were assessed using a Nanodrop® spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The sequencing library was
generated by amplifying the V3-V4 region of the bacterial 16S-rRNA
gene using 16S rRNA amplicon generation for MiSeq with the primers
Bact-0341  (CCTACGGGNGGCWGCAG) and Bact-0785 (GAC-
TACHVGGGTATCTAATCC). Individual samples were barcoded, pooled
to construct the sequencing library, and sequenced using a MiSeq in-
strument (Illumina, San Diego, CA, USA) to generate paired-end 2 x 300
bp reads.

2.9. Analysis of sequencing data

Bioinformatic analyses were performed using the QIIME2 pipeline
(version 2020.2) (Bolyen et al., 2019). The Divisive Amplicon Denoising
Algorithm (DADA-2) plug-in in QIIME2 was used to filter, dereplicate,
identify chimeric sequences, and merge paired-end reads to obtain a set
of amplicon sequence variants (ASVs) for each sample (Callahan et al.,
2016). Then representative sequences were selected for each ASV. The
classify-sklearn plug-in in QIIME2, with the Silva database (version
132), was applied to assign a taxonomic annotation to each represen-
tative ASV sequence. In the next step, ASVs identified as eukaryotic
contamination (none), and external contamination identified with the
decontam package (57 ASVs; 3745 reads), were filtered out (Davis et al.,
2018). Diversity metrics (a and p diversity) were obtained with the
QIIME2 core-metrics-phylogenetic plug-in, with p-sampling depth
parameter fixed to 14,616 reads which corresponded to the total fre-
quency that each sample should be rarefied to prior to computing di-
versity metrics. This sampling depth allowed retention of >70 % of reads
and only two samples were discarded. Tests for differential relative
abundance were performed with ANCOM and corncob at the order,
family, and genus levels (Mandal et al., 2015; Martin et al., 2020).

To retrieve functional profiles for the ASV data, sequences and
abundance tables were used as inputs for Phylogenetic Investigation of
Communities by Reconstruction of Unobserved States 2 (PICRUSt2)
software analysis (Douglas et al., 2020). The differentially abundant
Metacyc pathways were identified using ALDEx2 (Fernandes et al.,
2014). ALDEx2 outputs the effect size which indicates the direction and
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volume of change of the centered log ratios. In our study, a positive sign
indicated that the feature was more abundant in the 100 pg DON group
whereas a negative sign indicated greater abundance in the control

group.
2.10. Measurement of luminal fucose and rhamnose content

Stool samples were solubilized in PBS with 0.05 % Tween® 20 and
centrifuged for 10 min at 10,000g. Soluble fractions were freeze-dried
and then methanolysis (MeOH with 0.5 N HCI) was performed at
80 °C for 18 h. A dot of silver carbonate (Sigma-Aldrich) was added with
acetic anhydride (Sigma-Aldrich) overnight. The methanolic phase was
washed with heptane. Finally, derivatization was performed using a
99:1 mixture of BSTFA-TMCS and pyridine (Sigma-Aldrich). The
resulting monosaccharides were analyzed by gas chromatography/mass
spectrometry (GC/MS) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
using a SOLGEL-1MS column (30 m x 0.25 mm i.d.; SGE Analytical
Science, Trajan Scientific and Medical, Morrisville, NC, USA). The
temperature of the column increased from 120 °C to 240 °C at a rate of
2 °C per min and a terminal level during 10 min. Myo-inositol (Sigma-
Aldrich) was used as an internal standard.

2.11. Measurement of luminal fucosidase activity

Fucosidase activity was assessed in stool samples according to a
previously described protocol (Steimle et al., 2021).

2.12. Statistical analyses

Data are presented as the mean + standard error of the mean.
Comparisons between different treatment groups were performed using
the nonparametric Mann-Whitney U test. Spearman’s correlation and
other statistical analyses were performed using Prism 8 software
(GraphPad, San Diego, CA, USA). Sequencing data was analyzed using
the Wilcoxon Rank Sum test, with Benjamini-Hochberg correction for
multiple testing. Statistical significance was defined as p < 0.05.

3. Results

3.1. Short-term exposure to low DON concentration induces epithelial
proliferation in colon and small intestine

To assess the effects of short exposure to DON on intestinal homeo-
stasis, mice were exposed to DON for 8 days. Mucosal surface area was
significantly increased in the 100 pg DON group compared to control
mice (Fig. 1A and B). To confirm alterations in epithelial proliferation,
PCNA expression was assessed in colon sections (Fig. 1C). A significant
enhancement of PCNA staining in the 100 pg DON group compared with
control mice was observed (Fig. 1D). Neither mucosal surface area nor
PCNA staining were significantly different in the 10 pg DON group
relative to controls.

For analysis of the small intestine, villi and crypts were measured. In
duodenum, jejunum, and ileum, the size of villi did not vary in mice
exposed to DON compared with control mice (Fig. 1E). However, crypt
size was higher in DON-exposed mice in the three intestinal tissues
(Fig. 1F). Oral exposure at both dosages consistently decreased the villi/
crypt ratio in duodenum, jejunum, and ileum (Fig. 1G). A significant
enhancement of PCNA staining was observed in the ileum, jejunum, and
duodenum of DON-exposed mice at both dosages (Fig. 1H-I). In sum-
mary, after 8 days of DON ingestion epithelial proliferation was
enhanced in colon in the 100 pg DON group and in small intestine in
both treatment groups.
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Fig. 1. Effect of 8-day deoxynivalenol (DON) exposure on colon and small intestine histomorphology and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) expression (0, 10,
and 100 pg DON/kg bw/day groups; n = 10 per group). (A-B) Histomorphological assessment of May Griinwald-Giemsa (MGG)-stained colon sections including (A)
representative images, and (B) quantification of mucosal area. (C) PCNA immunostaining of colon sections (red). (D) Quantification of PCNA-positive cells. (E-G)
Histomorphological assessment of May Griinwald-Giemsa-stained ileum, jejunum, and duodenum sections including (E) villus length, (F) crypt depth, and (G) villus/
crypt ratio. (H-I) PCNA immunostaining of small intestine sections (green) including (H) quantification of PCNA positive cells, and (I) representative images. Data are
from two independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005, and ****p < 0.001 compared to the DON 0 group as determined by the Mann-Whitney

U test.

3.2. Short-term exposure to low DON concentration exacerbates
indomethacin-induced enteritis

To investigate whether DON exposure intensifies small intestine
inflammation, the effect of 8-day DON exposure on the severity of
indomethacin-induced enteropathy was examined (Fig. 2A). Enteritis
was induced by oral gavage with indomethacin and monitored 24 h
later. Ulcerative lesions were observed, particularly in the ileum and
jejunum, and these lesions were more extended in mice exposed to DON
compared to control mice (Fig. 2B-C). DON oral administration induced
gene expression of inflammatory cytokines in small intestine of mice,
with significant increases of Tnfa, I11p and Ifny levels in ileum of mice of
both DON treatment groups (Fig. 2D-F). Therefore, DON exposure
enhanced enteritis in this experimental model of indomethacin-induced
enteritis.

3.3. Chronic DON exposure exacerbates AOM-DSS-induced colorectal
carcinogenesis

The impact of DON exposure on colitis-associated carcinogenesis was
investigated. In the first set of experiments, wild-type mice were treated
with AOM, 1 cycle of 1.5 % DSS then 2 cycles of 2.5 % DSS, and

concomitantly exposed to DON at 10 and 100 pg/kg bw/day for 90 days
(Fig. 3A). The development of colitis was monitored by colonoscopy.
Mice in the 100 pg DON group had significantly increased colitis scores
on days 40, 51, 70, and 90 compared to controls (Fig. 3B). At the
culmination of the experiment on day 90, all parameters for colitis
assessment were significantly elevated, resulting in a considerable in-
crease in the colitis score for the 100 pg DON group compared to con-
trols (Fig. 3C-E). The total colitis histological score was significantly
greater in mice exposed to both dosages of DON compared to untreated
mice.

The effect of DON exposure on colorectal cancer development was
also investigated. The total number of tumors rose over time without
significant variations between the experimental groups (Fig. 4A).
However, after 90 days of exposure, a decrease in low-grade tumors
numbers and significant increase in medium- and high-grade tumors
numbers was found for mice in the 100 pg DON group compared to
control mice, and a dose-dependent effect was observed (Fig. 4B-C).

The second chronic study involved a more severe induction of
colorectal cancer (3 % DSS, Fig. 5A-C). The number of colon tumors at
day 90 was significantly increased in DON-intoxicated mice compared to
control mice (Fig. 5B). Although the number of tumors <1 mm did not
vary between the control and treatment groups, there was an increase of
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Fig. 2. Effect of 8-day deoxynivalenol (DON) exposure on indomethacin-induced enteritis (0, 10, and 100 pg DON/kg bw/day groups; n = 10 per group). (A)
Experimental design. (B) Representative images of intestinal lesions. (C) Quantification of lesion area/tissue area ratio. (D-F) Quantification of intestinal mRNA
levels of (D) Tnfa, (E) 111 and (F) Ifny. Data are from two independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.005 compared to the DON 0 group as
determined by the Mann-Whitney U test.
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Fig. 3. Effects of chronic exposure to deoxynivalenol (DON) in the development of colitis in the azoxymethane/dextran sodium sulfate-induced model of colorectal
cancer (0, 10, and 100 pg DON/kg bw/day groups; n = 10 per group). (A) Experimental design. (B) Follow-up endoscopic scoring of colitis intensity including
endoscopic scores and their representative video captures. (C) Detailed endoscopic colitis scores at the experimental endpoint. (D-E) Histological assessment of colitis
including (D) representative May Griinwald-Giemsa-stained colon sections, and (E) the colitis histological score. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.005 compared
to the DON 0 group as determined by the Mann-Whitney U test.
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tumors >1 mm in mice exposed to DON (Fig. 5C). At the histological
level, severity of hyperplasia was significantly higher in colon of the 100
ug DON group compared to control mice (Fig. 5D-E). In a dose-
dependent manner, DON exposure was associated with an increase of
mice with high-grade dysplasia and a decrease of mice with low-grade or
no dysplasia (Fig. 5F). These results show that ingestion of DON at 100
ng/kg bw/day worsened intensity of colitis and tumorigenesis in this
murine model of AOM-DSS-induced colorectal cancer.

Activation of ERK signaling pathway has been demonstrated as
mediating the effects of DON (Pinton et al., 2010; Wang et al., 2018;
Zhang et al., 2020). Therefore, we assessed whether the ERK signaling
genes were modulated by DON exposure in the model of AOM-DSS-
induced colorectal cancer (Suppl Fig. 1). The level of genes encoding
ERK2 and ERK1, Mapkl and Mapk3 respectively, were significantly
higher in both CRC groups exposed to DON compared to control CRC
group. DON exposure significantly upregulated upstream genes, the
dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1 and 2
(Map2k1 and Map2k2), encoding MEK1 and MEK2 respectively. MAP-
interacting kinase 1 and 2 (Mknk1 and Mknk2) transcripts were both
enhanced in the 100 pg DON group, Mknk2 was also higher in the 10 pg
DON group. Among the ERK target genes involved in cell proliferation,
in accordance with an increased cell proliferation, ETS domain-
containing protein Elk-1 (Elk1) and ETS domain-containing transcrip-
tion factor ERF (Erf) showed respectively an upregulation and down-
regulation trend, and transcriptional regulator ERG (Erg) and ETS
translocation variant 1 (Etvl) were upregulated in DON-exposed CRC
groups. DON exposure enhanced the relative expression of Apoptosis
regulator Bcl-2 (Bcl2) and Bcl-2-like protein 1 (Bcl211) antiapoptotic
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factors. The RNA polymerase I-specific transcription initiation factor
(Rrn3) and the regulatory-associated protein of mTOR (Rptor) genes,
involved in ERK regulation of cell growth, were upregulated in DON-
exposed CRC groups compared to control CRC group. These results
suggest that ERK signaling pathway could participate to DON dysregu-
lation of cell proliferation and survival in the AOM-DSS colorectal
cancer model.

3.4. DON effects on the gut microbiome

16S rRNA gene-based analysis was used to profile bacterial micro-
biota in mouse cecal content (Fig. 6). For the 4 a-diversity indices tested,
biodiversity was significantly higher in colorectal cancer (CRC) mice
exposed to DON compared to control CRC mice (Fig. 6A). In addition to
a-diversity, the unweighted Unifrac distance and Bray-Curtis dissimi-
larity matrix were analyzed to compare similarities among gut microbial
communities (p-diversity; Fig. 6B). A significant clustering was found in
the principal coordinate analysis plots of these two indices showing that
DON treatment at both dosages altered bacterial community structure.

ANCOM (Fig. 6) and corncob (Suppl Figs. 2-4) algorithms were used
to investigate relative differences in taxonomic abundance between the
three study groups. ANCOM incorporates the compositionality of
microbiome data, has a low-false-positive rate, and allows covariate
adjustment. Results show the differential abundance of taxa in DON-
exposed CRC mice compared to control CRC mice. The order Anaero-
plasmatales was less abundant in the 10 pg DON group (Fig. 6C). The
order Campylobacterales was enriched in mice in both DON treatment
groups. At the family level, Anaeroplasmataceae was found to be less

A B Unweighted unifrac Bray curtis
Evennes Faith-pd Shannon Simpson — o
088 “ e 2 o 70 e e 100 O
. 038
040 2 65
1 G0 . L T
Zors in - Boss
[+ . < @ 8032
070 1 65 .
T
3 .55; T3 \0: T \"; T ».@' it iy 4
$ & § & & & § & B oon o [ conto [ oow 100
c B _
7
“ 800 “© & 10 00
H H . § - H 2 ] »
i o i i i o
gze ém g 0 g * § i gm
i i i ie L :
| - | I é |-
. 2 8
o o o 3 0
CRERCIR ORI s & ¢ O OO CHERC Y
&y &y $ S F& $d
E
group UcG-002 P Fournierella Dubosiella
Lo 20 s . “© 500 A 1600
é . ! : ! ! § !
Em Em Ea E” ) ¥ T
2 L < < < <
2 £ E] ] 2 2
E i § = e i, gm § o
: g g g : g £
o 0 o T T T &
OO ORI U CRRO ORI ORI Y
) g $ & $ &y i $&

Fig. 6. Effects of deoxynivalenol (DON) exposure on cecal content microbiome of mice with colorectal cancer (0, 10, and 100 pg DON/kg bw/day groups; n = 10 per
group). (A) Alpha-diversity of microbial taxa. Box-plots represent a-diversity metrics: Pielou’s evenness, Faith's phylogenetic diversity, Shannon’s index, and
Simpson’s index. **p < 0.01, ***p < 0.005, and ****p < 0.001 compared to the DON 0 group as determined by the Kruskal-Wallis pairwise test. (B) Principal
coordinate analysis plots representing the p-diversity for unweighted Unifrac distance and Bray-Curtis dissimilarity. Red dots = DON 0, blue dots = DON 10, and
orange dots = DON 100 groups. (C) Differential abundance of significantly changed bacterial orders. (D) Differential abundance of significantly changed bacterial
families. (E) Differential abundance of significantly changed bacterial genera. For (C-E), * indicates bacteria which reject the null hypothesis >95 % with ANCOM.
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abundant in the 10 pg DON group; Peptococcaceae and Defluviitaleaceae
were more abundant in the 100 pg DON group (Fig. 6D); and Heli-
cobacteraceae was significantly enriched in mice from both DON treat-
ment groups. At the genus level, the Eubacterium ruminantium group,
Coriobacteriaceae UCG-002, and Papillibacter were found to be more
abundant in the 10 pg DON group, and Anaeroplasma was less abundant
in the 100 pg DON group (Fig. 6E). Most notably, the relative abundance
of Fournierella and Dubosiella genera were respectively higher and lower
after exposure tol0 and 100 pg/kg bw/day of DON. The two latter
genera, as well as all the orders and families detected as significantly
different with ANCOM, were also verified with corncob.

3.5. Functional gene analysis

The bioinformatic software package PICRUSt2 was used to predict
the MetaCyc pathways of microbiota and the significantly changed
MetaCyc pathways are shown in Fig. 7A. Six pathways were enriched in
the control CRC group compared with the 100 pg DON group, including
the superpathway of methanogenesis from acetate (METH-ACETATE-
PWY; effect size —1.8; p = 0.02) and two pathways related to toluene
degradation (PWY-5182 and PWY-5180; effect size —1.1; p = 0.01 for
both). Twelve Metacyc pathways were identified as enriched in DON-
exposed mice. Among them, three were related to fucose and rham-
nose degradation (FUC-RHAMCAT-PWY, RHAMCAT-PWY, and
FUCCAT-PWY; effect sizes 3, 2.6, and 2.3 respectively; p = 0.001). The
pathway with highest enrichment, the superpathway of fucose and
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rhamnose degradation enzymes (FUC-RHAMCAT-PWH), was three-fold
more abundant in the 100 pg DON group compared with the control CRC
group (p < 0.001; Suppl Fig. 5A).

Most of the functional genes of the superpathway of fucose and
rhamnose degradation enzymes were much more abundant in DON-
exposed microbiota (Fig. 7B). Genes encoding three out of the 4 en-
zymes involved in the transformation of f- L-fucose to (S)-lactaldehyde,
namely 1-fucose mutarotase (FucU), 1-fucose isomerase (Fucl), and 1-
fuculokinase (Fuck), were underrepresented; and L-fuculose-phosphate
aldolase (FucA) did not vary. DON exposure also increased the relative
abundance of all genes associated with the transformation of o-L-
rhamnopyranose to (S)-lactaldehyde, including 1-rhamnose mutarotase
(RhaM), r-rhamnose isomerase (RhaA), rhamnulokinase (RhaB) and
rhamnulose-1-phosphate aldolase (RhaD). Suppl Fig. 5B shows the
bacterial genera which were significantly associated with the relative
abundance of FUC-RHAMCAT-PWH. Twenty-five genera were positively
associated with FUC-RHAMCAT-PWH, with Ruminococcus UCG-014
presenting the highest positive correlation level (Spearman rho 0.8872;
95 % CI 0.7184 to 0.9574; p < 0.0001). Eleven genera were negatively
associated, with Ruminiclostridium presenting the highest negative cor-
relation (Spearman rho —0.8018; 95 % CI 0.9229 to —0.5364; p <
0.0001).

3.6. Effect of DON on microbiota fucose and rhamnose metabolism

To further explore the increased fucose and rhamnose degradation
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Fig. 7. Effects of deoxynivalenol (DON) exposure on microbiota fucose and rhamnose metabolism in mice with colorectal cancer. (A-B) Predicted Metacyc pathways
in mice with colorectal cancer unexposed or exposed to deoxynivalenol (DON) (100 pg/kg bw/day). (A) Differential abundance of significantly changed Metacyc
pathways. p < 0.01 as determined by the Wilcoxon test. (B) Relative abundance of genes constituting the superpathway of fucose and rhamnose degradation en-
zymes. (C) Fucose and rhamnose levels within stool. (D) Stool fucosidase activity. (E) Relative abundance of genes involved in eukaryotic fucose incorporation (Gmd
and Fcl) and. in fucose and rhamnose biosynthesis (RmlA, RmIB, Rmd, RmIC, RmID). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005, and ****p < 0.001 compared to the

control group as determined by the Mann-Whitney U test.
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induced in microbiota by DON exposure, we quantified fucose and
rhamnose content in mouse stool by GC/MS (Fig. 7C). The levels of
luminal fucose and rhamnose were significantly higher in DON-exposed
CRC mice than in the control CRC mice. Microbiota fucosidase activity
was measured to determine whether this was causing an increase in
these sugars. Luminal fucosidase activities were similar between DON-
exposed CRC mice and control CRC mice (Fig. 7D).

Next, genes associated with the incorporation of fucose into
eukaryotic glycoproteins, glycolipids, and bacterial polysaccharides,
specifically GDP-mannose 4,6-dehydratase Gmd and GDP-L-fucose
synthetase Fcl were assayed and found to be unmodified by DON
exposure (Fig. 7E) (Coyne et al., 2005). Two genes involved in the
common first steps of fucose and rhamnose biosynthesis, glucose-1-
phosphate thymidylyltransferase RmlA and dTDP-glucose 4,6-dehydra-
tase RmlIB, had higher expression in DON-exposed CRC mice relative
to control CRC mice. Genes involved in fucose biosynthesis, such as
dTDP-4-dehydro-6-deoxyglucose reductase Fed and dTDP-fucopyranose
mutase Fcf2, were not found in the PICRUSt2 data. But genes associated
with rhamnose biosynthesis were more abundant in DON-exposed mice.
Indeed, GDP-4-dehydro-6-deoxy-p-mannose reductase Rmd involved
with biosynthesis of GDP-D-Rhamnose, as well as dTDP-4-
dehydrorhamnose 3,5-epimerase RmIC and dTDP-4-dehydrorhamnose
reductase RmlD, involved with biosynthesis of dTDP-L-Rhamnose,
were overrepresented in microbiota of DON-exposed CRC mice. Over-
all, the increased levels of luminal fucose and rhamnose and the over-
representation of genes associated with both degradation and
biosynthesis of these sugars show that chronic DON exposure led to
worse outcomes in an AOM-DSS-induced colorectal cancer model which
was associated with altered microbiotic fucose and rhamnose
metabolism.
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3.7. Correlation between gut microbiota and colorectal cancer markers

To further analyze the relationship between gut microbiota and
colorectal cancer development, the correlations between the changed
gut microbiota and measured AOM-DSS colorectal cancer variables were
explored by Spearman’s correlation analysis and presented by a heat-
map (Fig. 8). The results from the order-level analysis showed that the
change in abundance of Anaeroplasmatales was negatively correlated
with the mRNA levels of a majority of ERK signaling genes. The abun-
dance of Campylobacterales was inversely positively correlated with ERK
signaling genes, as well as with histological colitis parameters. The re-
sults revealed strong negative correlations between the abundance of
Anaeroplasmataceae family and most of ERK signaling genes. There were
similar correlations for the Peptococcaceae family, which was also
negatively associated with several parameters of colon inflammation.
The two other families, Defluvitaleaceae and Helicobacteraceae, were
positively associated with ERK signaling gene levels. Moreover, both
families showed positive correlations with colitis parameters, and
Defluvitaleaceae abundance was positively associated with medium and
high tumor count and hyperplasia score. Four bacterial genera were
positively correlated with several ERK signaling gene levels, Eubacterium
ruminatium group, Coriobacteriaceae UCG-002 group, Papillibacter, and
Fournierella. These last two genera were also positively correlated with
several inflammation parameters. In addition, Eubacterium ruminantium
group abundance was positively correlated with three tumorigenesis
parameters. The results also revealed significant negative correlations
between the Anaeroplasma and Dubosiella genera and ERK signaling gene
expression. Most importantly, these analyses showed strong negative
correlations between Dubosiella abundance and a majority of colitis and
tumorigenesis parameters. Furthermore, Mapkl, Mapk3, Map2kl,
Map2k2, Bel2 and Bel2l1 transcript levels were significantly correlated
with 11/12 bacterial strain abundance, showing a close relationship
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between gut microbiota variation and ERK signaling in DON-induced
worsening of colorectal cancer.

4. Discussion

In this study, we explored the impact of DON exposure in murine
models at doses relevant to human exposure. For deoxynivalenol, JECFA
(joint FAO/WHO expert committee on food additives) set the tolerable
daily intake at 1 pg/kg bw/day (Knutsen et al., 2017). The translation
from humans to animals using the body surface area normalization
method gives the dose of 12 pg/kg bw/day (Reagan-Shaw et al., 2008).
Besides, in the assessment of DON exposure by EFSA CONTAM panel
(European Food Safety Authority panel on Contaminants in the Food
Chain) performed across 39 different dietary surveys and all age groups,
the 95th percentile acute exposure ranged from 0.7 to 6.7 pg/kg bw/
day. Their translation to mouse gives doses of 8.6 to 83 pg/kg bw/day.
Therefore, we selected 10 and 100 pg/kg bw/day as representative doses
of realistic human exposure. These concentrations are much lower than
those commonly used in the literature (Grenier and Applegate, 2013),
and allowed us to assess the toxicity of DON closer to human exposure
conditions. At both dosages after 8 days of exposure, a significant in-
crease in intestinal epithelial cell proliferation was observed as evi-
denced by enhanced crypt length and PCNA staining in ileum, jejunum,
and duodenum of mice. A similar increase in intestinal epithelial pro-
liferation has been described in mice jejunum following longer exposure
conditions (9 months) or at a higher concentration (2 mg/kg bw/day)
(Vignal et al., 2018; Zhou et al., 2019). An increase of crypt depth has
been shown in piglet jejunum and duodenum after 10 days exposure at
0.9 mg/kg of feed (Alizadeh et al., 2015) and in pig jejunum after 6
weeks exposure at 12 pg/kg bw/day (Przybylska-Gornowicz et al.,
2015). Data from the literature have described an increase of epithelial
proliferation in protocols with exposure times at least 5 times longer or
with exposure concentrations 9 to 200 times higher. Thus, our assess-
ment of DON toxicity, which is closer to human exposure conditions,
highlights the risks associated with short-term intake of even low levels
of this toxin.

Concerning effects of DON ingestion on the small intestine, short-
term intoxication was found to exacerbate the severity of
indomethacin-induced enteritis. DON ingestion has been shown to
predispose broiler chickens to the development of an infectious model of
enteritis (induced by Clostridium perfringens) (Antonissen et al., 2014).
Moreover, dietary contamination with DON (8 mg/kg of food for 4
weeks) increased the severity of colon injury in a rat model of DSS-
induced colitis (Payros et al., 2020). More recently, a 28-day exposure
to 25 and 50 pg/kg bw/day of DON aggravated colitis in C57BL/6 mice,
which is consistent with our data (Gan et al., 2023). Cumulatively, these
data suggest that DON exposure has the potential to aggravate any pre-
existing inflammatory condition in small intestine, regardless of its
origin. Therefore, the involvement of DON in the development of in-
fectious and food-allergic enteritis, appendicitis, peptic ulcers, and in-
flammatory bowel diseases deserves more investigation.

In addition to inflammatory conditions, here we showed that DON
exposure can also enhance carcinogenesis in vivo in the AOM-DSS-
induced model of colorectal cancer. A deep analysis of cecal micro-
biota diversity, structure, and function was performed to better under-
stand how DON exposure can alter microbial pathways and possibly
affect CRC promotion. The a-diversity metric, which describes the
relative number of bacterial taxa, was greater in DON-exposed mice
compared to controls. Moreover, the p-diversity indices indicated strong
differences in microbiotic composition between the three groups of
mice. This variability was mainly attributable to a small subgroup of
bacterial taxa. The most notable effect was increased relative abundance
of the Campylobacterales order in both DON exposure groups, which
includes the Helicobacteraceae family. Although Helicobacter hepaticus
has been shown to promote AOM-initiated colon tumorigenesis (Nag-
amine et al., 2008), our analysis did not show significant variation of
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this strain.

The results of the Spearman’s correlation analysis globally show
strong correlations between the modified bacteria and the variables
characterizing colorectal cancer, what further argues in favor of an
important role of intestinal microbiota in the protumorigenic effects of
DON. The overabundance of Eubacterium ruminantium group, Cor-
iobacteriaceae UCG-002, Papillibacter and Fournierella, as well as the
underabundance of Anaeroplasma and Dubiosiella may contribute to
DON-induced CRC exacerbation. Particularly, our findings showing
negative correlations between most of the measured variables and the
abundance of Dubosiella suggest that the defect of this strain could be an
important contributing mechanism to the worsening effect of DON in the
AOM-DSS model.

PICRUSt2 analysis showed dysregulation of several microbiotic gene
pathways in mice exposed to DON, including those associated with the
degradation of fucose. These results are consistent with a previous study
which showed a decreasing trend of the relative abundance of the fucose
fraction within intestinal mucin oligosaccharide profiles of broiler
chicken duodenum exposed to a DON-contaminated diet (Antonissen
et al, 2015). In the mammalian gastrointestinal tract, fucose is an
abundant component of glycans that decorate proteins and lipids,
especially on the lumen-facing epithelial surface and in mucosal secre-
tions (Pickard and Chervonsky, 2015). Fucosylated proteins are shed
into the lumen and fucose is liberated and metabolized by diverse gut
microbiota (Bocci and Winzler, 1969). Many symbiotic gut bacteria
species can and do use fucose, and it has been found to be protective in
several disease models, such as on commensal bacteria in cases of in-
testinal pathogen infection (Garber et al., 2021; Pickard et al., 2014).
Fucose can ameliorate intestinal inflammation, as exogenous adminis-
tration of fucose has been shown to inhibit chronic colitis development
in mice (Ke et al., 2020). Furthermore, r-rhamnose and r-fucose can
suppress cancer growth in mice (Tomsik et al., 2011), and host fucosy-
lation deficiency in mice led to colitis and adenocarcinoma (Wang et al.,
2017). Therefore, it can be hypothesized that the dysregulation of fucose
and rhamnose metabolism in DON-exposed mice may be a mechanism
that potentiates colorectal tumorigenesis.

Other potential mechanisms can also participate in the protumori-
genic effect of DON such as increasing the carcinogenic potential of
genotoxins present in the diet or in the microbiota. For example, in the
non-transformed intestinal epithelial cell line IEC-6, DON is not geno-
toxic on its own but aggravates DNA damage induced by a broad spec-
trum of genotoxic agents such as etoposide, cisplatin, and phleomycin
(Garofalo et al., 2022). In addition, dietary contamination with DON
increased intestinal DNA damage in rats colonized with E. coli which
produce colibactin - a polyketide peptide which can alkylate DNA
(Payros et al., 2017).

5. Conclusion

Epithelial cell proliferation was increased in duodenum, jejunum,
ileum, and colon in mice after 8-day exposure to DON at a dose which is
translational to human dietary exposure. DON exposure also led to
exacerbation of indomethacin-induced enteritis intensity and colorectal
carcinogenesis development in murine model systems. The protumori-
genic effect of DON was associated with altered gut microbiota diversity,
composition, and metabolism of fucose and rhamnose.

This study adds to our knowledge of the harmful effects of DON in
the gut and highlights the need to pay particular attention to individuals
with intestinal susceptibility. More studies are required to better char-
acterize the effects of DON ingestion on the development of colorectal
cancer, and to assess the relevance of these effects in humans.
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Fig. S1: Quantification of the effects of deoxynivalenol (DON) on ERK signalling pathway genes in
the azoxymethane/dextran sodium sulfate-induced model of colorectal cancer (0, 10, 100 pg/kg
bw/day groups, n=10 per group) *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005, and ****p < 0.001 compared

to the control group as determined by the Mann-Whitney U test.
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Fig. S2: Differential abundance of significantly changed bacterial orders analyzed with Corncob in

mice with colorectal cancer (0, 10, and 100 ug DON/kg bw/day groups; n=10 per group). * indicates

significantly different at an FDR cutoff of 0.05.
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Fig. S3: Differential abundance of significantly changed bacterial families analyzed with Corncob in
mice with colorectal cancer (0, 10, and 100 ug DON/kg bw/day groups; n=10 per group). * indicates

significantly different at an FDR cutoff of 0.05.
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Fig. S4: Differential abundance of significantly changed bacterial genera analyzed with Corncob in

mice with colorectal cancer (0, 10, and 100 ug DON/kg bw/day groups; n=10 per group). * indicates

significantly different at an FDR cutoff of 0.05.
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Fig. S5: Predicted Metacyc pathways in mice with colorectal cancer unexposed or exposed to

deoxynivalenol (DON) (100 pg/kg bw/day). (A) Relative abundance of the superpathway of fucose

and rhamnose degradation enzymes. (B) Bacterial genera significantly correlated with the

superpathway of fucose and rhamnose degradation enzymes. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005,

and ****p < 0.001 compared to the control group as determined by the Mann-Whitney U test.
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cancer colorectal chez la souris.

3. Conclusion de I'article 1

Une exposition de 8 jours au déoxynivalénol, a une dose équivalente a celle a laquelle les
humains sont exposeés via leur alimentation, a entrainé une augmentation de la prolifération
des cellules épithéliales dans plusieurs parties de l'intestin, notamment le duodénum, le
jéjunum, liléon et le cblon des souris. De plus, le DON a aggravé l'entérite induite par
indométacine et a favorisé le développement du cancer colorectal dans des modeéles
murins. Ces effets protumorigenes du DON étaient associés a des altérations de la diversité,

de la composition et du métabolisme du fucose et du rhamnose dans le microbiote intestinal.

Cette étude améliore notre compréhension des effets néfastes du DON sur l'intestin et
souligne l'importance d'accorder une attention particuliére aux personnes ayant une
susceptibilité intestinale. Des études supplémentaires sont nécessaires pour mieux
caractériser les effets de l'ingestion de DON sur le développement du cancer colorectal et

évaluer leur pertinence chez I'Homme.
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1. Partie 1: L’exposition orale aux microplastiques de polyéthyléne
modifie la morphologie intestinale, la réponse immunitaire et la
composition du microbiote chez la souris.

1.1.Résumé de l’article 2

La présence ubiquitaire et croissante des microplastiques dans tous les compartiments de
I'environnement souléve des préoccupations quant a leurs possibles effets néfastes sur la
santé humaine. L'exposition humaine aux microplastiques se produit principalement par
ingestion. Le polyéthyléne est largement utilisé dans les sacs réutilisables et les emballages
alimentaires, et I'on retrouve sa présence dans I'eau potable et les aliments. Il est également
I'un des principaux polymeres détectés dans les selles humaines. L'objectif de cette étude
était de caractériser les effets de I'exposition intestinale aux microplastiques de PE sur

'homéostasie intestinale.

Pour ce faire, des souris ont été exposées par voie orale pendant 6 semaines a des
microbilles de PE de deux tailles différentes, 36 et 116 um, correspondant a celles
retrouvées dans les selles humaines. Elles ont été administrées soit individuellement, soit
en mélange, a une dose de 16 mg/kg de poids corporel/jour. Les deux tailles de microbilles
de PE ont été détectées dans les selles des souris. Différents parameétres liés aux
principales fonctions intestinales ont été compareés entre les groupes de souris témoins, les
groupes exposés a chaque type de microbille, et les groupes exposés aux deux types de

microbilles simultanément.

Les résultats ont révélé des perturbations intestinales aprés une exposition individuelle a
chaque taille de microbille de PE, et les effets délétéres les plus marqués ont été constatés
chez les souris exposées aux deux types de microbilles. Au niveau histomorphologique, on
a observé une augmentation de la profondeur des cryptes dans tous les tissus intestinaux.
Des variations significatives de l'expression génique lieée aux marqueurs épithéliaux, de
perméabilité et d’inflammation ont été quantifiées. De plus, un recrutement défectueux de
certaines cellules immunitaires intestinales a été observé, depuis la partie proximale de
I'intestin gréle jusqu'au colon. L'analyse métagénomique du microbiote caecal a révélé que
plusieurs taxons bactériens au niveau de l'ordre étaient affectés par I'exposition aux

microplastiques.
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Ces résultats mettent en évidence les altérations significatives des marqueurs intestinaux
cruciaux chez les souris suite a l'ingestion de microbilles de PE, soulignant ainsi la nécessité
d'étudier plus en détail I'impact sur la santé de l'exposition aux microplastiques chez

I'Homme.
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1.2. Article 2
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The ubiquitous and growing presence of microplastics (MPs) in all compartments of the environment raises
concerns about their possible harmful effects on human health. Human exposure to MPs occurs largely through
ingestion. Polyethylene (PE) is widely employed for reusable bags and food packaging and found to be present in
drinking water and food. It is also one of the major polymers detected in human stool. The aim of this study was
to characterize the effects of intestinal exposure to PE MPs on gut homeostasis. Mice were orally exposed for 6
weeks to PE microbeads of 2 different sizes, 36 and 116 pm, that correspond to those found in human stool. They
were administrated either individually or as a mixture at a dose of 100 pg/g of food. Both PE microbead sizes
were detected in mouse stool. Different parameters related to major intestinal functions were compared between
control mice, mice exposed to each type of microbead, or co-exposed to the 2 types of microbeads. Intestinal
disturbances were observed after individual exposure to each size of PE microbead, and the most marked
deleterious effects were found in co-exposed mice. At the histomorphological level, crypt depth was increased
throughout the intestinal tissues. Significant variations of gene expression related to epithelial, permeability, and
inflammatory biomarkers were quantified. Defective recruitment of some intestinal immune cells was observed
from the proximal portion of the small intestine to the colon. Several bacterial taxa at the order level were found
to be affected by exposure to the MPs by metagenomic analysis of cecal microbiota. These results show that
ingestion of PE microbeads induces significant alterations of crucial intestinal markers in mice and underscores
the need to further study the health impact of MP exposure in humans.

Funding sources
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European Regional Development Fund (ERDF), the French State, the
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1. Introduction
Annual global plastic production has continuously risen since the

1960s and has reached about 368 million tons in 2019 (Plastics Europe,
2021). The total amount of plastic resins and fibers manufactured from

1950 through 2015 is 7800 megatons (Geyer et al., 2017). Poor man-
agement in handling of plastic waste has led to a tremendous increase in
environmental dumping and ubiquitous spreading of microplastic (MP)
contamination (Jambeck et al.,, 2015; Rillig et al., 2021). MPs are
defined as small plastic particles less than 5 mm in size. MPs are pur-
posefully manufactured for various applications, such as exfoliants
(microbeads) in personal care products (Wright and Kelly, 2017). This
material, along with plastic microfibers from machine-washed clothing,
is directly released into the environment through municipal effluent
(Wright and Kelly, 2017). MPs present in the environment may also
result from fragmentation of larger plastic debris. MPs are detected in
freshwater sources as well as tap and bottled water (Danopoulos et al.,
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2020). They have also been detected in seafood (fish and shellfish), salt,
beer, honey, sugar, packaged meats, vegetables, and fruits (Hirt and
Body-Malapel, 2020; Kedzierski et al., 2020; Oliveri Conti et al., 2020).

Humans can be exposed to MPs via dermal and inhalational routes,
but the risk of exposure by ingestion is of special concern. No epide-
miological study has established MP exposure as a causative risk factor
for intestinal diseases. However, early experimental studies performed
mostly in aquatic organisms showed that exposure to MPs lead to
oxidative and inflammatory effects in the intestine and disruption of gut
epithelial permeability (Hirt and Body-Malapel, 2020). Regarding
polystyrene MP, oxidative stress was described in skeletal muscle, testes,
ovaries and liver after oral exposure in mice (Deng et al., 2017; Li et al.,
2021; Shengchen et al., 2021; Wei et al., 2022; Xie et al., 2020). Several
studies have shown that polystyrene (PE) MP exposure lead to negative
effects on the gut (Jin et al., 2019; Liang et al., 2021; Lu et al., 2018; Luo
et al., 2019). For example, a recent study showed that ingestion of PE
MPs in mice led to disturbances of gut and serum inflammatory pa-
rameters and significant modifications of the intestinal microbiome (Li
et al., 2020a). This may have relevance to societal health since the
presence of PE has been detected in human stool (Schwabl et al., 2019;
Zhang et al., 2021).

Globally, PE is the most highly produced synthetic, petroleum-based
plastic material (Plastics Europe, 2021). PE is extensively used for the
manufacture of disposable containers such as bottles and bags (Bardaji
et al., 2020). Since 1938, PE has widely been applied as a plastic mulch
in agriculture (Wang et al., 2019). PE microbeads are also added to
cosmetic products, although many countries have banned the sale of
rinse-off cosmetics containing MPs (Hunt et al., 2021). As a consequence
of this expansive use, inappropriate waste, and insufficient recycling,
and also because PE is one of the most resistant polymers to biodegra-
dation, there is a massive accumulation of PE in the environment
(Montazer et al., 2020). For example, PE was the most highly abundant
plastic polymer found in an Italian river, accounting for 40.5% of total
polymers (Munari et al., 2021). PE and polypropylene are the most
frequently detected plastic polymers in freshwater and tap water, and
the second highest polymer components of MPs in atmospheric fallout
(Hirt and Body-Malapel, 2020).

In addition to the large quantities of PE which are accumulating in
the environment, PE is also detected in food. For instance, PE was the
second most frequent polymer found in edible tissues of shellfish sold for
human consumption (Daniel et al., 2021). The widespread use of PE in
food packaging for preservation and easy handling purposes during
transportation and storage also leads to migration from food packaging
to food (Katsara et al., 2021). Consequently, contamination of the
environment and food inevitably results in human exposure. Indeed, it
has shown that PE, along with polypropylene, polyethylene tere-
phthalate, and polystyrene, are the predominant polymers found in
human stool (Schwabl et al., 2019). Moreover, Zhang et al. detected PE
in 50% of stool samples collected from Chinese students (Zhang et al.,
2021). Noteworthy, the size of MPs detected in human feces ranged from
20 to 800 pm. More recently, human placenta and meconium samples
were screened positive for PE (Braun et al., 2021). Therefore, multiple
lines of evidence show that intestinal tissues are in contact with PE MPs.

To further assess the impact of oral PE exposure, mice were exposed
for 6 weeks to food spiked with commercial PE microbeads of 2 different
average sizes (36 and 116 pm). Mouse stool was analyzed for the pres-
ence of the microbeads. Histological analysis and quantification of
major parameters of intestinal epithelium were performed to evaluate
gut effects. Intestinal immune response was assessed by measurement of
cytokine levels and immunophenotyping in small intestine and colon.
Finally, composition of the gut microbiome was analyzed by 16 S rRNA
pyrosequencing.

Environmental Research 212 (2022) 113230

2. Material and methods
2.1. Particles and chemicals

PE microbeads were acquired from Cospheric (Santa Barbara, USA).
Two categories of microbeads were selected, namely red fluorescent
beads (Item# UVPMS-BR-1.090 10-45 pm) and green fluorescent beads
(Item# UVPMS-BG-1.00 106-125 pm). The claimed diameter sizes
range from 10 to 45 pm for the red beads (RB) and 106-125 pm for the
green beads (GB).

For chemicals, 10% (w/w) KOH was purchased from Chimie Plus
(Vitry-sur-Seine, France), ultra-pure water was acquired from Carlo Erba
(Val-de-Reuil, France), and absolute ethanol from VWR (Fontenay-sous-
Bois, France).

2.2. Size characterization

An Olympus SZX-16 stereomicroscope equipped with a SDFPLAPO
PF 1x/0.15 objective and a UC90 camera was used to capture images by
trans-illumination. A magnification of 11.5x was employed for RB and
5x for GB. Microbeads were manually measured using a 3-point circle
tool with OlyVIA software (ver. 3.1, build 19,668). A total of 312 par-
ticles were measured for each category of beads on respectively 5 and 4
fields for RB and GB. Descriptive statistical data were computed using
Microsoft Excel.

2.3. Identification of polymeric composition

In order to ascertain the polymeric composition, a microbead of each
category was analyzed using a Spotlight™ 400 Fourier-transform
infrared (FTIR) spectrometer equipped with a MCT detector coupled
to a Spectrum 3 MIR spectrometer. The automatic micro Attenuated
Total Reflection (PATR) module was used to acquire spectra. All the
recorded spectra were obtained in the transmittance mode in the
4000—600 cm™! region with 2 cm™! resolution and 5 accumulations.
Spectra were compared for the 3500-1200 cm ! area to custom refer-
ence spectral libraries. Each identification was considered as valid from
a score of >0.7.

2.4. Mice and experimental design

All animal procedures were conducted in accordance with the
institutional guidelines approved by the institutional Animal Care and
Ethical Use Committee of the University of Lille (committee no.75;
authorization no. CEEA2017031312157794). C57BL/6 mice were pur-
chased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France) and housed
under standard conditions. Female mice from 7 to 12 weeks old were
used in the study. Three independent experiments were performed. Age-
and sex-matched mice were used in all experiments. Mice were
randomly assigned to 4 experimental groups: 1) control group, receiving
control food (final n = 9); 2) RB group, receiving food spiked with 100
pg of red PE microbeads/g of food (final n = 10); 3) GB group, receiving
food spiked with 100 pg of green PE microbeads/g of food (final n = 10);
and 4) RB + GB group, receiving food spiked with 100 pg of red PE
microbeads and 100 pg of green PE microbeads/g of food (final n = 10).
The intoxication lasted 6 weeks. At necropsy, proximal and distal small
intestine, cecum, and colon were sampled.

2.5. Extraction from mouse feces

As a first attempt, mouse feces exposed to both types of microbeads
were gently triturated using a tweezer into the bottom of a Petri dish
filled with water and observed using an Olympus SZX-16 stereomicro-
scope with a SDFPLAPO PF 1.6x/0.15 objective.

After feasibility tests, extraction of microbeads from mouse feces was
carried out by adapting the method of Dehaut et al. (2016), following
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the temperature decrease proposed by Treilles et al. (2020) (Dehaut
etal., 2016; Treilles et al., 2020). Feces were analyzed individually. For
each of the 4 conditions, n = 8 feces were weighed on a 0.0001 g
sensitivity Sartorius ME215-P analytical balance (Dourdan, France) and
placed in a glass beaker. The average mass of feces was 48.1 + 29.3 mg.
After weighing, 10 mL of 10% KOH (m/m) was poured in the beakers
and a 2.5 cm magnetic stirrer was added. For digestion, beakers were
placed on two multiple stirrers (MIXDrive 6 HT; 2mag, Munich, Ger-
many) with an agitation of 200 rpm for 4 h in a Binder BD 240 incubator
(Tiittlingen, Germany) with a temperature of 39.9 + 1.3 °C. Once
digested, solutions were filtered with a vacuum system onto a 90 mm
GF/A 1.6 pm glass fiber filter set between a VWR 1100 mL funnel and a
sintered glass filter holder (Fontenay-sous-Bois, France). The rinsing
protocol was carefully performed to increase recovery of the particles on
the filter. This protocol consisted of a three-step rinsing using ultra-pure
water/70% (v/v) ethanol/ultra-pure water that was applied on the
empty beaker, the empty funnel attached to the filter holder, and a final
rinse of the contact area between the funnel and the filter holder.

For a positive control (PC), 10 samples with particles were processed
in the same conditions for each batch of digestion. This PC was
composed of 10 GB for mice fed with GB, 10 RB for those fed with RB,
and 5 GB and 5 RB for mice fed with the mixture of microbeads.

2.6. Histological analysis

At necropsy, tissues were fixed in 4% paraformaldehyde overnight,
processed, and embedded in paraffin wax by standard techniques. Serial
histological sections of 4 pm thickness were cut, deparaffinized, rehy-
drated, and stained with Alcian blue and periodic acid-Schiff (AB-PAS).
Epithelial area in the colon, villus height, and crypt depth in the prox-
imal and distal small intestine were measured using ImageJ software.
For this study, at least 100 well-oriented mucosa, villi, and crypts were
measured in at least 5 individual mice from each group. AB-PAS-positive
cells were counted under a light microscope (Leica DM5500B).

2.7. Real-time quantitative polymerase chain reaction (PCR)

Small intestinal and colonic tissue samples were homogenized with
ceramic beads using Precellys Lysing Equipment (Bertin Technologies,
Montigny-le-Bretonneux, France). Total RNA was extracted with the
NucleoSpin RNA kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Transcript levels
of genes were quantified with the StepOne™ Real-Time PCR system
using a SYBR Green PCR master mix (Thermo Fisher Scientific, Villebon-
sur-Yvette, France). The primer sequences were designed using Primer
Express 3 (Thermo Fisher Scientific) and are available upon request.
Melting curve analyses were performed for each sample and gene to
confirm the specificity of the amplification. The relative expression of
each target gene was normalized to the relative expression of the Polr2a
gene. Quantification of target gene expression was based on the
comparative cycle threshold (Ct) value. The fold changes in the target
genes were analyzed by the 2724 method.

2.8. Cell isolation and flow cytometry

At necropsy, the colon and small intestine were harvested and
cleaned of fat residue and Peyer’s patches for the small intestine. Tissues
were open longitudinally, cut into small pieces, and rinsed in cold PBS
containing 2% SVF. Pieces were then incubated in predigestion buffer
containing EDTA and DTT (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) for 30
min at 37 °C under agitation. Pieces were then filtered through a 100 pm
cell strainer and incubated in digestion solution containing collagenase
type 1 (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) for 45 min at 37 °C under
agitation. Cell solution was then passed through a 100 pm cell strainer.
Supernatants from the predigestion and digestion steps were then
combined and centrifuged. The pellet was resuspended in 44% Percoll
(GE Healthcare, Buc, France) and carefully overlaid on a 67% Percoll
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solution. The Percoll gradient was centrifuged for 20 min and immune
cells were recovered from the white ring visible at the interphase of the 2
Percoll solutions. Cells were resuspended in PBS containing a marker of
cell viability (Fixable Viability Stain 780; BD Biosciences, Le Pont-de-
Claix, France) for 10 min to discriminate viable from non-viable cells
in FACS analysis. Cells were then incubated with Fc Block (anti-CD16/
CD32; BD Biosciences) for 10 min and then with antibodies in FACS
buffer (Brilliant Stain Buffer; BD Biosciences) for 30 min. Antibodies
against CD11c (V450; BD Biosciences), CD45 (BV570; Biolegend, San
Diego, USA), LY-6G (BV60S; BD Biosciences), CD64 (PE; BD Bio-
sciences), I-A/I-E (PE/Dazzle 594; Biolegend), CD11b (BB700; BD Bio-
sciences), CX3CR1 (PE/Cy7; Biolegend), Ly-6C (APC; BD Biosciences),
CD4 (PE-Cy7; BD Biosciences), and CD8a (AF532; eBioscience, Thermo
Fisher Scientific, Villebon-sur-Yvette, France) were used along with the
isotype control antibodies V450 Hamster IgG1 (BD Biosciences), BV570
Rat IgG2b (Biolegend), BV605 Rat IgG2a (BD Biosciences), PE Mouse
IgG1 (BD Biosciences), PE/Dazzle 594 Rat IgG2b (Biolegend), BB700
Rat IgG2a (BD Biosciences), PE/Cy7 Mouse IgG2a (Biolegend), APC Rat
IgM (BD biosciences), PE-Cy7 Rat IgG2a (BD Biosciences), and AF532
Rat IgG2a (eBioscience). After washing, cells were analyzed by flow
cytometry (Sony SP6800). The generated data were analyzed using
FlowJo software (ver. 10.7.1; TreeStar, Stanford, USA).

2.9. Bacterial DNA extraction and Illumina MiSeq sequencing

Genomic DNA was extracted from cecal content using the DNA stool
kit (Macherey Nagel, Hoerdt, France). The quantity and purity of DNA
(expressed as the ratio of absorbance at 260 and 280 nm) were assessed
using a NanoDrop® spectrophotometer (Ozyme, Saint-Cyr-I'Ecole,
France). The sequencing library was generated by amplifying the V3-V4
region of the bacterial 16 S-rRNA gene using 16 S rRNA amplicon gen-
eration for MiSeq with the primers Bact-0341 (CCTACGGGNGGCWG-
CAG) and Bact-0785 (GACTACHVGGGTATCTAATCC). Individual
samples were barcoded, pooled to construct the sequencing library, and
sequenced using an [llumina MiSeq system (Illumina, San Diego, USA) to
generate paired-end 2 x 300 bp reads.

2.10. Analysis of sequencing data

Bioinformatic analyses were performed using the QIIME2 pipeline
(ver. 2020.2) (Bolyen et al., 2019). The Divisive Amplicon Denoising
Algorithm 2 (DADA-2) plug-in in QIIME2 was used to filter, dereplicate,
identify chimeric sequences, and merge reads to obtain the set of
Amplicon Sequence Variants (ASVs) for each sample (Callahan et al.,
2016). Then the representative sequences were picked for each ASV. The
classify-sklearn plug-in in QIIME2, with the SILVA database (ver. 132),
was applied to assign a taxonomic annotation to each representative
ASV sequence. In the next step, ASVs identified as eukaryotic contami-
nation (3 ASVs; 12 reads) and external contamination, identified with
the decontam package (3 ASVs; 3119 reads), were filtered out (Davis
et al., 2018). Diversity metrics (« and ) were obtained with the QIIME2
core-metrics-phylogenetic plug-in, with p-sampling depth parameter
fixed to 13,781 reads which corresponded to the total frequency that
each sample should be rarefied to prior to computing diversity metrics.
This sampling depth allowed retention of >61% of reads and the dis-
carding of only one sample. Tests for differential relative abundance
were performed with corncob at the order, family, and genus levels
(Martin et al., 2020).

2.11. Statistics

Results are expressed as mean + standard error of the mean (SEM).
The statistical significance of differences between experimental groups
was calculated using the Mann-Whitney nonparametric U test (Graph-
Pad Prism software, USA). Statistical significance was defined as p <
0.05. For all experiments, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005, and
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##*%%p < 0.001 vs control group.
3. Results
3.1. Characterization of microbeads

For size characterization of RB, it was observed that the majority of
beads, 94.2%, were included in the size range defined by the supplier
(10-45 pm) (Fig. 1A). The percentage was lower for GB, in which only
83.7% of spheres were in the claimed size range (100-125 pm), and
14.1% of particles were lower than 106 pm (Fig. 1B). The median size of
spheres was 36 and 116 pm for RB and GB, respectively. This indicates
that the size distribution is rather shifted towards the largest particle
sizes in the range for each of the bead references. Overall, the size dis-
tributions of RB and GB were significantly different (Fig. 1C, p < 0.001).

Based on observation, the large majority of particles were spherical
single chimeric particles for both RB and GB. Some minute polymeric
debris, ca. 40, irregular shaped microparticles with size below 10 pm
were also observed on the 5 fields of RB.

3.2. Identification of polymeric composition

Based on FITR spectra, the respective top scores obtained for GB and
RB were 0.9593 and 0.95889, matching with PE, without signal for
other polymers, confirming that microbeads are composed of pure PE
polymer (Fig. 1D and E).

3.3. Study of ingested microbeads

3.3.1. Direct observation of mouse feces
During our first attempt to visualize the presence of both sizes of
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microbeads in mouse stool, both intact and fragmented microbeads were
observed (Fig. 1F).

3.3.2. Count and observation after alkaline hydrolysis

Regarding the PCs used during this experiment, different results were
obtained depending on the type of beads. Mostly, GB were recovered
with acceptable results (Table 1). In one case, 2 beads proved to be
fragmented. RB were more difficult to be recovered.

For fecal analysis (Table 2), neither GB nor RB was observed in the
control mice. For digested feces, observed after exposure of mice to
green, red, or a mixture of both types of beads, all samples contained
beads except for a single feces of mouse treated with GB.

The microbeads were present as both intact and fragmented particles
but counts were variable depending on feces, and this heterogeneity was
independent of the fecal mass (Table 3). Higher counts were recorded for
RB, which was an expected result since food was supplemented with PE
MPs based on mass quantities. There was a tendency to have a higher
proportion of fragmented GB and intact RB in comparison with their
respective counterparts.

Table 1
Counts of intact and fragmented beads in the posi-
tive controls.

Counts”
Green beads 7/10
Red beads 7/10
Mixture 5/5 (GB)"

2/5 (RB)

2 (GB) Green beads (RB) Red beads.
2 out of the 5 beads were observed as fragments.

R T
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Fig. 1. Characterization of polyethylene (PE) microbeads. (A-B) Histograms of size distributions and cumulative percentage of red beads (A) and green beads (B)
after measurement of 312 particles for each bead category. (C) The combined density plot. (D-E) FTIR profiles obtained for red bead (D) and green bead (E) from
4000 to 600 cm ™. For each spectrum the red FTIR profile of PE from a custom library is superimposed. (F) Observation of intact (a) and fragmented (b) green beads
and intact (¢) and fragmented (d) red beads in mouse stool. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version
of this article.)
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Table 2
Count data of intact and fragmented beads observed in the samples (n = 8) for
the 4 exposure treatments.

Minimum  Maximum  Range Mean  Std.Error of
Mean
Green 1 0 5 5 2.9 0.69
beads

F 0 20 20 4.9 23
Red beads I 12 135 123 64 15

F 15 88 73 40 11
Mixture 1G 1 5 4 2.8 0.53

IR 23 83 60 46 7.5

FG 2 44 42 17 5.5

FR 8 173 165 55 19
Controls 1 0 0 0 o 0

F 0 0 0 0 0

? I: intact beads, F: fragmented beads, IG: intact green beads, IR: intact red
beads, FG: fragmented green beads, FR: fragmented red beads.

Table 3
Data on oncentrations expressed as number per mg of feces for intact and
fragmented beads observed in the samples (n = 8) for the 4 exposure treatments.

Minimum  Maximum  Range  Mean Std.Error of
Mean
Green 1 0.0 0.2 0.2 0.1 0.033
beads
F 0.0 0.5 0.5 0.15 0.063
Red beads I 0.2 29 27 1.6 0.29
F 0.3 17 14 1.0 0.19
Mixture IG 0.0 0.2 0.2 0.088  0.030
IR 0.6 3.7 3.1 1.4 0.38
FG 0.1 0.8 0.7 0.41 0.11
FR 0.2 3.8 3.6 1.4 0.40
Controls 1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
F 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

? I: intact beads, F: fragmented beads, IG: intact green beads, IR: intact red
beads, FG: fragmented green beads, FR: fragmented red beads.

3.4. Effects of PE microbead exposure on proximal small intestine

After 6 weeks of exposure, weight gain was similar between the 4
groups of mice (112.2 + 2.8% for CT, 112.3 + 2.6% for RB, 111.5 +
1.7% for GB, and 112.6 + 2.6% for RB + GB, p = 0.9 vs CT group). In
order to determine if exposure to PE induces morphological alterations
of the proximal small intestine, morphometric analyses of this tissue
were performed. The measurement of the villus length did not show
significant changes in any of the groups (Fig. 2A and B). The crypt depth
was increased in the mice exposed to GB (p = 0.006) and RB + GB (p =
0.002) compared to control mice (Fig. 2A and B). Moreover, the villus/
crypt ratio was decreased in the 2 groups of mice exposed to PE indi-
vidually (p = 0.03 for RB and p = 0.0006 for GB) and in the group of
mice exposed to the mixture of the 2 PE types (p = 0.0003; Fig. 2C). The
AB-PAS-positive area, i.e., the mucin-positive area, was lower in mice
exposed to GB (p = 0.007) and in mice exposed to RB + GB (p = 0.0002;
Fig. 2A, D). The transcript levels of the major secretory protein mucin-2
(Muc2) was significantly decreased in RB- and GB-exposed mice (p =
0.001 and p = 0.04, respectively; Fig. 2E). Expression levels of major
markers of epithelial cell types were also quantified. The absorptive
epithelial cell marker villin-1 (Vill) was decreased in RB- and GB-
exposed mice (p = 0.001 and p = 0.04, respectively; Fig. 2E). The
enteroendocrine cell marker chromogranin-A (Chga) was down-
regulated in GB- (p = 0.001) and RB + GB-exposed mice (p = 0.001;
Fig. 2E). The stem cell marker leucine rich repeat containing G protein
coupled receptor 5 (Lgr5) did not vary (Fig. 2E). The levels of the tight
junction-related genes occludin (Ocln) and junctional adhesion molecule
A (F11r) were not modified in PE-exposed mice (Fig. 2F). Assessment of
the inflammatory status of the proximal small intestine showed that the
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mRNA levels of tumor necrosis factor alpha (Tnf), interferon gamma
(Ifng), interleukin-6 (I16), and interleukin-1 beta (I11b) proinflammatory
cytokines were not significantly different between the PE-exposed and
the control mice (Fig. 2G). Immunophenotyping showed significant
variations of the frequency of 4 immune populations: CD4" T lympho-
cytes (p = 0.03), CD8" T lymphocytes (p = 0.03), dendritic cells (p =
0.04), and inflammatory monocytes (p = 0.004) were reduced in mice
exposed to the mixture of the 2 PE microbeads (Fig. 2H).

3.5. Effects of PE microbead exposure on distal small intestine

For the distal small intestine, an increase of crypt depth was found in
RB- (p = 0.01) and RB + GB-exposed mice (p = 0.003; Fig. 3A and B).
The villus/crypt ratio was significantly decreased in the 3 groups of PE-
exposed mice (p = 0.006, p = 0.03, and p < 0.0001 for RB, GB, and RB +
GB, respectively; Fig. 3C). The mucin area was not significantly modified
in any of the PE-exposed groups, as well as Muc2 transcript expression
(Fig. 3A, D, E). In the distal small intestine, a significant increase of Vill,
Chga, and Lgr5 was also measured in RB + GB-exposed mice compared to
control mice (p = 0.003 for the 3 targets; Fig. 3E). Ocln and F11r mRNA
levels tended to decrease in the PE-exposed mice, with a significant
decrease of Ocln observed in the RB + GB-exposed mice compared to
control mice (p = 0.04; Fig. 3F). Furthermore, increasing trends of Tnf,
Ifng and I11b were observed in the PE-exposed group, with a significant
rise of Ifng in GB-exposed mice compared to control mice (p = 0.03;
Fig. 3G). The levels of 16 tended to decrease in PE-exposed mice, with a
significant diminution observed in the mice exposed to both PE sizes (p
= 0.01; Fig. 3G). The frequency of NK cells was increased in distal small
intestine of mice exposed to the mixture of PE MPs (p = 0.05; Fig. 3H).

3.6. Effects of PE microbead exposure on colon

In colon, the mucosal surface area tended to increase in RB- and GB-
exposed mice, and a significant enhancement of the mucosal surface was
observed in RB + GB-exposed mice compared to control mice (p = 0.03;
Fig. 4A and B). The mucin-positive area was also significantly increased
in the RB + GB-exposed mice compared to control mice (p = 0.003;
Fig. 4A, C). Accordingly, Muc2 mRNA levels were also significantly
upregulated between these 2 groups (p = 0.0003; Fig. 4D). The
expression of Lgr5 was enhanced in the GB group (p = 0.02; Fig. 4D). The
transcripts of Vill and Chga were upregulated in colon of GB (p = 0.02
and p = 0.004, respectively) and RB + GB groups (p = 0.001 for both
genes; Fig. 4D). These 2 groups also presented a significant over-
expression of tight junction-related genes Ocln and F11r (respectively p
= 0.001, p = 0.002 for GB group and p = 0.008, p = 0.003 for RB + GB
group). For inflammatory cytokines, an upregulation of Tnf, Ifng, 116, and
I11b transcripts was observed in the colon of mice exposed to the mixture
of PE compared to control mice, although only Ifng and 116 reached a
significant level (p = 0.002 for Ifng, p = 0.005 for II6; Fig. 4F). Ifng
expression was induced by the exposure to GB MPs (p = 0.046).
Furthermore, the relative abundance of polynuclear neutrophils was
higher in the GB-exposed mice (p = 0.02), and the abundance of anti-
inflammatory macrophages was lower in both GB- and RB + GB-
exposed mice (p = 0.05; Fig. 4G).

3.7. Effects of PE microbead exposure on microbiome composition

To assess the impact of PE exposure on the mouse microbiome,
V3-V4 amplicons of 16 S rRNA genes were sequenced in the cecal
content. Exposure to PE did not significantly affect a diversity (Chaol
diversity index; Fig. 5A). The unweighted-UniFrac index showed a sig-
nificant decrease of p diversity in GB-exposed mice compared to control
mice (p = 0.02; Fig. 5B). Taxonomic assignment at the phylum level of
ASVs, with each color representing an individual bacterial phylum, is
shown in Fig. 5C. As expected, Bacteroidetes and Firmicutes represented
the 2 predominant phyla. The effect of PE exposure was assessed on the
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Fig. 2. Effects of polyethylene (PE) exposure on proximal small intestine epithelium histomorphology and immune response. Mice were exposed to food spiked with
100 pg/g of PE microbeads (red beads (RB), green beads (GB), or RB + GB; n = 10/group) or control food (CT; n = 9) for 6 weeks. (A) Representative pictures of
proximal small intestine sections stained with AB-PAS. (B) Villus length and crypt depth. (C) Villus/crypt ratio. (D) Percentage of AB-PAS-positive area. (E) mRNA
quantification of markers of intestinal cells Muc2, Vill, Chga, and Lgr5. (F) mRNA quantification of tight junction genes Ocln and F11r. (G) mRNA quantification of
inflammatory cytokines Tnf, Ifng, 116, and Il1b. (H) Percentage of significantly changed immune populations: CD4" T lymphocytes, CD8" T lymphocytes, dendritic
cells, and inflammatory monocytes. * p < 0.05 and ** p < 0.01 vs control group as determined by the Mann-Whitney U test. (For interpretation of the references to
color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

abundance of bacterial orders. Several bacteria showed significant
changes in relative abundance between the 3 PE-exposed groups and the
control group (Fig. 5D). The GB-exposed mice had more abundant
Erysipelotrichaceae bacteria (p = 0.04). Both RB- and GB-exposed mice

had reduced amounts of Verrucomicrobiales (p = 0.04 for both groups).
By contrast, the relative abundance of Gastranaerophilales was height-
ened in these 2 PE-exposed groups (p = 0.03 for RB- and p = 0.04 for GB-
exposed mice). An increasing trend for Gastranaerophilales abundance
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Fig. 3. Effects of polyethylene (PE) exposure on distal small intestine epithelium histomorphology and immune response. Mice were exposed to food spiked with
100 pg/g of PE microbeads (red beads (RB), green beads (GB), or RB + GB; n = 10/group) or control food (CT; n = 9) for 6 weeks. (A) Representative pictures of
distal small intestine sections stained with AB-PAS. (B) Villus length and crypt depth. (C) Villus/crypt ratio. (D) Percentage of AB-PAS-positive area. (E) mRNA
quantification of markers of intestinal cells Muc2, Vill, Chga, and Lgr5. (F) mRNA quantification of tight junction genes Ocln and F11r. (G) mRNA quantification of
inflammatory cytokines Tnf, Ifng, 116, and Il1b. (H) Percentage of the significantly changed immune population of NK cells. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005, and
**#*%p < 0.001 vs control group as determined by the Mann-Whitney U test. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to
the Web version of this article.)

was observed in the RB + GB-exposed group (p = 0.06). Lastly, the extrapolated as 1.66 mg PE/kg bw/day (Dourson et al., 2021). Recently,
abundance of Rhodospirillales and Lactobacillales was shown to be human ingestion of MPs has been estimated between 0.1 and 5 g weekly,
increased and decreased, respectively, in RB + GB-exposed mice or 0.2-10.2 mg/kg bw/day, for a 70 kg adult (Senathirajah et al., 2021).

compared to control mice (p = 0.02 for both orders). Therefore, the concentration of PE tested was chosen to reflect a realistic
human ingestion range of MP. We also tested MP exposure either indi-

4. Discussion vidually or as a mixture in order to address the issue of potential addi-
tive, inhibitory, or synergistic effects.

The aim of this study was to assess whether the presence of PE in Our initial analyses confirmed that RB and GB were detected in
intestinal lumen can induce host disturbances. We studied the effects of mouse stool. In the experiment with beads of the positive control, the
oral exposure to PE of 2 different average sizes (36 and 116 pm), which recovery rate was close to 80% despite the care undertaken to rinse all
present about a 3-fold difference in diameter. These sizes were chosen glassware used for the isolation process with both ultra-pure water and
because they reproduce what has been detected in human feces (Zhang 70% (w/w) ethanol solution. This incomplete recovery may be
et al., 2021). The concentration of PE was 100 pg/g of food. Assuming explained by a stickiness phenomenon resulting from interactions be-

the food intake of C57BL/6 mice is 5 g of food/30 g body weight tween glass and the beads. Our analyses also showed a trend of
(bw)/day, the daily intake of PE was approximately 16.66 mg PE/kg microbead fragmentation in mouse stool. Based on the direct observa-
bw/day (Bachmanov et al., 2002). Using the usual interspecies (animal tion of stool without digestion and beads of the positive control, it ap-
to human) uncertainty factor of 10, this concentration can be pears that fragmentation of beads might have occurred during the

These Madjid Djouina Impact toxicologique de contaminants alimentaires au niveau intestinal et hépatique 105



Chapitre 3 : Impact toxicologique des microplastiques de polyéthyléne au niveau intestinal et hépatique.

M. Djouina et al. Environmental Research 212 (2022) 113230

A

@]

P 50
E 29 * g
E S 40
g5 S

® % a0
$ 10 2
5 22
“»

TS' 05 é 10
S b
200

CT RB GB RB+GB

D O cCT
100+ *kk [ RB
mE GB
& 80 mm RB+GB
i
S 60
< ®
e 107 x x
< * * *
- 4 *
| IR ii
0
Muc2 vilt ChgA Lgrs
e X CcT F =
25 xx x ¥ g RB 250 Fokk g %
== GB 200 = GB
mm RB+GB = RB+GB

-
o
1

{ [ *k
4 *
ol . ﬁﬁii
0.0- 0
Tnf Ifng e

-
o
L

mMRNA fold change ™!
? !

Ocin F11r nb
G Neutrophils Anti-infl tory Macrophag
@
= 15
4 . s
2 a
] £
b g o TR
g f’: 2 %= s
[
23 EZos
1
* 3
-
°
0 2 0.0
& R R R & & @ &
& &

Fig. 4. Effects of polyethylene (PE) exposure on colon epithelium histomorphology and immune response. Mice were exposed to food contaminated with 100 pg/g of
PE microbeads (red beads (RB), green beads (GB), or RB + GB; n = 10/group) or control food (CT; n = 9) for 6 weeks. (A) Representative pictures of colon sections
stained with AB-PAS. (B) Mucosal surface area. (C) Percentage of AB-PAS-positive area. (D) mRNA quantification of markers of intestinal cells Muc2, Vill, Chga, and
Lgr5. (E) mRNA quantification of tight junction genes Ocln and F11r. (F) mRNA quantification of inflammatory cytokines Tnf, Ifng, Il6, and Il1b. (G) Percentage of
significantly changed immune populations: polymorphonuclear neutrophils and anti-inflammatory macrophages. *p < 0.05, **p < 001, and ***p < 0.005 vs control
group as determined by the Mann-Whitney U test. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of
this article.)

ingestion and digestion by mice. A second possibility is that fragmen- induced some significant modifications in proximal and small intestine.
tation of microbeads occurred during the extraction process. Indeed, for The most notable effect of RB exposure was the decrease of villus/crypt
the latter, we observed in a previous experiment that depending on ratio both in proximal and distal small intestine. The villus/crypt ratio
agitation speeds, microbeads could become fragmented due to the me- was also reduced after exposure to GB alone or with the mixture of both
chanical action of the vortexer and/or possible fragility of the beads. MPs. These ultrastructural changes were primarily due to crypt depth

Exposure to the smaller RB microbeads had no effect in the colon, but enhancement throughout the small intestine and were not associated
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Fig. 5. Effects of polyethylene (PE) exposure on the gut microbiome. Mice were exposed to food spiked with 100 pg/g of PE microbeads (red beads (RB), green beads
(GB), or RB + GB; n = 7-8/group) or control food (CT; n = 7) for 6 weeks. (A) Chaol a diversity index. (B) Unweighted UniFrac p diversity index; *p < 0.05 as
determined by pairwise PERMANOVA. (C) Overview of the relative abundance of gut bacteria depicted at the phylum level. (D) Differential abundance of signif-
icantly changed bacterial orders. *p < 0.05 vs control group as determined by Corncob test. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the

reader is referred to the Web version of this article.)

with villus atrophy, and therefore reflect hypertrophic crypt formation.
The hyperproliferation of the crypt compartment can contribute to in-
testinal tumorigenesis and therefore deserves further investigation
(Murray et al., 2021). RB exposure also downregulated mucin-2 and
villin-1 gene expression and decreased recruitment of CD8" T lympho-
cytes to the proximal small intestine.

The larger microbeads, GB, tended to induce more effects in the in-
testinal tract than RB. Exposure to GB affected 3 parts of the intestine,
with a greater impact on colon. At the histological level, we did not
observe any significant difference between GB-exposed mice and control
mice, showing that it did not induce severe damage in the colon. Sig-
nificant disturbances were visible by more sensitive methods such as
quantitative RT-PCR and flow cytometry. The proportion of neutrophils
and the expression of Vill, Chga, Lgr5, Ocln, F11r, and Ifng were
enhanced, and the recruitment of anti-inflammatory macrophages was
impaired in the colon of GB-exposed mice. These results are in concor-
dance with those of Li et al. who found in similar experimental condi-
tions (10-150 pm PE beads, 200 pg/g of food, and 5 week exposure) that
TLR4, AP-1, and IRF-5 proteins were upregulated in colon, similarly
reflecting a proinflammatory state (Li et al., 2020a). By contrast, Sun
et al. showed that oral exposure to smaller PE microbeads (1-10 pm) at
the dosage of 0.2 pg/g bw/d decreased I11p expression, and increased 118
and 1110 expression, rather in favor of an immunosuppressive effect of
PE of this size (Sun et al., 2021). Therefore, the effects of ingested PE on
colonic inflammation appear to be drastically different depending on the
size of the microbeads. The difference in effect of RB exposure compared
to GB might suggest that even a small difference in particle size at the
time of ingestion could influence intestinal toxicity. Consistently, the PS
MP uptake into human intestinal epithelial Caco-2 cell line was found
greater for 4 pm particles than for 1 pm particles (Stock et al., 2019).
Furthermore, Sun et al. observed that mouse exposure with PE MPs less
than 10 pm in size induced a decreased abundance of Firmicutes and an
increased abundance of Bacteroides, whereas these phyla did not vary in
our study as well as in the one of Li et al. These findings suggest that the
effects of PE MPs on microbiota are also size-dependent, as it has also
been observed for PS MPs (Lu et al., 2018).

The metagenomic analysis of microbiota also revealed that PE
microbeads of both sizes individually induced same variations of bac-
teria abundance at the order level. The Verrucomicrobiales were less
abundant and the Gastranaerophilales were more abundant in exposed
mice. The role of Verrucomicrobiales is not well known but their in-
crease has been associated with the development of acute colitis in the
Dextran Sodium sulfate (DSS)-induced model (Jin et al., 2021; Li et al.,

2020b). Gastranaerophilales are more abundant in DSS-induced colitis
(Dou et al., 2020), and follow opposite trends in k-and i-carra-
geenan-induced colitis (Shang et al., 2017). These discrepancies are
against an essential effect of these bacterial orders in colonic
inflammation.

Another interesting finding is that the most substantial observed
changes occurred following exposure to the mixture of the 2 sizes of PE
beads. Firstly, we observed an increase of mucosal and mucin areas and
an upregulation of Muc2, Vill, and Chga transcripts in colon reflecting
dysregulation of colon mucosa differentiation. An enhancement of Ocln
and F11r expression was also observed suggesting potential barrier
dysfunction. The mixture of PE beads induced an increase of 116 and Ifng
expression in favor of a colon proinflammatory state. It also modulated
the frequency of CD4" T lymphocytes, CD8" T lymphocytes, dendritic
cells, and inflammatory monocytes in proximal small intestine, NK cells
in distal small intestine, and anti-inflammatory macrophages in colon,
showing pronounced alterations of intestinal immune response. More-
over, exposure to the mixture of PE beads decreased the abundance of
protective Lactobacillales bacteria (Bartley et al., 2018). Lastly, PE
mixture enhanced the frequency of Rhodospirillales, the increased
abundance of which has been associated with several pathological
conditions such as Damp Heat syndrome (Jiang et al., 2021), neuro-
psychiatric symptoms in Alzheimer’s disease (Zhou et al., 2021), and
animal intoxication with N-nitrosamines (Zhu et al., 2019). Therefore,
the imbalance observed in the abundance of Rhodospirillales and Lac-
tobacillales could contribute to the negative effects observed following
exposure to the 2 types of microbeads, and this deserves to be further
explored. Taken together, these results show that, as a mixture, the 2
sizes of PE microbeads more severely affected the homeostasis of in-
testinal tissues than as single exposure. Liang et al. revealed that in mice,
co-exposure to a mixture of PS particles of 50 and 500 nm caused more
severe dysfunction of the intestinal barrier than that caused by each PS
particles individually (Liang et al., 2021). The authors also demon-
strated that co-exposure to several sizes of PS particles modulated their
biodistribution in mouse organs and increased their bioavailability. The
hypothesis can be put forward that, as for PS, the aggravation of the
effects that we observed in the group exposed to RB + GB could be partly
explained by an increased bioaccumulation of PE microbeads in the
event of co-exposure. Interestingly, in the latter study, exposure 50 nm
PS particles increased mucus secretion in the duodenum, jejunum and
ileum, whereas it was decreased in the colon. The decline of mucus
secretion in colon was confirmed following 0.5, 5 and 50 pm PS MP
exposure in mice (Jin et al., 2019; Lu et al., 2018). In our work, mucus
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secretion was respectively decreased in proximal small intestine and
increased in colon after co-exposure to 36 and 116 pm PE MPs, whereas
smaller sizes PE MPs reduced colon mucin density (Sun et al., 2021). The
comparison of the effects observed on this parameter common to several
publications shows that the impact of MPs depends on the type of
polymer, its size, and the location in the intestine, which underlines the
need to continue testing different experimental conditions in order to
allow strong advances in the understanding of the MP toxicological
effects.

Taken together, previous and present studies suggest that PE expo-
sure poses a substantial risk to human intestinal health. Moreover, evi-
dence of a positive correlation between the concentration of fecal MPs
and the severity of disease activity (Harvey-Bradshaw index and Mayo
score) has been recently reported in a cohort of patients with inflam-
matory bowel disease (IBD) (Yan et al., 2022). Polyethylene was found
in the feces of these patients. Therefore, presence of PE in stool may
contribute to the development of inflammation in IBD.

5. Conclusions

The present study demonstrated that a 6-week oral exposure of mice
to PE microbeads induced histological, inflammatory, and immune
disturbances from the proximal small intestine to the colon. The relative
abundance of bacterial orders was also modified. The co-exposure of 2
sizes of PE microbeads led to defects related to gut differentiation,
barrier function, and immune response. These alterations of gut
response could contribute in the long term to the onset of immune-
mediated inflammatory diseases. Human population studies should be
performed to correlate PE exposure levels and disease risks.
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1.3.Conclusion de I’article 2

Les résultats de cette étude mettent en évidence que l'exposition orale des souris aux
microbilles de PE pendant 6 semaines entraine des altérations histologiques,
inflammatoires et immunitaires de l'intestin, de la partie proximale de l'intestin gréle jusqu'au
cblon. De plus, I'abondance relative des ordres bactériens est également modifiée. Lorsque
les souris sont exposées simultanément a deux tailles de microbilles de PE, des défauts
sont observés dans la différenciation intestinale, la fonction barriere et la réponse
immunitaire. Ces altérations de la réponse intestinale pourraient potentiellement contribuer
a long terme a l'apparition de maladies inflammatoires a médiation immunitaire. Des études
épidémiologiques portant sur la population humaine devraient étre réalisées afin d'établir

des corrélations entre les niveaux d'exposition au PE et les risques de maladies.
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2. Partie 2: L'exposition orale aux microplastiques de polyéthylene
induit des changements inflammatoires et métaboliques et favorise la
fibrose dans le foie des souris.

2.1.Résumeé de I’article 3

Des preuves accumulées montrent une contamination généralisée des sources d'eau et des
aliments par les microplastiques. Bien que le foie soit I'un des principaux sites de
bioaccumulation dans le corps humain, on ignore encore si les microplastiques ont des
effets néfastes. En particulier, les conséquences hépatiques de l'ingestion de microbilles de

polyéthylene chez les mammiferes restent inconnues.

Dans cette étude, des souris femelles ont été nourries avec une alimentation contaminée
par des microbilles de PE de diameétres de 36 et 116 um, soit individuellement, soit en

combinaison, a une dose de 16 mg/kg de poids corporel/jour pendant 6 et 9 semaines.

Le foie des souris a montré des altérations au niveau des genes impliqués dans I'absorption,
la synthese et la béta oxydation des acides gras. L'ingestion de microbilles de PE a perturbé
la réponse de détoxification, favorisé un déséquilibre oxydant, augmenté la formation de

foyers inflammatoires et I'expression de cytokines, et stimulé la prolifération hépatique.

Etant donné que I'expression relative du marqueur des cellules étoilées hépatiques, Pdgfa
(Platelet Derived Growth Factor Subunit A), a augmenté apres l'exposition au PE, nous
avons évalué l'effet de I'ingestion de PE dans un modele murin de fibrose induite par le CCls
(tétrachlorure de carbone) et avons montré que l'exposition alimentaire au PE exacerbait la

fibrogénése hépatique.

Ces résultats constituent la premiere démonstration des effets hépatiques néfastes de
I'ingestion de PE chez les mammiféres et mettent en évidence la nécessité d'une évaluation

plus approfondie des risques pour la santé chez I'Homme.
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2.2.Article 3
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Accumulating evidence shows widespread contamination of water sources and food with microplastics. Although
the liver is one of the main sites of bioaccumulation within the human body, it is still unclear whether micro-
plastics produce damaging effects. In particular, the hepatic consequences of ingesting polyethylene (PE)
microplastics in mammals are unknown. In this study, female mice were fed with food contaminated with 36 and
116 um diameter PE microbeads at a dosage of 100 pg/g of food for 6 and 9 weeks. Mice were exposed to each
type of microbead, or co-exposed to the 2 types of microbeads. Mouse liver showed altered levels of genes
involved in uptake, synthesis, and f-oxidation of fatty acids. Ingestion of PE microbeads disturbed the detoxi-
fication response, promoted oxidative imbalance, increased inflammatory foci and cytokine expression, and
enhanced proliferation in liver. Since relative expression of the hepatic stellate cell marker Pdgfa and collagen
deposition were increased following PE exposure, we assessed the effect of PE ingestion in a mouse model of
CCls-induced fibrosis and showed that PE dietary exposure exacerbated liver fibrogenesis. These findings provide
the first demonstration of the adverse hepatic effects of PE ingestion in mammals and highlight the need for

further health risk assessment in humans.

1. Introduction

In the wake of industrial development and anthropogenic activities,
a dramatic expansion in global production chains for plastic goods has
occurred over the past several decades (Lim, 2021). Currently, about
400 million tons of plastic materials are produced each year, and this is
projected to double by 2050 (Lim, 2021). Due to accelerated production
and limited reuse, transformation, and recycling initiatives, the world’s
ability to handle the excess of used plastic products has been over-
whelmed (Ferronato and Torretta, 2019). Once discarded in nature,
plastic waste is exposed to physical (e.g., ultraviolet radiation and
temperature), chemical (e.g., salinity, pH, and corrosive agents), and
biological (e.g., bacteria, microalgae, and plankton) factors that cleave
these materials into microplastic (MP; 1-5000 pym in diameter) and
nanoplastic (NP; <1 pm) particles (Hirt and Body-Malapel, 2020; Song
et al., 2017).

Humans are exposed to MPs every day. They are omnipresent in our
food, beverages, water, and air (Gasperi et al., 2018; Mortensen et al.,

2021). Arecent study estimated MP median intake rates are 553 and 883
particles/capita/day for children and adults, respectively. This intake
can lead to irreversible accumulation in tissues of 8.32 x 10° parti-
cles/capita for children and up to 5.01 x 10* particles/capita for adults
(Mohamed Nor et al., 2021). Human exposure to MPs starts in utero and
lasts a lifetime. For example, a pilot study detected MPs in meconium
sampled during two cesarean sections for breech deliveries (Braun et al.,
2021). Another study that analyzed MPs in three meconium as well as 6
infant and 10 adult fecal samples concluded that MP concentrations
were significantly higher in infant than in adult stool (J. Zhang et al.,
2021a). Several studies have detected various MPs in human adult stool
(Lugman et al., 2021; Schwabl et al., 2019; Wibowo et al., 2021). MPs
were also found in human colectomy and cirrhotic samples (Horvatits
et al., 2022; Ibrahim et al., 2021). Furthermore, accumulating evidence
from human and mouse studies have shown that MPs disrupt the
integrity of the intestinal barrier, enter the bloodstream (Leslie et al.,
2022; Sun et al., 2022), and accumulate in different tissues and organs
such as gut, liver, brain, and kidney (Deng et al., 2017; Im et al., 2022;
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Mu et al., 2022).

As the main bioaccumulation target of MPs, the liver has been the
subject of several studies on the impact of MP ingestion in mice. Hep-
atotoxicity and lipid metabolism disturbances have been observed after
ingestion of polystyrene (PS) MPs (Cheng et al., 2022a; Lu et al., 2018).
Oral exposure to PS MPs induced oxidative stress (Deng et al., 2017; Mu
et al., 2022) and promoted inflammation under basal and pathological
conditions (Deng et al., 2017; Huang et al., 2022; Luo et al., 2022; Wen
et al., 2022; Zhao et al., 2021; Zheng et al., 2021). Several hallmarks of
hepatotoxicity were also observed following chronic exposure to poly-
vinyl chloride (PVC) MPs (Chen et al., 2022).

Although PE is the most abundant polymer in raw and treated
drinking water and bottled mineral water (Mortensen et al., 2021), and
one of the most common monomers found in human food (Bai et al.,
2022), little is known regarding its effect on mammalian liver. Thus far it
has been reported that PE MP exposure induces liver damage in several
aquatic organisms (da Costa Aratjo et al., 2020; Dong et al., 2022; Hu
etal., 2022; Lu et al., 2022; Mak et al., 2019). Therefore, the purpose of
this study was to explore the hepatic effects of sub-chronic PE MP
exposure in mice.

2. Methods and materials
2.1. Particles

PE microbeads were acquired from Cospheric (Santa Barbara, USA).
Two categories of microbeads were used: red fluorescent beads (RB;
item# UVPMS-BR-1.090; 10-45 pm) and green fluorescent beads (GB;
item# UVPMS-BG-1.00; 106-125 um). Size range and polymeric
composition were characterized in a previous study (Djouina et al.,
2022a). The median size of microbeads was 36 and 116 um for RB and
GB, respectively. Both were composed of a pure PE polymer as
confirmed by Fourier transform infrared spectra.

2.2. Mice and experimental protocols

All animal procedures were conducted in accordance with institu-
tional guidelines approved by the Animal Care and Ethical Use Com-
mittee of the University of Lille (committee no.75; authorization no.
APAFIS #38663-2022082613292602). C57BL/6 mice were purchased
from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France) and housed under
standard conditions. Female mice from 7 to 12 weeks old were used in
the study.

In the first set of experiments, mice were randomly assigned to 4
experimental groups (n = 10/group): 1) control group, receiving control
food; 2) RB group, receiving food spiked with 100 pg RB microbeads/g
of food; 3) GB group, receiving food spiked with 100 pg of GB
microbeads/g of food; and 4) RB+GB group, receiving food spiked with
100 pg each of RB and GB microbeads/g of food. The concentration of PE
microbeads added to food was 100 ug/g since this amount is within the
realistic range of human ingestion levels (Djouina et al., 2022a; Sen-
athirajah et al., 2021). Treatment periods were either 6 or 9 weeks.
Blood and liver were sampled at necropsy.

In the second set of experiments, to induce chronic liver fibrosis, 8-
week old C57BL/6 female mice were injected with CCl; (Sigma-
Aldrich; 0.2 ml/kg; in olive oil at a ratio of 1:4; i.p. injection twice a week
for 8 weeks). Mice were randomly divided into 5 groups (n = 8/group):
1) control group, receiving control food and olive oil i.p. repeated in-
jections; 2) CCly group, receiving control food and CCly repeated in-
jections; 3) CCl4 +RB group, receiving food spiked with 100 ug of RB
microbeads/g of food and CCly repeated injections; 4) CCl4 +GB group,
receiving food spiked with 100 ug of GB microbeads/g of food and CCly
repeated injections; and 5) CCl4 +RB+GB group, receiving food spiked
with 100 ug each of RB and GB microbeads/g of food and CCl4 repeated
injections. Animals were sacrificed 24 h after the last injection of CCly.
Blood and liver were sampled at necropsy.
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2.3. Serum enzyme activity

Serum activity of alanine transaminase (ALT) and aspartate amino-
transferase (AST) were measured using commercial kits (MAK052 and
MAKO55, Sigma-Aldrich). The optical density (OD) at 570 nm for ALT
and 450 nm for AST was measured using a microplate reader (Fluos-
tarOmega, BMG Labtech). Following incubation for 2-3 min at 37 °C,
initial absorbance was recorded and kinetic measurements were recor-
ded every 5 min for 1 h. Pyruvate and glutamate were used as standards
for ALT and AST, respectively. AOD was calculated and ALT and AST
activities were derived based on the ratio of AOD and reaction time.

2.4. Liver total cholesterol, triglyceride, and free fatty acid content
measurements

To isolate lipids, liver samples (~50 mg) were homogenized in 1 ml
of 2:1 (v/v) chloroform-methanol mixture. Following centrifugation at
1000 g, 1 ml of supernatant was recovered and 200 pl of distilled water
was added. Samples were centrifuged at 650 g and the organic layer was
removed, evaporated for 24 h, and reconstituted in isopropanol. Tri-
glyceride content was measured with Triglyceride Reagent (T2449,
Sigma-Aldrich) and Free Glycerol Reagent (T2449, Sigma-Aldrich).
Glycerol Standard (G7793, Sigma-Aldrich) was used as a reference
standard. OD was measured at 450 nm. Total cholesterol and free fatty
acids were assayed using commercially available kits (Cholesterol FS # 1
1300 99 10 021, DiaSys, and free fatty acid quantification kit, MAK044,
Sigma-Aldrich, respectively).

2.5. Liver histological analysis

Liver was fixed in 4% formaldehyde overnight, processed, and
embedded in paraffin wax by an automatic sample preparation system
(LOGOS One, Milestone). Serial histological sections of 4 um thickness
were cut, deparaffinized, rehydrated for hematoxylin and eosin (H&E)
staining (05-06004/L, 05-10007/L, Bio-Optica) or sirius red staining
(P6744 and 365548, Sigma-Aldrich). The slides were scanned on a Zeiss
AxioScan.Z1® slide scanner (Zeiss, Jena, Germany) at 20X
magnification.

Whole tissue was analyzed with QuPath software (version 0.4.1.)
(Bankhead et al., 2017). To localize and quantify inflammatory foci, the
"Cell Detection" command was used followed by the "Cell Classification"
command for identification of immune cells. Each inflammatory focus
was manually drawn, measured, and counted. To quantify sirius red
staining, the “Estimate Stain Vectors” command was applied to each
slide and then the percentage of staining was calculated with the “Pos-
itive Cell Detection™ command.

2.6. I histochemical staining and quantification

Serial histological sections of 4 ym thickness were cut, deparaffi-
nized, and rehydrated. For antigen unmasking, sections were placed in
10 mM sodium citrate buffer (pH 6.0) and incubated in a heat-induced
antigen retrieval chamber for 20 min at 121 °C. After washing, sec-
tions were blocked for 30 min with 5% goat serum. Rabbit anti-mouse
Ki-67 primary antibody (MA5-14520, Invitrogen) and rabbit anti-
mouse alpha-smooth muscle actin (a-SMA) primary antibody
(#19245, Signaling Technology) were then incubated overnight at 4 °C
(1:200 dilution). After washing, tissue sections were incubated for 30
min at room temperature with InmPRESS® HRP Goat Anti-Rabbit IgG
Polymer Detection Kit (Vector Laboratories, Inc., United States) and
staining was exposed with SignalStain® DAB Substrate (#8059, Cell
Signaling Technology). Nuclear staining with hematoxylin was per-
formed before addition of mounting medium. The slides were then
scanned under 20X magnification as described earlier. Inmunostaining
quantification was performed with QuPath software. The percentage of
cells positive for either Ki-67 or a-SMA staining was calculated with the
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"Positive Cell Detection" command.

For apoptosis analysis in liver sections, the In Situ Cell Death
Detection Kit, TMR red TUNEL technology (#12156792910, Roche) was
performed according to manufacturer’s specifications. Tissue sections
were dewaxed, rehydrated as described earlier, and pretreated in per-
meabilization solution (0.1% Triton X-100 *, 0.1% sodium citrate) for 8
min. After washing, the samples were labeled with the TUNEL reaction
mixture and incubated for 60 min at + 37 °C in a humidified atmosphere
in the dark. Sections were counterstained with DAPI (Molecular Probes,
Eugene OR, USA). The slides were then scanned at 20X magnification
and the percentage of positive cells was quantified with the "Positive
Cell Detection" command in QuPath software.

2.7. Real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR)

Liver tissue samples were homogenized with ceramic beads using a
FastPrep-24 tissue homogenizer (MP Biomedical). Total RNA was
extracted with the NucleoSpin® RNA kit (Macherey-Nagel). Transcript
levels of genes were quantified with the StepOne™ Real-Time PCR
system using a SYBR Green PCR master mix (Thermo Fisher Scientific).
The primer sequences were designed using Primer Express 3 (Thermo
Fisher Scientific) and are available upon request. Melting curve analyses
were performed for each sample and gene to confirm the specificity of
the amplification. The relative expression of each target gene was
normalized to the relative expression of the Polr2a gene. Quantification
of target gene expression was based on the comparative cycle threshold
(Ct) value. The fold changes in the target genes were analyzed by the
2748 method.

2.8. Liver malondialdehyde (MDA) analysis

Liver lysates were incubated with acetic acid and sodium dodecyl
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sulfate at 95 °C for 1 h, followed by centrifugation at 800 g for 10 min.
Supernatants were transferred to a black 96-well plate and the fluores-
cence intensity was measured at iex = 532 and Aem = 553 nm. 1,1,3,3-
Tetramethoxypropane (Sigma-Aldrich) was used as a standard. Protein
concentration in samples was determined using the DC™ protein assay
(Bio-Rad Laboratories). Liver MDA concentration was normalized by the
sample protein concentration and expressed as nanomoles per mg of
protein.

2.9. Statistics

Results are expressed as mean + standard error of the mean. The
statistical significance of differences between experimental groups was
calculated using the Mann-Whitney nonparametric U test (GraphPad
Prism software, USA). Statistical significance was defined as p < 0.05.

3. Results

Exposure to 36 um RB and 116 ym GB PE microbeads individually or
in combination for 6 and 9 weeks did not induce mouse mortality, gross
clinical symptoms, or significant body weight variation compared to the
control group (Suppl. Fig. 1A). After 9 weeks of exposure, the mice
exposed to RB-contaminated diet showed increased serum AST and ALT
activities, suggesting potential hepatotoxicity of PE microbeads (Suppl.
Fig. 1B).

3.1. PE microbeads cause disturbances in liver lipid metabolism

Hepatic transcriptional levels of genes related to fatty acid meta-
bolism were evaluated using RT-qPCR to determine the effect of PE
microbead exposure (Luo et al., 2019; X. Wang et al., 2023b). After a
6-week administration period, the relative expression of two genes
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Fig. 1. Effects of polyethylene (PE) exposure on liver lipid metabolism. Mice were exposed to food spiked with 100 pg/g of PE microbeads (red beads (RB), green
beads (GB), or RB+GB; n = 10/group) or control food (CT; n = 10) for 6 and 9 weeks. Gene expression was quantified by RT-qPCR for (A) fatty acid uptake markers,
(B) p-oxidation markers, (C) fatty acid synthesis markers, and (D) triglyceride synthesis markers. In addition, biochemical analysis of liver (E) cholesterol, (F) tri-
glyceride and (G) free fatty acid levels were assessed. Upper panel: 6 weeks exposure. Medium and lower panel: 9 weeks exposure. * p < 0.05, * * p < 0.01,
* *% p < 0.005, and * ** * p < 0.001 compared to the control group as determined by the Mann-Whitney U test.
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involved in fatty acid uptake, platelet glycoprotein 4 (Cd36) and fatty
acid binding-protein, liver (Fabp1), were increased in mice exposed to
RB+GB contaminated food as compared to control mice (Fig. 1A).
Exposure to RB-contaminated food induced downregulation of Fabp1 in
liver. The third marker of fatty uptake, long-chain fatty acid transport
protein 2 Slc27a2/Fatp2, was not modified by PE dietary exposure. A
two-fold increase in expression of the peroxisome proliferator-activated
receptor alpha (Ppara) gene was detected after exposure to both types of
PE microbeads, whereas the transcription of the others genes involved in
p-oxidation, including peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1 (Acox1),
carnitine O-palmitoyltransferase 1, liver isoform (Cptla), and
medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial
(Acadm), did not vary between groups (Fig. 1B). For genes involved in
fatty acid synthesis, levels of peroxisome proliferator-activated receptor
gamma (Pparg) and acyl-CoA desaturase 1 (Scdl) were elevated in the
liver of RB+GB exposed mice, and fatty acid synthase (Fasn), ATP-citrate
lyase (Acly), and acetyl-CoA carboxylase 1 (Acaca) were significantly
upregulated in all groups of PE-exposed mice (Fig. 1C). Genes involved
in triglyceride synthesis, diacylglycerol O-acyltransferase 1 (Dgatl),
diacylglycerol O-acyltransferase 2 (Dgat2), glycerol-3-phosphate acyl-
transferase 1, mitochondrial (Gpam), and microsomal triglyceride
transfer protein large subunit (Mttp), were not modified by PE exposure,
with the exception of Gpam which was increased in GB-exposed mice
(Fig. 1D). After 9-week exposure, significant modulation of fatty acid
metabolism markers was also observed. Exposure to RB microbeads
downregulated the expression of Fabpl and Acox1 and upregulated the
expression of Dgatl. Exposure to GB microbeads increased the levels of
Fatp2, Cptla, and Gpam. Expression of Ppara and Pparg was higher in
liver of mice exposed to GB and RB+GB. The relative expression of Cd36,
Acaca, and Mttp was increased in all groups of PE-exposed mice. In
summary, dietary exposure to PE microbeads disturbed genes associated
with fatty acid metabolism in favor of increased mRNA levels of genes
associated with fatty acid uptake, f-oxidation, and synthesis.
Biochemical parameters of the liver were also evaluated. Liver
cholesterol levels were significantly increased in mice fed with food
contaminated with GB microbeads (Fig. 1E). Hepatic triglycerides were
elevated in mice exposed to RB-+GB-contaminated food (Fig. 1F). The
hepatic levels of free fatty acids were not significantly modified
(Fig. 1G). Taken together, these data show that dietary exposure to PE
microbeads altered lipid metabolism in liver of exposed mice.
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3.2. PE microbeads alter liver detoxification and oxidative defense
biomarkers

Hepatic metabolism is generally conducted in two phases and carried
out by distinct groups of enzymes. For phase 1, hepatic cytochrome p450
(Cyp) is the main enzyme group. Among this gene family, Cyp2a4 and
Cyp2b10 mRNA levels were increased in the three groups of PE-exposed
mice after 6-week exposure (Fig. 2A). The upregulation of Cyp2a4 in
liver was also observed after 9-week exposure. The main phase 2
xenobiotic metabolizing enzymes are glutathione S-transferases and
UDP glucuronosyl-transferases. Levels of Gstal were upregulated in
livers of mice exposed to RB, GB, and RB-+GB after 6 weeks, and Ugtlal
in liver of RB+GB-exposed mice after 9-week exposure.

The effect of PE dietary exposure was evaluated using biomarkers of
liver oxidative stress. In 6-week exposed mice, transcripts of nitric oxide
synthase, inducible (Nos2), catalase (Cat), nuclear factor erythroid 2-
related 2 (Nfe2l2), NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1 (Ngol), and
heme oxygenase 1 (Hmox1) were elevated in mice fed RB+GB (Fig. 2B)
and Cat levels were decreased in liver of mice fed RB-contaminated food.
Superoxide dismutase [Cu-Zn] (Sod1l), superoxide dismutase [Mn],
mitochondrial (Sod2), and glutathione peroxidase 1 (Gpx1) relative
levels were not modified. In 9-week exposed mice, Nfe2l2 was upregu-
lated in GB-exposed mice and Ngol was overexpressed in mice exposed
to RB and RB+GB. Hmox1 transcription was increased in liver of mice
fed RB, GB, and RB+GB. Liver MDA content, a marker of lipid peroxi-
dation levels, was decreased in mice exposed to RB for 6 weeks, and
increased in mice exposed to RB+GB for 6 weeks and to RB for 9 weeks
(Fig. 2C). Therefore, in mice, the processes of detoxification and
oxidative defense were altered by dietary exposure to PE microbeads.

r
J

3.3. Effect of PE microbeads on liver ii

H&E staining was used to analyze histological changes within liver
tissues (Fig. 3A). No overt signs of necrosis, ballooning, edema, or hy-
peremia were observed. As focal inflammation is the most frequently
observed inflammatory lesion of liver in rodent toxicity studies, the
number and size of the inflammatory foci present in hepatic parenchyma
were quantified (Oliveira et al., 2019) (Fig. 3A-B). Although the abun-
dance of inflammatory foci was unmodified, their size was significantly
increased in liver of mice exposed to RB+GB for 6 weeks compared to
controls. After 9-week exposure, the inflammatory foci were more
numerous in mice exposed to GB and RB+GB. There was a similar trend
for the size of inflammatory foci with a significance threshold reached
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Fig. 2. Effects of polyethylene (PE) exposure on liver xenobiotic metabolism and oxidative stress markers. Mice were exposed to food spiked with 100 ug/g of PE
microbeads (red beads (RB), green beads (GB), or RB+GB; n = 10/group) or control food (CT; n = 10) for 6 and 9 weeks. Gene expression was quantified by RT-qPCR
for (A) xenobiotic-metabolizing enzymes, and (B) oxidative stress genes. (C) Analysis of liver MDA levels. Upper panel: 6 weeks exposure. Lower panel: 9 weeks
exposure. * p < 0.05, * * p < 0.01, * ** p < 0.005, and * ** * p < 0.001 compared to the control group as determined by the Mann-Whitney U test.
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Fig. 3. Effects of polyethylene (PE) exposure on liver injury. Mice were exposed to food spiked with 100 pg/g of PE microbeads (red beads (RB), green beads (GB), or
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pictures of liver sections stained with H&E. (B) Quantitative assessment of the number and size of inflammatory foci. (C) Gene expression of liver cytokines/che-
mokines. Left: 6 weeks exposure. Right: 9 weeks exposure. * p < 0.05, * * p < 0.01, * ** p < 0.005, and * ** * p < 0.001 compared to the control group as deter-

mined by the Mann-Whitney U test.

for the RB+GB group. Major liver cytokines and chemokines were
quantified at the transcriptional level (Fig. 3C). After 6-week exposure,
the mRNA abundance of tumor necrosis factor (Tnf), interferon gamma
(Ifng), interleukin-1 beta (Il1b), interleukin-6 (116), CC motif chemokine
2 (Ccl2), and C-C motif chemokine 5 (Ccl5) were increased in mice fed
RB+GB compared to control mice. Decreased levels of Il1b and Il6
transcripts were also quantified in GB- and RB-exposed mice, respec-
tively. After 9-week exposure, downregulation of Il1b was observed in
both RB- and GB-exposed mice. 116 levels were highly elevated in liver of
mice fed RB+GB. CCI2 mRNA was upregulated in GB-exposed mice.
These results show that co-exposure to RB and GB PE microbeads
induced low grade inflammation of the liver.

3.4. PE microbeads induce liver cell proliferation

Proliferation marker protein Ki-67 (Mki67) is a marker of cell divi-
sion and its overexpression is an indicator of proliferation (Dubuquoy
et al.,, 2015). Relative mRNA expression of Mki67 was increased after
6-week exposure to RB+GB, and after 9-week exposure to GB and
RB+GB (Fig. 4A). Immunohistochemical staining of Ki-67 protein
confirmed the increased number of Ki-67-positive cells in liver of mice
exposed to RB+GB, both after 6- and 9-week exposure (Fig. 4B),
showing that dietary exposure to PE increased cell proliferation in liver.
Because apoptosis can be induced to protect the liver from an over-
shooting proliferative response (Campana et al., 2021), and PS MP
exposure has been shown to induce liver apoptosis (Li et al., 2021; S.
Wang et al., 2023a), we sought to determine whether apoptosis was

affected in our experimental conditions ( Fig. 4C). The TUNEL staining
showed no modification of apoptosis by PE MP ingestion.

3.5. PE microbeads alter expression of hepatic cell markers

Markers of the main cell types in liver were quantified by RT-qPCR
(Saleh et al., 2021; Yang et al., 2021). The levels of specific gene
markers of hepatocytes, albumin (Alb) and hepatocyte nuclear factor
4-alpha (Hnf4a), were not modified after 6-week exposure but increased
after 9-week exposure to RB+GB (Fig. 5A). The specific markers of
cholangiocytes, hepatocyte nuclear factor 1-beta (Hnflb) and tran-
scription factor SOX-9 (Sox9), were increased in RB-exposed mice and
decreased in GB-exposed mice after 6-week exposure (Fig. 5B). After
9-week exposure, Hnf1b mRNA was downregulated in GB-exposed mice
and both Hnflb and Sox9 were decreased in mice fed RB+GB. The
specific markers of hepatic stellate cells (HSCs), actin, aortic smooth
muscle (Acta2) and platelet-derived growth factor subunit A (Pdgfa),
were upregulated after 6-week exposure to RB+GB (Fig. 5C). After
9-week exposure, levels of Pdgfa were elevated in mice fed RB, GB, and
RB+GB. The specific markers of portal fibroblasts, elastin (Eln) and
Thy-1 membrane glycoprotein (Thyl), were unmodulated by dietary
exposure to PE microbeads (Fig. 5D). The levels of the specific markers
of Kupffer cells, macrosialin (Cd68) and C-type lectin domain family 4
member F (Clec4f), were unaltered after 6-week exposure but either
downregulated (Cd68) or upregulated (Clec4f) after 9-week exposure to
GB microbeads.
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Fig. 4. Effects of polyethylene (PE) exposure on liver cell proliferation and apoptosis. Mice were exposed to food spiked with 100 pg/g of PE microbeads (red beads
(RB), green beads (GB), or RB+GB; n = 10/group) or control food (CT; n = 10) for 6 and 9 weeks. (A) mRNA quantification of the proliferative marker Ki-67. (B)
Representative pictures of Ki-67-stained liver and Ki-67 immunostaining quantification. (C) Representative pictures of TUNEL-stained liver and TUNEL immuno-
staining quantification * p < 0.05, * * p < 0.01, * ** p < 0.005, and * ** * p < 0.001 compared to the control group as determined by the Mann-Whitney U test.
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Fig. 5. Effects of polyethylene (PE) exposure on markers of main liver cell types. Mice were exposed to food spiked with 100 ug/g of PE microbeads (red beads (RB),
green beads (GB), or RB+GB; n = 10/group) or control food (CT; n = 10) for 6 and 9 weeks. Gene quantification of cell type-specific biomarkers for (A) hepatocytes,
(B) cholangiocytes, (C) hepatic stellate cells, (D) portal fibroblasts, and (E) Kupffer cells. Upper panel: 6 weeks exposure. Lower panel: 9 weeks exposure. * p < 0.05,
**p <0.01, * ** p < 0.005, and * ** * p < 0.001 compared to the control group as determined by the Mann-Whitney U test.

groups showed a significant increase of serum AST and ALT activity
levels compared to the control group (Fig. 7A). The elevated AST and
ALT activity levels were significantly worsened in mice fed RB+GB

3.6. PE microbeads exacerbate the development of CCly-induced liver

fibrosis

Since at least one HSC marker was upregulated after both 6 and 9
weeks of combined PE MP exposure, we performed sirius red staining to
assess collagen deposition and therefore HSC activation (Fig. 6). Sirius
red positive areas were increased in liver of mice exposed to GB for 6
weeks (Fig. 6A) and exposed to GB and RB+GB for 9 weeks (Fig. 6B).
Since the activation of HSCs and their conversion into myofibroblasts
play key roles in the development of liver fibrosis, we assessed the ef-
fects of dietary exposure to PE microbeads in a mouse model of induced
liver fibrosis by repeated ip. administration of CCly. All CCls-induced

compared to control mice. Sirius red staining and immunohistochemical
staining of a-SMA were used to evaluate the degree of fibrosis (Fig. 7B).
Results showed that collagen deposition and «-SMA protein were pre-
sent in liver of mice repeatedly administered CCls, confirming the in-
duction of hepatic fibrosis. This was also confirmed by the quantitative
increase of both sirius red and a-SMA positive areas in all the CCly
fibrotic groups compared with the control group (Fig. 7C-D). Further-
more, the areas positive for sirius red and a-SMA were significantly
increased in mice exposed to GB and RB+GB compared to fibrotic mice
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exposed to uncontaminated food. Consistent with these results, bio-
markers of hepatic fibrosis, including Acta2, Pdgfa, collagen alpha-1(I)
chain (Collal), and vimentin (Vim), were significantly upregulated in
the 4 groups of mice repeatedly exposed to CCl4 (Fig. 7E). Exposure to

Pdgfa

Fibrotic markers

Fig. 7. Effects of polyethylene (PE) exposure on susceptibility to liver fibrosis. Mice were exposed to food spiked with 100 pg/g of PE microbeads (red beads (RB),
green beads (GB), or RB+GB) or control food for 8 weeks (n = 8/group). Mice were administered carbon tetrachloride (CCly; 0.2 ml/kg bw) to induce liver fibrosis or
olive oil as a control (CT) by ip. injection once a week for 8 weeks. (A) Serum alanine transaminase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) activity levels. (B)
Representative images of liver sections stained with sirius red (upper panel) and «-SMA (lower panel). (C) Sirius red-positive area quantification. (D) a-SMA-positive
area quantification. (E) mRNA quantification of liver fibrotic markers. * p < 0.05, * * p < 0.01, * ** p < 0.005, and * ** * p < 0.001 compared to the control group;
# p < 0.05, ## p < 0.01, and ### p < 0.005 compared to the CCl; group, as determined by the Mann-Whitney U test.

GB enhanced the upregulation of Vim in liver as compared to control
food. Exposure to RB+GB significantly enhanced the expression of
Acta2, Pdgfa, Collal, and Vim transcripts in liver. As a whole, these
results show that dietary PE exposure exacerbated CCls-induced liver
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fibrosis.
4. Discussion

PE is the second-most commonly used commercial polymer. It is used
in various industries, including agricultural mulches, composite mate-
rials, and packaging (El-Sherif et al., 2022). PE is the predominant
polymer in personal care products as well as marine samples (Aka-
nyange et al, 2022), and among the most frequently detected MP
polymers in food, water, and beverages (Vitali et al., 2022). Increasing
evidence indicates that dietary exposure to PE MPs alters morphology,
mucin release, and immune and inflammatory responses in the gut
(Djouina et al., 2022a; Li et al., 2020; Sun et al., 2021). Moreover, it
disturbs intestinal microbiota composition and metabolism (Djouina
et al., 2022a; Li et al., 2020; Sun et al., 2021). However, less is known
about the effects of PE on liver. In this study, we evaluated the hepa-
totoxicity of PE MPs after 6- and 9-week exposures. Two different
average sizes of PE microbeads were used, 36 um (RB) and 116 ym (GB),
either individually or in combination. Since hallmarks of hepatotoxicity
have been described following mouse exposure to MPs composed of
other polymers, we investigated whether PE RB and GB can cause
similar adverse hepatic effects.

The PE MPs studied are of 36 and 116 pm average diameter size. The
2 types of MPs were chosen in order to reproduce what has been
detected in human feces (N. Zhang et al., 2021b). There was about a
3-fold difference in diameter between the 2 types of MPs, in order to
raise the issue of size-dependency of MP hepatoxic effects. No parameter
showed opposite variation between 36 and 116 um MPs. The variations
observed in our study were either common or specific to the 2 types of
MPs. For example, after 9-week exposure, the increase of Cd36, Acaca,
and Mttp was common between 36 and 116 um MPs, the down-
regulation of Fabpl and Acox1l was specific to 36 um MPs, and the
upregulation of Slc27a2, Cptla, Pparg, Gpam was specific to 116 um
MPs. At first glance, the dissimilarity between 36 and 116 ym MPs
cannot be explained by a difference in the cell internalization pathway,
since the 2 types of MPs are too large to be internalized by liver or im-
mune cells (Beijer et al., 2022; Stock et al., 2021). However, our data do
not allow to determine whether the administered MPs were degraded by
digestion, which would have resulted in bringing liver cells into contact
with MPs of internalizable size. Literature data on the fate of ingested
PM are contradictory. In vitro, two studies argue against PE degradation
through digestion. Stock et al. showed that artificial in vitro digestion of
4 pm PS particles modified their surface and increased their size. Such
changes did not occur for 67 ym PP, 136 ym PVC, 60 um PET, and
notably 90 pm PE MPs (Stock et al., 2020). Fournier et al. exposed
1-10 um PE MPs to the mucosal artificial colon M-ARCOL, a one-stage
fermentation system, which simulates the mean physico-chemical and
microbial parameters of the human colon, including not only the
luminal but also mucosal microbiota through an external mucin-alginate
beads compartment. They did not observe major changes in the poly-
meric surface composition of PE MPs (Fournier et al., 2023). By contrast,
Tamargo et al. subjected PET MPs to digestion simulation in a stan-
dardized in vitro static model and to gut-microbial dynamic fermenta-
tion using the simgi® model. They observed structural degradation of
the PET MPs during the gastrointestinal digestion (Tamargo et al.,
2022). In vivo, the studies have reported inconsistent findings on liver
accumulation of smaller MPs as compared with the one used in the
current work. In a first study, Deng et al. showed that both 5 and 20 ym
PS MP accumulated in liver after 28-day oral exposure (Deng et al.,
2017). By contrast, after 21 weeks of exposure to the PS MPs
(40-100 pm), no notable accumulation of MPs was observed in the gut
or liver, although mice exhibited gut microbiota dysbiosis, tissue
inflammation, and plasma lipid metabolism disorder (Deng et al., 2022).
Lee et al. exposed mice to 10-50 um PE MPs for 28 days. No particles
were detected in the liver, spleen, kidney, or heart, while MPs were
found in lung, stomach, duodenum, ileum, and serum (Lee et al., 202.2).
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Lastly, the findings of Zaheer et al. suggested that, in mice fed with
10-20 um PE MPs for 1 week, PE MPs digested in the stomach were
deposited into the gut, and the smaller-sized PE fragments transitioned
and accumulated in the brain (Zaheer et al., 2022). In view of these
studies, it seems unlikely that PE MPs reached the liver in our experi-
mental conditions. Therefore, the effects are more likely to be mediated
indirectly, in particular through the effects of MPs on dysbiosis and in-
testinal immunity, themselves differently impacted depending on the
size of the ingested MPs (Djouina et al., 2022b).

In the current work, two times of exposure, 6 or 9 weeks, were
evaluated. The effects of MP exposure are known to be time-dependent
(Dolar et al., 2022; Shi et al., 2022; Xue et al., 2021), and our aim was to
identify common effects between both exposure time and therefore to
highlight and rather focus on long lasting effects. After 6-week exposure,
36 um PE MP exposure decreased liver lipid peroxidation, whereas it
increased it after 9-week exposure. The time-dependent effects of MP on
oxidative stress has been previously reported in earthworm and bivalves
(Lackmann et al., 2022; Z. Li et al., 2022; L. Li et al., 2022). In liver of
mice exposed for 1 week to 1 ym PS MP, the major metabolic response
was related to oxidative stress, which was no longer the case after
2-week exposure (Shi et al., 2022). Our findings further confirm that
MPs exert a time-dependent effect on liver oxidative and antioxidative
balance.

Results showed that PE ingestion enhanced the transcriptional
expression of several genes involved in fatty acid metabolism. Most
notably, Acaca was elevated in mice exposed to both PE microbeads
either individually or in combination and at both endpoints. This gene is
responsible for catalyzing the rate-limiting step of de novo lipogenesis
and regulates fatty acid p-oxidation in hepatocyte (Bates et al., 2020). In
addition to its role of lipid accumulation in hepatocytes, ACACA pro-
motes HSC activation and thus fibrosis, which is in accordance with our
results regarding HSC and fibrosis. PE ingestion also led to increased
cholesterol and triglyceride levels.

Liver lipid metabolism has previously been studied in response to PS
MP ingestion. In contrast to PE, ingestion of PS MPs in drinking water
(100 and 1000 pg/1 for 5 weeks) decreased Cd36 and Pparg mRNA
expression, leading to decreased triglyceride and total cholesterol liver
accumulation (Lu et al., 2018). Aged PS MPs were shown to decrease
relative mRNA expression of liver SrebpIc, Fasn, and Scdl, favoring a
decrease of lipid accumulation in liver similarly to PS MPs (Yang et al.,
2022). It is important to note that the latter study observed these out-
comes only in female mice, indicating that the effects of PS MPs in liver
lipid metabolism are sex-specific. Moreover, maternal exposure to PS
MPs in drinking water during gestation decreased total cholesterol he-
patic levels in both male and female offspring, which was associated
with downregulation of numerous genes involved in fatty acid uptake,
p-oxidation, and synthesis (Luo et al., 2019). Similarly, PVC ingestion
(0.5 mg/day for 60 days) induced decreased hepatic triglyceride levels
(Chen et al., 2022). Therefore, the effects of PE appear to be opposite
compared to PS and PVC, since our data supports hepatic lipid accu-
mulation by PE. The effect on lipid digestion is also different between
types of polymers. Using an in vitro gastrointestinal digestion model, PS,
PET, PE, PVC, and polylactic-co-glycolic acid reduced lipid digestion,
and PS had the strongest inhibition (Tan et al., 2020). In this study, two
mechanisms were identified for PS effects on lipid digestion: (1) PS MPs
decreased the bioavailability of lipid droplets via forming large
lipid-MPs heteroaggregates due to the high MP hydrophobicity; and (2)
PS MPs adsorbed lipase, and reduced its activity by changing the sec-
ondary structure and disturbing the essential open conformation.
Further studies are needed to better understand how polymers interact
with lipids.

Ingestion of PE significantly induced the expression of xenobiotic
metabolizing enzyme expression. For example, Cyp2a4 expression was
upregulated by both RB and GB, either individually or in combination, at
6- and 9-week exposures. CYP2A4 expression is strongly female-biased
(female/male ratio of ~1000) and catalyzes testosterone
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hydroxylation (Nail et al., 2021). CYP2A4 has a broad substrate speci-
ficity, including steroid hormones, lipids, and other xenobiotics such as
cadmium (Wang et al., 2022). Other liver defense mechanisms include
genes encoding nitric oxide synthase 2 and catalase as well as Nfe2l2,
Ngo1l, and Hmox1. PE ingestion modulates genes that regulate oxidative
stress, which is consistent with other studies that show liver oxidative
damage following ingestion of PS MPs (Li et al., 2021; Mu et al., 2022),
PS nanospheres (Yasin et al., 2022), and PVC MPs (Chen et al., 2022).

Our results demonstrate that PE can induce low-grade inflammation
in liver as shown by the increased presence of hepatic inflammatory foci
and upregulation of inflammatory cytokines. Similarly, exposure to PS
MPs (500 and 1000 mg/1) caused IL-1p secretion in liver (Mu et al.,
2022), and exposure to PS MPs (0.5 mg/mouse) increased the infiltra-
tion of natural killer cells and macrophages to non-parenchymal liver
cells and dysregulated the expression of several cytokines (Zhao et al.,
2021). Although pro-oxidative and pro-inflammatory effects are pre-
dominant in hepatic response to PE MP exposure, anti-inflammatory
response was also observed. For example, 116 um PE MP exposure led
to I11b downregulation after 6- and 9-week exposure. These findings are
in accordance with results obtained with human cell lines, showing that
PE MP exposure induced pro-inflammatory cytokine response in kera-
tinocytes, whereas opposite effect was observed in THP-1 and U937
immune cells (Gautam et al., 2022). The MP induced cell-specific im-
mune modulation remains to be elucidated.

PE MP ingestion led to hyperproliferation of the liver which can have
potential consequences for the promotion of hepatocarcinogenesis.
Based on hepatic cell markers and collagen deposition staining, our data
suggests that HSCs could be the target of hyperproliferation which
prompted an investigation into the effects of PE ingestion on liver
fibrosis susceptibility. PE exposure was found to increase the severity of
CClg-induced hepatic fibrosis, which is based on data showing a signif-
icant elevation of collagen and a-SMA deposition in liver as well as
enhanced expression of several fibrotic markers.

Shen et al. demonstrated that PS MPs administrated at either 0.1 or
1 mg/1 in drinking water for 60 days was sufficient to induce develop-
ment of severe liver fibrosis in mice. In contrast, sub-chronic PE dietary
contamination induced weak liver fibrosis under healthy conditions, and
worsened fibrogenesis under profibrotic conditions. It is not possible at
this time to determine whether these dissimilarities on fibrosis outcomes
were due to differences in experimental design or chemical differences
in the polymers. Other studies have also shown that polymer MPs can
worsen preconditions. For example, exposure to PS was shown to
exacerbate cyclophosphamide and acetaminophen-induced liver injury
(Liu et al., 2022; Wen et al., 2022). Moreover, PS NPs potentiated the
development of hepatic fibrosis in mice fed a high-fat diet (7. Li et al.,
2022; L. Li et al., 2022). These results raise concerns that MP exposure
could aggravate pre-existing liver pathologies in susceptible individuals.

More research is necessary to determine the human relevance of
these results. Recent studies, however, have started to explore the effects
of PS in human pluripotent stem cell-derived liver organoids (Cheng
et al, 2022a, 2022b). Several hallmarks of hepatoxicity, such as
increased inflammation and compromised antioxidative balance,
observed in vivo have been confirmed in human liver organoids. Fatty
acid p-oxidation inhibition leading to steatosis was also consistently
observed in mouse studies and in human liver organoids. In addition, an
increase in the fibrotic marker Collal was also detected in liver orga-
noids (Cheng et al., 2022a).

5. Conclusion

In summary, the present study demonstrated that PE MP food
contamination alters defense mechanisms and promotes lipid accumu-
lation, low-grade inflammation, and cell proliferation in mouse liver.
Dietary PE exposure worsened fibrogenesis in a model of CCls-induced
liver fibrosis. This study shows that PE exposure, similarly to PS, can
lead to adverse effects in the liver. Overall, these findings confirm that

Ecotoxicology and Environmental Safety 264 (2023) 115417

ubiquitous contamination by MPs has the potential to contribute to the
aggravation of chronic liver pathologies.
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Oral exposure to polyethylene microplastics induces inflammatory and metabolic changes and
promotes fibrosis in mouse liver.
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Suppl Figurel: Effects of PE exposure on mice: Mice were exposed to food spiked with 100 pg/g of
PE microbeads (red beads (RB), green beads (GB), or RB+GB, n=10/group) or control food (CT;
n=10) for 6 and 9 weeks. (A) Body weight variation and (B) Serum AST and ALT activity levels. *

p<0.05 compared to the control group as determined by the Mann-Whitney U test.
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2.3.Conclusion de l'article 3

En résumé, cette étude met en évidence les effets de la contamination alimentaire par les
microplastigues de polyéthylene sur le foie des souris. Elle démontre que cette
contamination altére les mécanismes de défense, favorise I'accumulation de lipides,
l'inflammation de bas grade et la prolifération cellulaire hépatique. De plus, I'exposition au
polyéthylene par I'alimentation aggrave la fiborogénese dans un modéle de fibrose hépatique
induite par le CCla. Ces résultats confirment le potentiel des microplastiques ubiquitaires a

contribuer a l'aggravation des pathologies hépatiques chroniques, soulignant ainsi la

nécessité d'évaluer plus en détail les risques pour la santé humaine.
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Discussion & perspectives générales

Les contaminants alimentaires constituent un probléme de santé publigue majeur a I'échelle
mondiale. lls sont présents dans une variété d'aliments que nous consommons
guotidiennement, tels que les fruits, les légumes, les produits laitiers, les viandes et les
céréales. Ces contaminants peuvent provenir de diverses sources, telles que les pesticides
agricoles, les résidus de médicaments vétérinaires, les substances chimiques industrielles,
les toxines microbiennes et les résidus de plastiques. Leur présence dans notre alimentation
souleve des inquiétudes quant a leurs effets néfastes sur la santé humaine. En effet, une
exposition prolongée a ces contaminants est fortement suspectée d’entrainer des
probléemes de santé tels que des troubles métaboliques, des altérations du systeme
immunitaire, des dysfonctionnements hormonaux, des dommages génétiques et méme le
développement de maladies chroniques comme le cancer, les maladies cardiovasculaires
et les troubles neurologiques. Les contaminants alimentaires peuvent agir de différentes
maniéres, en interférant avec les fonctions normales du corps, en provoquant des réactions
inflammatoires, en perturbant I'équilibre hormonal ou en générant des composeés toxiques.
Par conséquent, il est essentiel de comprendre les risques associés a ces contaminants et
de mettre en place des mesures de controle et de prévention pour protéger la santé des

consommateurs.

Notre étude revét une importance significative dans le contexte plus large de la toxicologie
alimentaire et des impacts sur l'intestin et le foie. Les contaminants alimentaires sont une
préoccupation croissante en raison de leur potentiel a causer des effets néfastes sur la
santé humaine. En se concentrant spécifiguement sur limpact des contaminants
alimentaires sur l'intestin et le foie, notre étude apporte des informations importantes dans

la compréhension de la toxicologie de ces organes vitaux.

L'intestin et le foie jouent des roles essentiels dans le métabolisme et la détoxification des
substances ingérées. lls sont en contact direct avec les aliments et les contaminants qu’ils
véhiculent, ce qui en fait des sites clés pour évaluer les effets de la toxicité alimentaire. Les
cellules intestinales sont responsables de I'absorption des nutriments et des toxines, tandis
gue le foie est le principal organe de détoxification, filtrant les substances nocives du sang.
Par conséquent, comprendre les effets des contaminants alimentaires sur l'intestin et le foie

est crucial pour évaluer leur impact sur la santé humaine globale.

Nos études contribuent a cette compréhension en examinant spécifiquement les effets du
déoxynivalénol, un contaminant courant dans les céréales, sur lentérite et le

développement du cancer colorectal chez la souris. De plus, notre étude sur I'impact des
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microplastiqgues montre également les effets du polyéthyléne sur l'intestin et le foie dans des
conditions saines, ainsi que sur la fibrose dans des modéles murins. Ces deux contaminants
sont pertinents dans le contexte de la toxicologie alimentaire car ils sont présents dans notre
environnement alimentaire quotidien et suscitent de plus en plus de préoccupations quant

a leurs potentiels effets néfastes sur la santé digestive.

1. Analyse et discussion de I'impact du déoxynivalénol sur I'intestin en
condition pathologique
Le DON est une mycotoxine couramment présente dans notre alimentation, en particulier
dans les produits céréaliers. En raison de sa résistance aux différents processus de
transformation des aliments, le DON est fréquemment retrouvé dans les denrées que nous
consommons quotidiennement. Des études antérieures ont déja mis en évidence les effets
nocifs de cette mycotoxine sur l'intestin et le foie. Malgré les limites réglementaires établies
pour restreindre I'exposition humaine a une dose journaliere tolérable de 1 pug/kg de poids
corporel, de plus en plus de recherches suggéerent que le DON peut avoir des conséquences
néfastes sur la santé, méme a cette dose. En 2018, nous avons publié une étude mettant
en évidence les effets du DON sur I'équilibre intestinal & des doses pertinentes pour une
exposition chronique chez I'humain (article inclus dans la partie annexe). Nous avons
observé une augmentation des cytokines inflammatoires et une hyperprolifération des
cellules de la muqueuse (Vignal et al., 2018). Cependant, peu d'études ont exploré l'impact
de cette mycotoxine dans des contextes pathologiques tels que l'inflammation intestinale et

le cancer.

Compte tenu des effets observés du DON sur des animaux en état de santé normal, il était
essentiel d'étudier son impact sur des sujets vulnérables. En raison de ses propriétés
immunosuppressives et de son effet d'hyperprolifération, nous avons donc entrepris cette
etude en utilisant deux modeles de pathologies intestinales : I'entérite induite par

I'indométacine et le cancer colorectal associé a la colite induite par le DSS et I'AOM.

Dans cette étude, nous avons sélectionné des doses représentatives de l'exposition
humaine réaliste, soit 10 et 100 ug/kg de poids corporel/jour. Aprés une exposition de 8
jours aux deux doses sélectionnées, une augmentation significative de la prolifération des
cellules épithéliales intestinales a été observée notamment via I'augmentation de la taille
des cryptes et du nombre de cellules positives pour le marqueur de prolifération cellulaire,
PCNA (Proliferating Cell Nuclear protein), dans l'iléon, le jéjunum et le duodénum des souris.

Une augmentation similaire de la prolifération des cellules épithéliales intestinales a éte
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décrite dans le jéjunum des souris exposées a une concentration plus élevée (2 mg/kg) (J.
Zhou et al., 2019). L'exposition de porcelets au DON pendant 10 jours a une concentration
de 0,9 mg/kg daliment a entrainé une augmentation de la profondeur des cryptes dans le
jéjunum et le duodénum (Alizadeh et al., 2015). De plus, une exposition de porcs pendant
6 semaines a une dose de 12 ug/kg de poids corporel/jour a également montré une
augmentation de la profondeur des cryptes dans le jéjunum (Przybylska-Gornowicz et al.,
2015). Ces résultats soulignent les risques associés a la consommation de cette toxine,
méme a des niveaux faibles, dans des conditions d'exposition plus proches de celles de

I'Homme.

Nos données relatives aux effets de l'ingestion de DON sur l'intestin gréle ont également
révélé des conséquences néfastes. Une intoxication a court terme a entrainé une
aggravation de l'entérite induite par I'indométacine, tout comme il a été démontré que
I'ingestion de DON prédispose les poulets au développement de lésions gréliques dans un
modele infectieux d'entérite provoqué par Clostridium perfringens (Antonissen et al., 2014).
De plus, une contamination alimentaire avec une concentration de 8 mg/kg d'aliment de
DON pendant 4 semaines a été associée a une augmentation de la gravité des Iésions du
cblon dans un modéle de colite induite par le DSS (Payros et al., 2020). Des études plus
récentes ont révélé qu'une exposition de 28 jours a des doses de 25 et 50 pg/kg de poids
corporel/jour de DON aggrave la colite chez les souris C57BL/6, ce qui confirme nos propres
résultats (Gan et al., 2023). Dans l'ensemble, ces données indiquent que le DON a le
potentiel d'aggraver toute condition inflammatoire préexistante dans lintestin gréle,
indépendamment de son origine. Par conséquent, il est crucial de mener des recherches
approfondies sur l'implication du DON dans le développement d'entérites infectieuses et

allergiques, d'appendicites, d'ulceres gastriques et de maladies inflammatoires de l'intestin.

En complément des conditions inflammatoires, notre étude met également en évidence que
I'exposition au DON peut contribuer a la carcinogenése in vivo dans le modele du cancer
colorectal induit par 'AOM-DSS. Afin de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents,
nous avons réalisé une analyse approfondie de la diversité, de la structure et de la fonction
du microbiote caecale. Les résultats ont montré une augmentation de la diversité alpha chez
les souris exposées au DON par rapport aux témoins, reflétant un nombre relatif accru de
taxons bactériens. De plus, les indices de diversité béta ont révélé des différences
significatives dans la composition microbienne entre les trois groupes de souris,
principalement attribuables a un petit sous-groupe de taxons bactériens. Une observation

notable était I'augmentation de I'abondance relative de I'ordre des Campylobacterales, qui

These Madjid Djouina Impact toxicologique de contaminants alimentaires au niveau intestinal et hépatique 128



Discussion & perspectives générales

comprend la famille des Helicobacteraceae, dans les deux groupes exposés au DON. |
convient de noter que notre analyse n'a pas réveélé de variation significative de la souche
spécifique Helicobacter hepaticus, qui a été précédemment associée a la tumorigenese du

cblon initiée par 'AOM (Nagamine et al., 2008).

Les résultats de I'analyse de corrélation de Spearman montrent de fortes corrélations entre
les bactéries modifiées et les variables caractérisant le cancer colorectal, ce qui renforce
I'idée d'un réle important du microbiote intestinal dans les effets protumorigénes du DON.
La surabondance des groupes Eubacterium ruminantium, Coriobacteriaceae UCG-002,
Papillibacter et Fournierella, ainsi que la sous-abondance d'Anaeroplasma et Dubosiella,
pourraient contribuer a I'exacerbation du cancer colorectal induite par le DON. En patrticulier,
nos résultats montrant des corrélations négatives entre la plupart des variables mesurées
et l'abondance de Dubosiella suggérent que le défaut de cette souche pourrait étre un
mécanisme important contribuant a I'effet aggravant du DON dans le modéle AOM-DSS.

L'analyse utilisant PICRUSt2 a révélé une perturbation de plusieurs voies génétiques
microbiennes chez les souris exposées au DON, notamment celles impliqguées dans la
dégradation du fucose. Ces résultats concordent avec une étude antérieure qui a montré
une tendance a la diminution de I'abondance relative de la fraction de fucose dans les profils

d'oligosaccharides des mucines du duodénum chez les poulets exposés a un régime

contaminé par le DON (Antonissen et al., 2015).

Le fucose est un composant abondant des glycanes présents dans le tractus gastro-
intestinal des mammiféres, décorant les protéines et les lipides, en particulier a la surface
des cellules épithéliales exposées a la lumiere intestinale et dans les sécrétions mugueuses
(Pickard & Chervonsky, 2015). Les protéines fucosylées sont libérées dans la lumiere
intestinale ou le fucose est métabolisé par diverses communautés microbiennes intestinales
(Bocci & Winzler, 1969). De nombreuses especes bactériennes symbiotiques de l'intestin
sont capables d'utiliser le fucose, qui a été démontré pour avoir un effet protecteur dans
plusieurs modéles pathologiques, notamment sur les bactéries commensales lors
d'infections par des pathogenes intestinaux (Garber et al., 2021a; Pickard et al., 2014). Des
études ont montré que l'administration exogene de fucose peut inhiber le développement
de la colite chronique chez les souris (Ke et al., 2020), et que le L-rhamnose et le L-fucose
peuvent supprimer la croissance du cancer chez les souris (Tomsik et al., 2011). De plus,
une déficience en fucosylation chez les souris a été associée a I'apparition d’'une colite et

d’'un adénocarcinome (Y. Wang et al., 2017). Par conséquent, on peut supposer que la
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perturbation du métabolisme du fucose et du rhamnose chez les souris exposées au DON

pourrait étre un mécanisme favorisant la tumorigenése colorectale.

Associée a cette perturbation du métabolisme du fucose bactérien, I'exposition au DON a
révélé une augmentation de bactéries dites mucophiles, telles que Ruminococcus (Glover
et al., 2022) et Desulfovibrionaceae (Singh et al., 2023). Ces bactéries possedent un large
éventail d'enzymes actives sur les glucides (CAZymes), notamment des glycosides
hydrolases (GH) capables de cliver les liaisons glycosidiques présentes sur les mucines, en
particulier le fucose via la GH29 et la GH95, contribuant ainsi a la dégradation du mucus.
Dans notre étude, cette augmentation des bactéries dégradant les mucines a été associée
a une diminution de la surface du mucus observée sur des coupes histologiques colorées
au bleu alcian, sans présenter de variation de I'expression génigue de MUC2 (données non
publiées dans l'article). De plus, sachant que les souris déficientes pour le gene MUC2
(MUC27) développent spontanément une colite (Van Der Sluis et al., 2006) et des tumeurs
au niveau du colon (Velcich et al., 2002), cela renforce I'hnypothése selon laquelle la
dégradation potentielle du mucus par des bactéries du microbiote a la suite d'une ingestion
de DON pourrait contribuer a l'aggravation des lésions inflammatoires et tumorales dans

notre modeéle de colite associée au cancer.

De plus, les produits issus de la dégradation du mucus favoriseraient une alimentation
croisée (cross-feeding) entre les différentes bactéries du microbiote (Berkhout et al., 2021),
entrainant ainsi la prolifération de certaines especes opportunistes. C’est ce qui semble se
produire chez les souris exposées au DON, ou I'on observe une augmentation du fucose au
niveau luminal associée a une augmentation de certaines bactéries capables d’utiliser ce
monosaccharide. C’est notamment le cas des bactéries Acetatifactor (Pfeiffer et al., 2012)
et d’Helicobacter (Garber et al., 2021b), qui utilisent le fucose comme site d’adhésion et de
prolifération (T.-W. Liu et al., 2009). Ces deux bactéries ont été décrites comme aggravant
les lésions inflammatoires dans un modéle de colite au DSS pour Acetatifactor (C. Lee et
al.,, 2019) et les lésions tumorales dans un modéle murin de cancer colorectal pour
Helicobacter (Ralser et al., 2022). Ces données suggérent que I'aggravation du cancer
colorectal par le DON pourrait étre médiée par une dégradation du mucus associée a une

prolifération anormale de certaines espéces bactériennes.

D'autres mécanismes potentiels peuvent également contribuer a I'effet protumorigéne du
DON, notamment une augmentation du potentiel cancérigene des génotoxines présentes

dans l'alimentation ou dans le microbiote. Par exemple, dans la lignée cellulaire épithéliale
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intestinale non transformée IEC-6, le DON lui-méme n'est pas génotoxique, mais il aggrave
les dommages a I'ADN provoqués par une large gamme d'agents génotoxiques tels que
I'étoposide, le cisplatine et la phléomycine (Garofalo et al., 2022). De plus, une
contamination alimentaire par le DON a été associée a une augmentation des dommages
a I'ADN intestinal chez les rats colonisés par E. coli produisant de la colibactine, un peptide
polykétide capable d'alkyler I'ADN (Payros et al., 2017). Ces observations suggéerent que le
DON peut potentialiser les effets génotoxiques d'autres substances présentes dans

I'alimentation ou dans le microbiote, contribuant ainsi a la genése du cancer.

Il est important de noter que, malgré I'existence d’autres études révélant les effets
d'hyperprolifération suite a une stimulation par le DON, cette mycotoxine reste classée dans
le groupe 3 des composés cancérogenes selon la classification établie par le Centre
International de Recherche sur le Cancer (CIRC). Cette catégorie regroupe essentiellement
les agents d'exposition pour lesquels les indications de cancérogénicité sont insuffisantes
chez 'Homme et limitées chez I'animal de laboratoire (International Agency for Research on
Cancer, 1993).

2. Analyse et discussion de I|'impact des microplastiques de
polyéthyléne sur l'intestin et le foie
Il est important de souligner que le DON est un contaminant chimique alimentaire connu
depuis longtemps, et qu'il fait partie des contaminants pour lesquels une réglementation sur
leur présence dans les denrées alimentaires principales existe déja. En revanche, la
situation difféere pour les contaminants alimentaires émergents tels que les matieres
plastiques, dont la toxicité pour 'Homme reste a déterminer, et leur impact sur la santé
humaine n'est pas pleinement établi. Ces matiéres plastiques se retrouvent dans notre
alimentation sous différentes formes et tailles, appelées micro et nanoplastiques, et elles

sont constituées de différents polymeres.

Le polyéthylene est le deuxieme polymeére le plus couramment utilisé commercialement. I
est présent dans diverses industries, notamment celles des films agricoles, des matériaux
composites et des emballages (El-Sherif et al., 2022). Le PE est le polymere prédominant
dans les produits de soins personnels ainsi que dans les échantillons marins (Akanyange
et al., 2022), et il est 'un des polymeéres de microplastiques les plus frequemment détectés
dans les aliments, I'eau et les boissons (Vitali et al., 2022).
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L’objectif de nos études était d’évaluer si la présence de microplastiques de PE dans la
lumiére intestinale peut induire des perturbations chez I'héte au niveau intestinal et
hépatique. Nous avons étudié les effets de I'exposition orale a deux tailles moyennes
différentes de PE (36 um = RB (red bead) et 116 um = GB (green bead)). Ces tailles ont été
choisies car elles reproduisent ce qui a été détecté dans les selles humaines (N. Zhang et
al., 2021). La dose de PE choisie était de 16 mg/kg de poids corporel/jour, reflétant ainsi
une dose réaliste d’ingestion humaine de microplastiques (Dourson et al., 2022,
Senathirajah et al.,, 2021). Nous avons également testé I'exposition individuelle ou en
mélange des tailles de microplastiques afin de tenir compte de la possibilité d’effets additifs,

inhibiteurs ou synergiques.

Des preuves de plus en plus nombreuses indiquent que I'exposition alimentaire aux
microplastiques de PE altére la libération de mucus ainsi que la réponse inflammatoire de
l'intestin, et il a été démontré que cela perturbe également la composition et le métabolisme
du microbiote intestinal (B. Li et al., 2020; H. Sun et al., 2021). Cependant, on en sait

beaucoup moins sur les effets des microplastiques de PE sur le foie.

D’un point de vue intestinal, 'exposition aux microbilles de PE a principalement provoqué
une hypertrophie des cryptes, une caractéristique potentiellement impliguée dans la
tumorigenése intestinale et nécessitant une étude approfondie (Murray et al., 2021). De
plus, I'exposition aux RB a réduit 'expression des génes MUC2 et Villin 1, ainsi que le

recrutement des lymphocytes T CD8+ dans l'intestin gréle proximal.

La présence de microbilles de PE de différentes tailles a eu des effets variés sur
inflammation colique. L’exposition aux microbilles de PE plus grandes (GB) a entrainé une
augmentation de la proportion de neutrophiles et une altération de I'expression de plusieurs
genes, tels que Villin 1, Chromogranin A, Lgr5 (Leucine Rich Repeat Containing G Protein-
Coupled Receptor 5), Occludin, F11r (F11 Receptor) et IFNg, ainsi qu'un changement dans
le recrutement des macrophages anti-inflammatoires dans le c6lon. Ces résultats sont
cohérents avec une étude antérieure de Li et al., qui a montré une régulation a la hausse
des protéines TLR4 (Toll Like Receptor 4) , AP-1 (Activator protein 1) et IRF-5 (Interferon
regulatory factor 5) dans le colon suite & une exposition similaire a des microbilles de PE
de taille différente (10 a 150 um, 200 pg/g d’alimentation et exposition de 5 semaines),

suggérant un état pro-inflammatoire (B. Li et al., 2020).

En revanche, une étude de Sun et al. a montré que I'exposition a de plus petites microbilles

de PE (1 a 10 ym) a une dose de 0,2 ug/g de poids corporel par jour entrainait une
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diminution de l'expression d'IL13 et une augmentation de I'expression d'IL8 et d'IL10,
suggérant un effet immunosuppresseur de cette taille de PE (H. Sun et al., 2021). Ainsi, les
effets des microbilles de PE ingérées sur l'inflammation colique semblent dépendre de leur
taille, avec des effets radicalement différents observés entre les microbilles plus grandes et

les plus petites.

De plus, l'absorption des microbilles de PS par la lignée cellulaire épithéliale intestinale
humaine Caco-2 a été constatée plus importante pour les particules de 4 um que pour celles
de 1 ym (Stock et al., 2019), ce qui suggere que méme de légéeres différences de taille des
particules au moment de l'ingestion peuvent influencer la toxicité intestinale. Les effets des
microbilles de PE sur le microbiote semblent également dépendre de leur taille, avec des
variations observées dans I'abondance des phyla Firmicutes et Bacteroides en fonction de
la taille des microbilles (B. Li et al., 2020; Lu et al., 2018; H. Sun et al., 2021).

Les deux tailles de microbilles de PE ont provoqué des variations similaires dans
'abondance bactérienne au niveau de I'ordre chez les souris exposées. On a observé une
diminution de 'abondance des Verrucomicrobiales et une augmentation de 'abondance des
Gastranaerophilales. Bien que 'augmentation des Verrucomicrobiales ait été associée au
développement d’une colite aigué dans un modele expérimental utilisant du DSS (M.-Y. Jin
et al., 2021; R. Li et al., 2020), le réle exact de ces ordres bactériens dans I'inflammation
colique n’est pas clairement établi. De plus, les Gastranaerophilales montrent des
tendances opposées dans différents modeéles de colite, ce qui remet en question leur role

essentiel dans I'inflammation colique (Dou et al., 2020; Shang et al., 2017).

Le mélange des deux tailles de microbilles de PE a entrainé des changements importants.
Dans le célon, nous avons observé une augmentation de la surface de la muqueuse et du
mucus, ainsi qu’une régulation a la hausse des génes MUC2, Villin 1 et Chromogranin A,
reflétant une perturbation de la différenciation de la muqueuse colique. L’expression
d’Occludin et F11r était également augmentée, suggérant un potentiel dysfonctionnement
de la barriere intestinale. Le mélange a également favorisé un état pro-inflammatoire avec
une augmentation de I'expression d’'IL6 et IFNy, et des altérations marquées de la réponse
immunitaire intestinale, impliquant différentes populations de cellules. De plus, I'exposition
au mélange de microbilles de PE a été associée a une réduction de I'abondance de
bactéries protectrices du genre Lactobacillales (Bartley et al., 2018). En outre, ce mélange
a entrainé une augmentation de la fréquence des Rhodospirillales, un ordre bactérien lié a
plusieurs affections pathologiques telles que le syndrome de chaleur humide (Damp-Heat
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syndrome) (Jiang et al.,, 2020), les symptdmes neuropsychiatriques de la maladie
d’Alzheimer (Y. Zhou et al., 2021) et l'intoxication animale aux N-nitrosamines (J. Wang et
al., 2019).

Dans I'ensemble, ces résultats indiquent que I'exposition au mélange des deux tailles de
microbilles de PE a des effets plus sévéres sur 'lhoméostasie des tissus intestinaux que
lorsqu’elles sont exposées individuellement. Une étude réalisée par Liang et al. chez des
souris a également démontré qu'une exposition a un meélange de particules de PS de 50 et
500 nm entrainait un dysfonctionnement plus prononcé de la barriére intestinale par rapport
a une exposition a chaque particule de PS individuellement (Liang et al., 2021). De plus, les
chercheurs ont démontré que la co-exposition a différentes tailles de particules de PS
modulait leur répartition dans les organes des souris et augmentait leur biodisponibilité.
L’hypothése que nous pouvons avancer est que de maniere similaire au PS, I'aggravation
des effets observée dans le groupe exposé aux deux tailles de microplastique pourrait étre
partiellement attribuable a la bioaccumulation des microbilles de PE lors d'une co-
exposition. A noter que dans cette derniére étude, I'exposition aux particules de PS de 50
nm augmentait la sécrétion de mucus dans le duodénum, le jéjunum et l'iléon, tandis qu’elle
diminuait dans le célon. Cette diminution de la sécrétion de mucus dans le cblon a
également été confirmée chez des souris exposées a des microbilles de PS de 0,5, 5 et 50
pm (Y. Jin et al.,, 2019; Lu et al.,, 2018). Dans notre étude, nous avons observé une
diminution de la sécrétion de mucus dans l'intestin gréle proximal et une augmentation dans

le cblon suite a une co-exposition aux microbilles de PE de 36 et 116 ym.

D'un point de vue hépatique, les résultats ont révélé une augmentation de I'expression
transcriptionnelle de plusieurs génes impliqués dans le métabolisme des acides gras suite
a lingestion de PE. En particulier, I'expression d'Acaca était élevée chez les souris
exposees a la fois aux RB et aux GB de PE, que ce soit individuellement ou en combinaison.
Ce gene joue un rdle crucial dans la catalyse de I'étape limitante de la néoglucogenese et
régule la 3-oxydation des acides gras dans I'hépatocyte (Bates et al., 2020). En plus de son
réle dans I'accumulation de lipides dans le foie, Acaca favorise également l'activation des
cellules étoilées hépatiques (HSC), contribuant ainsi a la fibrose, ce qui est cohérent avec
nos résultats concernant les HSC et la fibrose. Par ailleurs, l'ingestion de PE a également

entrainé une augmentation des niveaux de cholestérol et de triglycérides.

Le métabolisme lipidique hépatique en réponse a l'ingestion de microplastiques de PS a

déja eté etudié. Contrairement au PE, l'ingestion de microplastiques de PS dans l'eau
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potable (a des concentrations de 100 et 1000 ug/l pendant 5 semaines) a entrainé une
diminution de l'expression des ARNm de Cd36 et Pparg, conduisant a une réduction de
l'accumulation de triglycérides et de cholestérol total dans le foie (Lu et al., 2018). Des
microplastiqgues de PS vieillis ont également été associés a une diminution relative de
I'expression des ARNm de Srebplc (sterol regulatory element binding protein 1c), Fasn
(Fatty Acid Synthase) et Scdl (stearoyl-CoA desaturase 1) dans le foie, entrainant une
diminution de lI'accumulation lipidiqgue hépatique de maniere similaire aux microplastiques
de PS (X. Yang et al., 2022). A noter que ces résultats ont été observés uniquement chez
les souris femelles, suggérant que les effets des microplastiques de PS sur le métabolisme
lipidique hépatique dépendent du sexe. De plus, une exposition maternelle aux
microplastiqgues de PS dans I'eau potable pendant la gestation a entrainé une diminution
des taux de cholestérol total dans le foie des descendants méles et femelles, associée a
une régulation a la baisse de nombreux genes impliqués dans I'absorption des acides gras,
la B-oxydation et la synthese (T. Luo et al., 2019). De maniere similaire, I'ingestion de PVC
(2 une dose de 0,5 mg/jour pendant 60 jours) a induit une diminution des taux hépatiques
de triglycérides (Chen et al., 2022a). Ainsi, les effets du PE semblent étre opposés a ceux
du PS et du PVC, car nos données suggérent une accumulation lipidique hépatique due au
PE.

De plus, l'ingestion de PE a entrainé une augmentation significative de I'expression des
enzymes de métabolisation des xénobiotiques. Par exemple, I'expression de CYP2A4 a été
régulée a la hausse par les RB et les GB, que ce soit individuellement ou en combinaison,
apres 6 et 9 semaines d'exposition. Il est important de noter que l'expression de CYP2A4
est fortement prédominante chez les femelles (ratio femelles/males d'environ 1000) et que
cette enzyme catalyse I'hydroxylation de la testostérone (Nail et al., 2021). CYP2A4
présente une large spécificité de substrat, incluant les hormones stéroidiennes, les lipides
et d'autres xénobiotiques tels que le cadmium (H. Wang et al., 2022). D'autres mécanismes
de défense du foie ont également été modulés suite a l'ingestion de PE, notamment les
génes codant pour 'enzyme Nitric Oxide Synthase 2 (NOS2), la catalase ainsi que Nfe2l2
(Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2), Ngol (NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1) et
Hmox1. L'ingestion de PE a eu un impact sur la régulation des genes impliqués dans le
stress oxydant, ce qui est cohérent avec d'autres études montrant des lésions oxydatives
du foie suite a l'ingestion de microplastiques de PS (S. Li et al., 2021; Mu et al., 2022), de
nanosphéres de PS (Yasin et al., 2022) et de microplastiques de PVC (Chen et al., 2022a).
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D'aprés nos résultats, l'ingestion de PE entraine une inflammation hépatique de faible
intensité, se manifestant par une augmentation des foyers inflammatoires et une régulation
a la hausse des cytokines inflammatoires. Des effets similaires ont été observés suite a
I'exposition aux microplastiques de PS (500 et 1000 mg/l) avec une sécrétion accrue d'IL-
1B dans le foie (Mu et al., 2022), ainsi qu'aux microplastiques de PS (0,5 mg/souris) qui ont
augmenté linfiltration de cellules NK et de macrophages dans les cellules hépatiques non

parenchymateuses, perturbant I'expression de plusieurs cytokines (Zhao et al., 2021).

Associé aux perturbations métaboliques et inflammatoires, l'ingestion de microplastiques de
PE a induit une hyperprolifération des cellules du foie, ce qui peut potentiellement favoriser
le développement de I'hépatocarcinogenése. Selon I'expression des différents marqueurs
cellulaires du foie, nos données suggerent que les HSC pourraient étre la cible de
I'nyperprolifération, ce qui nous a incité a étudier les effets de l'ingestion de PE sur la
susceptibilité a la fibrose hépatique. L'exposition au PE a été liée a une augmentation de la
fibrogenése induite par le CCls, caractérisée par une augmentation notable du dépo6t de
collagéne, d'a-SMA (Alpha smooth muscle actin) et de plusieurs marqueurs fibrotiques dans

le foie.

Dans une étude menée par Shen et al, il a été démontré que l'administration de
microplastiques de PS a des concentrations de 0,1 ou 1 mg/l dans I'eau potable pendant 60
jours était suffisante pour induire le développement de la fibrose hépatique chez les souris.
Cependant, lors d'une contamination alimentaire chronique par le PE dans des conditions
saines, aucune fibrose hépatique n'a été observée, tandis que dans des conditions
profibrosantes, une aggravation de la fibrogenese a été constatée. Ces différences dans les
résultats pourraient étre dues a des différences de conception expérimentale ou de
composition chimique entre les polyméres. D'autres études ont également montré que
I'exposition a difféerents polymeéres de microplastiques pouvait aggraver des préconditions,
comme l'exposition au PS qui a exacerbé les lésions hépatiques induites par le
cyclophosphamide et I'acétaminophene (J. Liu et al., 2022; Wen et al., 2022). De plus, les
nanoparticules de PS ont favorisé le développement de la fibrose hépatique chez les souris
nourries avec un régime riche en graisses (L. Li et al., 2022). Ces résultats soulevent des
inquiétudes quant a la possibilité que I'exposition aux microplastiques puisse aggraver les
pathologies hépatiques préexistantes chez les individus sensibles.

Conformément a nos résultats au niveau intestinal, les effets néfastes du PE se manifestent

principalement lors d'une exposition aux GB ou a la co-exposition aux RB et aux GB, plutot
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qgue lors d'une exposition aux RB individuelle. Cette disparité pourrait étre attribuée a la
fragmentation des microplastiques que nous avons pu mettre en évidence dans les selles
des souris. Cette fragmentation pourrait avoir lieu pendant le processus gastro-intestinal,
mais aussi lors de la mastication des aliments qui favoriserait notamment la fragmentation
des grandes microbilles pouvant générer des fragments de plus petites tailles voire des
nanoplastiques le tout sous un aspect polymorphigues, mais cela nécessite des études plus
approfondies, par exemple, par l'analyse de la structure des fragments a l'aide de la
spectroscopie RAMAN ou de l'analyse par FTIR (infrarouge a transformée de Fourier) a

différents niveaux du tractus intestinal, y compris au niveau de I'estomac.

A ce jour, aucune étude n'a évalué la fragmentation des microplastiques dans le tractus
gastro-intestinal chez les mammiferes. Cependant, Tamargo et al. ont montré que les
microplastiques de PET semblaient présenter une amorphisation de leur structure suite a
un contact avec la flore intestinale humaine, mettant également en évidence la formation
d'un biofilm bactérien (Tamargo et al., 2022). Les travaux de Fournier et al., démontrant
I'impact des microplastiques de PE sur I'écosysteme digestif humain in vitro dans des
conditions réalistes, n'ont pas révélé de changement morphologique des microbilles, mais
ont aussi mis en évidence la formation d'un biofilm bactérien, suggérant que les bactéries
du microbiote intestinal ont la capacité d'adhérer et éventuellement de dégrader les
particules de plastique (Fournier, Leveque, et al., 2022). D'autres études montrent la
capacité de certaines espéces non mammiferes a dégrader les microplastiques dans leur
tube digestif, comme c'est le cas chez certains crustacés (Krill antartique) qui peuvent
dégrader les microplastiques en nanoplastiques dans leur tube digestif (Dawson et al.,
2018), ou encore chez le ver de terre (Lumbricus terrestris) (Meng et al., 2023). Ces études
suggerent fortement limplication des bactéries intestinales dans le processus de

fragmentation des microplastiques.

De plus, des analyses supplémentaires dans notre étude se réveélent nécessaires pour
confirmer I'impact des microplastiques de PE sur la perméabilité intestinale notamment
induite par les GB seules ou associées aux RB (via des tests au FITC-dextran
(isothiocyanate de fluorescéine). Cela permettrait de confirmer les observations faites sur la
potentielle rupture de la barriére intestinale avec la diminution de la sécrétion du mucus au
niveau du gréle proximal et la modulation de I'expression des jonctions serrées au hiveau
du colon. Cette hypothése pourrait laisser envisager un passage de fragments de
microplastiqgues de PE, la aussi accentué par les éventuels fragments polymorphiques,

depuis l'intestin vers le foie, comme I'ont déja montré Deng et al. avec les microplastiques
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de PS de 5 et 20 um, sans qu’ils n’indiquent s'il s'agit de fragments ou de microplastiques
intacts retrouvé au niveau du foie (Y. Deng et al., 2017). L'utilisation de microplastiques
fluorescents dans notre étude devrait permettre de répondre a cette question, notamment
en mettant en évidence leur présence et en caractérisant leur morphologie au niveau
hépatique. Cela pourrait étre notamment la cause de l'augmentation de I'expression des
enzymes de meétabolisation des xénobiotiques observée chez les souris exposées aux
microplastiqgues. Par conséquent, nos données suggérent qu’une exposition aux
microplastiques de différentes tailles, qui reflete davantage les conditions réelles, semble

avoir un impact toxique plus prononcé au niveau intestinal et hépatique.

Pour approfondir la pertinence de ces résultats chez I'Homme, des recherches
complémentaires sont nécessaires. Récemment, des études ont débuté pour explorer les
effets du PS sur des organoides hépatiques dérivés de cellules souches pluripotentes
humaines (Cheng, Li, et al., 2022; Cheng, Zhou, et al., 2022). Ces organoides ont reproduit
plusieurs caractéristiques de [I'hnépatotoxicité observées in vivo, notamment une
augmentation de l'inflammation et un déséquilibre antioxydant. L'inhibition de la -oxydation
des acides gras, entrainant la stéatose, a également été constamment observée dans les
études sur les souris et dans les organoides hépatiques humains. De plus, une
augmentation du marqueur fibrotiqgue Collal (collagen type | alpha 1 chain) a été détectée

dans les organoides hépatiques (Cheng, Li, et al., 2022).

3. Limites et perspectives de nos études

Nos études ont apporté des éclairages précieux sur la toxicité des contaminants
alimentaires, en se concentrant spécifiquement sur le déoxynivalénol et les microplastiques
de polyéthyléne. Ces recherches nous ont permis de mieux comprendre les effets de ces
substances sur lintestin et le foie, ainsi que leurs implications potentielles dans des

pathologies telles que I'entérite, le cancer colorectal et la fibrose hépatique.

Cependant, il est important de noter que ces études présentent certaines limites et ne
reproduisent pas fidelement les conditions auxquelles 'Homme est exposé. Dans notre
guotidien, nous sommes confrontés a de multiples contaminants alimentaires susceptibles
d'interagir a la fois entre eux et avec notre microbiote intestinal. Ces interactions
complexifient la réalité, dépassant ainsi les conditions expérimentales en laboratoire,
lesquelles examinent la plupart du temps ces contaminants de maniére individuelle. De plus,

Nous sommes exposés a ces contaminants a toutes les étapes de notre vie, ce qui souligne
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la nécessité de recherches a long terme pour appréhender pleinement leurs devenir dans
notre organisme et leurs effets cumulatifs. Par conséquent, il reste encore un vaste champ
d'investigation nécessaire pour approfondir notre compréhension de ces mécanismes

d'interaction et de leurs implications sur notre santé.

3.1.Dans le cas du déoxynivalénol

3.1.1. Prise en compte des effets cocktail

En ce qui concerne les mycotoxines, plusieurs études ont déja examiné les effets des
mélanges de contaminants dans le but de mieux appréhender les interactions entre eux et
leurs implications pour la santé humaine. A titre d'exemple, une étude menée sur diverses
lignées cellulaires (Caco2, HEK, HepG2 et RAW 264.7) a révélé des effets antagonistes
résultant de la combinaison du DON avec la mycotoxine T-2 (ratio 1:1 a 3.87 nM pendant
72 heures), tandis que la combinaison du DON avec d'autres mycotoxines (HT-2 et
diacetoxyscirpenol) a montré des effets additifs, voire synergiques, sur la cytotoxicité
cellulaire (V. Tran et al., 2020). De maniére similaire, une co-exposition chronique au DON
et a la zéaralénone sur des cellules hépatiques (1.6 nM a 2500 nM pour DON et 0,85 a 240
nM pour la zéaralénone pendant 14, 28 42 jours sur HepaRG) a révélé une toxicité a long
terme de ce mélange, par rapport aux effets individuels de ces mycotoxines (Smith et al.,
2017). Chez le porcelet soumis a un régime de co-contamination au DON et a la fumonisine
(130 pg/kg pcl/jour de DON avec 260 pg/kg pc/jour de fumonisine pendant 35 jours),
différentes interactions ont été observées selon les parametres évalués, incluant des effets
synergiques sur les cellules caliciformes et éosinophiles, ainsi que des effets antagonistes
sur |'expression de cytokines (IL1b et IL6) (A.-P. F. L. Bracarense et al., 2012).

Enfin, des études soulignent l'importance d'évaluer la toxicité des contaminants alimentaires
de difféerentes classes (Fu et al., 2022). Par exemple, des recherches ont démontré des
effets synergiques entre le DON et le cadmium sur des modeles cellulaires humains (aux
doses de 3, 10 et 30 uM pendant 48 heures sur un modeéle de Caco2 sur transwell) (S. Luo
et al., 2019). De méme, la co-exposition de la mycotoxine T-2 et du pesticide propiconazole
(0.39 mg/L et 17.16 mg/L pendant 96 heures) a montré des effets considérables sur le stress
oxydant, I'apoptose cellulaire et le systéme nerveux central chez le poisson zebre (S. Zhang
et al.,, 2023). Ces resultats mettent en évidence les interactions complexes entre les
contaminants alimentaires et soulévent la nécessité de prendre en compte ces

combinaisons de contaminants dans les études toxicologiques.
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3.1.2. Approfondir la pertinence chez I'Homme

Le DON a suscité un intérét croissant en raison de sa toxicité avérée dans l'alimentation
animale, ce qui a motivé une surveillance mondiale en raison de ses répercussions sur les
rendements. Des études expérimentales menées sur des animaux a des niveaux
d'exposition réalistes pour 'Homme ont mis en évidence une gamme variée d'effets
toxiques, notamment des réactions pro-inflammatoires, des altérations de la barriére
intestinale et un stress oxydant. Notre étude actuelle a méme montré pour la premiere fois
son potentiel a exacerber l'inflammation intestinale et a favoriser le développement du
cancer colorectal. Cependant, malgré ces avancées, certaines incertitudes subsistent quant

a la pertinence de ces effets chez I'Homme.

En effet, I'attention portée a cette mycotoxine chez I'Homme dans la littérature est limitée.
Comme le soulignent Claeys et al. en 2020, les études épidémiologiques sur les liens entre
le DON et les maladies chroniques telles que les MICI et le CCR font défaut (Claeys et al.,
2020). Alors que les liens entre I'exposition a cette mycotoxine et les maladies chroniques
sont bien établis dans des études expérimentales animales, leur extrapolation aux étres
humains nécessite des recherches avec des méthodologies plus proches de la physiologie
humaine, voire des études épidémiologiques, pour élaborer des stratégies de santé

publique étayées par des preuves solides.

Par exemple, peu d'études ont exploité des modeéles in vitro novateurs qui se rapprochent
de la physiologie intestinale. Ces modeles pourraient offrir des perspectives différentes de
celles obtenues avec les modéles conventionnels. Une étude de Pdschl et al. en 2023 a
utilisé un modéle d'organe sur puce reproduisant un tube intestinal cellulaire composé de
cellules Caco2. Les auteurs ont montré que I'exposition du DON (3 a 300 uM pendant 24
heures) du coté basal des cellules induisait une mort cellulaire plus prononcée, tandis que
la réponse inflammatoire (sécrétion d'IL8) était stimulée uniquement du c6té apical (P6éschl
et al., 2023). Des résultats similaires ont été observés dans une étude utilisant un modéle
d'organoides murins, ou seule la voie basolatérale stimulée par le DON (1 uM pendant 24
heures) perturbait la barriére intestinale et réduisait le nombre de cellules souches et de

cellules proliférantes (Hanyu et al., 2020).

En prenant en compte ces études, ainsi que le manque d'études approfondies concernant
les effets pro-inflammatoires et pro-cancérogenes de cette mycotoxine chez ’'Homme, il est
impératif d'évaluer I'impact du DON sur des modeles d'organoides intestinaux humains, en

tenant compte de la voie d'exposition. Cette approche permettra d'acquérir une meilleure
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compréhension des effets potentiellement déléteres de cette mycotoxine alimentaire chez

'Homme.

D'autre part, la considération des métabolites produits suite a l'ingestion et a la détoxification
du DON présente un aspect original et prometteur pour dévoiler les différents acteurs sous-
jacents a la physiopathologie des MICI, qui demeurent encore insuffisamment explorés. En
effet, le DON peut subir une détoxification au sein de I'organisme par le biais de deux voies
meétaboliques majeures : la dé-époxidation effectuée par les bactéries intestinales,
conduisant a la formation du dé-époxy-DON (ou DOM-1), et la glucuronidation par les
enzymes endogénes exprimées dans [I'épithélium intestinal, a savoir les UDP-
glucuronyltransférases (UGT), aboutissant a la création du DON-glucuronide (Maresca &
Fantini, 2010; Poppenberger et al., 2003; Springler et al., 2017).

Des altérations dans la composition du microbiote intestinal et les mécanismes de
détoxification ont été observées chez les patients atteints de MICI (Langmann & Schmitz,
2006). Ces pathologies sont vraisemblablement le résultat d'interactions complexes entre
des facteurs génétiques, le microbiote intestinal et des éléments environnementaux,
conduisant a des réponses immunitaires inadéquates. On peut donc émettre I'nypothése
gu'une défaillance dans le processus de détoxification du DON, impliquant le microbiote
intestinal ainsi que les enzymes endogénes, pourrait potentiellement accroitre la

vulnérabilité des patients atteints de MICI face au DON.

3.2.Dans le cas des microplastiques

3.2.1. Prise en compte des différents polyméres et de leur capacité a

véhiculer des xénobiotiques

Dans le cas des microplastiques, il est important de noter qu'il existe une multitude de
polymeres différents, dont certains peuvent avoir des effets distincts sur I'organisme. De
plus, méme si notre étude a demontré que le polyéthylene présente une toxicité intestinale
et hépatique a lui seul, dans la réalité, les plastiques ne sont pas simplement constitués de
polymeéres purs ; ils contiennent souvent des additifs qui leur conférent des propriétés
spécifiqgues. Ces additifs sont utilisés pour diverses raisons, telles que I'amélioration de la
résistance aux UV (ultra-violet), la flexibilité, la résistance a la chaleur, la couleur ou la
transparence, entre autres. Certains additifs sont également utilisés pour stabiliser les

plastiques pendant leur fabrication ou pour améliorer leur durabilité.
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Des études ont été menées pour évaluer la présence et la migration de ces additifs dans
les plastiques, ainsi que leurs impacts potentiels sur la santé humaine et I'environnement.
Certains additifs, tels que les phthalates (Sree et al., 2022) et les retardateurs de flamme
bromés (Marques & Cairrao, 2023), ont suscité des inquiétudes en raison de leurs propriétés
toxiques potentielles et de leur capacité a étre libérés des plastiques et a se retrouver dans

I'environnement.

De plus, il est désormais bien établi dans la littérature que les microplastiques présents dans
I'environnement et susceptibles de se retrouver dans notre alimentation ont la capacité
d'adsorber différents types de contaminants tout au long de leur cycle de vie, les
transformant ainsi en vecteurs de composés dangereux (Joo et al., 2021). Par exemple, une
étude menée par Sun et al. a montré une forte synergie de bioaccumulation de
microplastiques de PS et de I'époxiconazole, un fongicide largement utilisé, chez des souris
exposées par voie orale (0.012 et 0.120 mg/kg de poids corporel/jour pour les
microplastiques et 0.08 mg/kg de poids corporel/jour pour le pesticide par gavage pendant
6 semaines). Cette toxicité combinée était attribuée a une perturbation de la barriere
intestinale par I'époxiconazole, permettant une invasion massive des particules de PS dans
différents tissus, notamment le foie, entrainant ainsi de graves perturbations des principales
fonctions hépatiques telles que la détoxification et le métabolisme lipidique (W. Sun et al.,

2022).

Un autre aspect problématique lié aux microplastiques dans I'environnement réside dans
leur capacité a abriter et a transporter divers microorganismes (Qiu et al., 2022). Lorsque
ces microorganismes interagissent avec les microplastiques, cela peut entrainer des
modifications dans leurs caractéristiques, ainsi que celles des biomolécules telles que le
LPS, les allergenes et les antibiotiques. Ces altérations peuvent affecter leur interaction
avec le systeme immunitaire de I'h6te, en particulier avec les cellules immunitaires innées,
et trés probablement influencer la nature de la réponse innée et inflammatoire ultérieure (W.
Yang et al., 2023).

Par conséquent, afin de mieux appréhender les risques associés aux microplastiques
présents dans notre alimentation, il est impératif de poursuivre les recherches en prenant
en compte cette complexité et en examinant les effets combinés des multiples contaminants
auxquels nous sommes exposés. Dans cette perspective, nous conduisons une étude
novatrice visant a évaluer lI'impact des microplastiques sur 'homéostasie intestinale. Notre

projet consiste a exposer des souris a des microplastiques provenant de I'environnement,

These Madjid Djouina Impact toxicologique de contaminants alimentaires au niveau intestinal et hépatique 142



Discussion & perspectives générales

représentatifs de I'exposition humaine. Afin que nos résultats soient pertinents par rapport
aux conditions d'exposition chez I'Homme, ce mélange de microplastiques sera élaboré et
caractérisé de maniere détaillée. Cette approche nous permettra d'analyser en profondeur

I'impact sur I'homéostasie intestinale et la flore intestinale.

3.2.2. Etayer la pertinence chez I'Homme

Il est important de noter que les microplastiques pourraient émerger en tant que facteurs de
risque potentiels pour les MICI, comme le souligne I'étude de Yan et ses collegues. Cette
recherche a mis en évidence une corrélation positive entre la présence de microplastiques
dans les matieres fécales et la sévérité de la pathologie chez les patients atteints de la
maladie de Crohn (Yan et al., 2022). De méme, ils pourraient jouer un role dans les risques
de cancer, comme lindique I'é¢tude menée par Shankar et son équipe. En effet, une
exposition professionnelle a la poussiere de polyvinylchlorure et au chlorure de vinyle a été
associée a une augmentation du risque de cancer du poumon (Shankar et al., 2019). En
conséquence, nous entreprendrons également d'évaluer le potentiel des microplastiques a
aggraver l'inflammation intestinale et a favoriser le développement du cancer colorectal

chez la souris.

Enfin, pour consolider la validité de nos conclusions a I'échelle humaine et pour élucider les
mécanismes sous-jacents aux effets intestinaux observés chez les animaux, nous mettrons
en ceuvre une étude pluridisciplinaire impliquant des sujets humains. Cette étude se
focalisera particulierement sur la comparaison entre des individus en bonne santé, des
personnes atteintes de MICI, avec une distinction entre la maladie de Crohn et la rectocolite
hémorragique, et des individus souffrant de cancer colorectal. L'objectif principal de cette
étude sera d’identifier, de quantifier et de caractériser les micro- et nanoplastiques dans les
échantillons fécaux, tout en établissant des corrélations entre les cocktails identifiés, la
composition du microbiote intestinal et la sévérité des pathologies étudiées. Ainsi, nous
pourrons mettre en évidence des cocktails de micro et nanoplastiques associés a des
environnements dysbiotiques, pro-inflammatoires et/ou pro-carcinogenes chez 'Homme.
Par la suite, ils seront examinés plus en détail sur des modéles de microbiote humain et des

modeles d'organoides intestinaux.
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3.2.3. De I'exposition précoce aux impacts al'age adulte : perspectives

a considérer

Depuis les premiers stades de la vie, y compris pendant la période in utero, nous sommes
continuellement exposés a des contaminants alimentaires, une réalité qui a émergé comme
un élément potentiellement crucial dans le contexte du développement et de la progression
des pathologies intestinales. Ces expositions alimentaires ont également des implications
profondes pour le concept des origines développementales de la santé et des maladies
(DOHabD) (Heindel et al., 2017). Les maladies intestinales, notamment les MICI et le cancer
colorectal, ont démontré des liens complexes avec des expositions alimentaires contenant
diverses substances, parmi lesquelles les résidus de pesticides, les produits chimiques

industriels et les additifs alimentaires.

Le concept du DOHaD suggére que les expositions environnementales, y compris celles
qui se produisent pendant les périodes critiques du développement fcetal et infantile,
peuvent influencer de maniére durable la susceptibilité a certaines maladies a I'age adulte
(Simeoni et al.,, 2016). Dans le contexte des pathologies intestinales, cela souleve la
possibilité que les expositions aux contaminants alimentaires, méme a des stades précoces
de la vie, puissent perturber le développement normal du systeme immunitaire et du
microbiote intestinal, conduisant potentiellement & des altérations durables de la santé

intestinale.

Dans ce contexte, nos futures recherches viseront a comprendre comment les expositions
précoces aux contaminants alimentaires, tels que les microplastiques, pourraient interagir
avec les processus de développement intestinal et les facteurs environnementaux pour
influencer la susceptibilité aux pathologies intestinales a I'dage adulte. Nous mettrons en
place des études chez la souris, en exposant des meres gestantes a des microplastiques
pendant la période périnatale, afin de déterminer comment ces expositions pourraient
potentiellement influencer le développement du systeme immunitaire, la composition du
microbiote intestinal et la susceptibilité aux pathologies intestinales tout au long de leur vie.
En examinant les mécanismes sous-jacents a linteraction entre les expositions
environnementales précoces et le développement intestinal, nous pourrons obtenir des
informations cruciales pour la prévention et la gestion des pathologies intestinales a I'age

adulte.
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3.2.4. Impact au-dela de la sphére digestive : exploration de |'axe

intestin-microbiote-cerveau

Au sein de l'organisme, la communication entre les différents organes joue un réle crucial
dans le maintien de I'homéostasie et de la fonction physiologique globale. L'intestin, en
particulier, est au cceur de ce réseau complexe de communication bidirectionnelle. Connu
depuis longtemps comme l'organe principal de la digestion et de I'absorption des nutriments,
l'intestin est également reconnu comme un organe endocrinien majeur, sécrétant une
gamme variée de peptides et de molécules bioactives, tels que les hormones intestinales et
les cytokines (Mayer et al., 2022). Ces signaux biochimiques sont essentiels pour réguler
divers processus métaboliques et immunitaires, non seulement dans l'intestin lui-méme,
mais aussi dans d'autres organes distants, tels que le foie, le cerveau, le pancréas et les

muscles.

Un exemple majeur de linteraction entre l'intestin et d'autres organes est |'axe intestin-
cerveau. Le microbiote intestinal, composé de milliards de micro-organismes, a été identifié
comme un acteur clé dans la régulation de la communication intestin-cerveau, influencant
des fonctions telles que le comportement, I'humeur et la cognition. Les mécanismes de cette
communication impliquent la production de métabolites intestinaux, tels que les
neurotransmetteurs et les métabolites a chaine courte, qui peuvent traverser la barriere

intestinale et influencer le systeme nerveux central (Ahlawat et al., 2021).

Les pathologies neurologiques, notamment le trouble du spectre de l'autisme (TSA) et les
troubles neurodégénératifs, ont été associées a des altérations du microbiote intestinal
(Morais et al., 2021). Le TSA, englobant divers troubles du développement neurologique,
se caractérise par une gamme variée de symptdmes, incluant des manifestations
comportementales et gastro-intestinales. Des disparités dans la composition du microbiote
intestinal ont été observées entre les individus atteints de TSA et les individus
neurotypiques. Les modeles animaux ont révélé que les bactéries intestinales jouent un réle
dans les comportements centraux liés au TSA. Par ailleurs, des traitements tels que la
transplantation de microbiote fécal ont montré des améliorations comportementales chez
les patients TSA (Kang et al., 2019). De fagon similaire, des études récentes ont évoqué un
lien entre le microbiote intestinal et la maladie de Parkinson (MP). La composition de la
communauté microbienne ainsi que le profil métabolique dans le sérum des individus

atteints de MP different de ceux des individus en bonne santé. Ces distinctions incluent une
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augmentation des niveaux d'Enterobacteriaceae et une diminution des micro-organismes

intestinaux associés a des propriétés anti-inflammatoires (Barichella et al., 2018).

Certaines études ont examiné les effets de l'ingestion de microplastiques sur le systéme
nerveux central des souris, montrant notamment qu'ils peuvent influencer les
comportements liées au TSA. Dans une étude récente, une corrélation potentielle entre
I'exposition aux microplastiques de PE (forme sphérique, d'une taille comprise entre 10 et
20 um, a une concentration de 100 ppm par gavage pendant 2 semaines au cours de la
gestation), les comportements associés au TSA et les déséquilibres du microbiote a été
explorée. Les résultats ont révélé que I'exposition au PE induisait des comportements
similaires aux traits du TSA chez les souris, notamment une diminution de linteraction
sociale, de la nouveauté sociale et de la mémoire spatiale de travail, ainsi qu'une
augmentation des comportements répétitifs et compulsifs. Cette similitude a été observée a
différents stades de développement des souris, tels que le post-sevrage, la puberté et I'age
adulte, apres une exposition orale au PE a des doses de 100 ppm/100 pL. Ces constatations
suggerent une possible association entre I'exposition aux microplastiques, les perturbations
du microbiote et les comportements associés au TSA, mais des investigations
complémentaires sont nécessaires pour approfondir cette compréhension (Zaheer et al.,
2022).

4. Microplastiques et mycotoxines : Paralleles dans leurs impacts sur la

santé, rble vecteur et co-exposition alimentaire

A ce jour, la littérature scientifique n'a pas encore fourni de données établissant clairement
un lien potentiel entre les microplastiques et les mycotoxines, ni n'a évoqué de maniére
concluante une possible co-exposition entre ces deux types de contaminants alimentaires.
Les études existantes se sont principalement concentrées sur les effets indépendants de
chaque contaminant, évaluant leurs impacts respectifs sur la santé humaine. L'absence
d'informations substantielles sur une interaction ou une synergie entre les microplastiques
et les mycotoxines souligne le besoin pressant de recherches approfondies visant a explorer

ces possibles interconnexions.

Au cours de nos differentes études, des analogies notables ont été constatées entre les
effets induits par le déoxynivalénol et ceux engendrés par les microplastiques de
polyéthylene. Ces similarités englobent plusieurs aspects, comprenant la rupture de

l'intégrité de la barriere intestinale, caractérisée par des modifications telles que la
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modulation de la sécrétion du mucus et l'altération de I'expression des jonctions serrées. De
plus, ces deux contaminants alimentaires ont induit une augmentation marquée de la
prolifération cellulaire au niveau des cryptes intestinales, associée a une perturbation de la
différenciation cellulaire, notamment avec 'augmentation de I'expression génique de Villin1,
marqueur de différenciation entérocytaire. Ces deux contaminants induisent aussi un
environnement inflammatoire en favorisant l'induction de cytokines et de chimiokines,
notamment I'IFN-gamma, tout en présentant un défaut dans le recrutement des cellules
immunitaires (cellules dendritiques pour le DON et macrophages anti-inflammatoires pour
les microplastiques de PE). Associées a ces perturbations induites au niveau de la
mugueuse intestinale, ces deux contaminants impactent aussi le microbiote intestinal en
diminuant certaines espéces bénéfiques pour I'héte, telles que les lactobacilles pour les

microplastiques de PE et les bifidobactéries pour le DON.

Un effet potentialisateur par ces deux contaminants pourrait résulter de I'effet vecteur des
microplastiques. En effet, leur fort pouvoir adsorbant et leur grande surface offre des sites
d'adsorption attrayants pour des composés chimiques variés, allant des polluants
organiques persistants aux métaux lourds (Amelia et al., 2021). Cette propriété d'adsorption
peut entrainer la concentration de substances toxiques sur la surface des microplastiques
et généralement avec une plus grande affinité pour les substances hydrophobes comme les
mycotoxines, y compris le DON, mais pour I'heure aucune étude n’a mis en évidence de

mycotoxine sur les microplastiques.

De plus, les microorganismes présents dans les environnements aquatiques et terrestres
ont la capacité d’adhérer et de proliférer a la surface des microplastiques. Les biofilms
formés par ces microorganismes peuvent modifier la composition chimique des
microplastiques et potentiellement influencer la libération de substances adsorbées (Qiu et
al., 2022). Au niveau terrestre, il a été démontré que plusieurs especes de champignons,
dont les Fusarium, étaient capables de coloniser et de proliférer a la surface des
microplastiques (taille comprise entre 3 et 5 mm sans distinction du type de polymére),
suggérant une potentielle contamination par des meétabolites secondaires comme les
mycotoxines (Gkoutselis et al., 2021). Ainsi, les microplastiques ne se limitent pas a étre de
simples particules inertes ; ce sont plutdt des entités dynamiques qui interagissent
activement avec leur environnement en tant que vecteur de composés, y compris des
microorganismes et potentiellement leurs métabolites tels que des mycotoxines. Une

exploration plus approfondie de cette thématique reste encore a étre étudiée.
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La sécurité sanitaire des aliments est une préoccupation de premier ordre en matiére de
santé publigue, comme le souligne I'Organisation mondiale de la santé (OMS). L'incidence
des aliments insalubres crée un cercle vicieux de maladies et de malnutrition, touchant tout
particulierement les nourrissons, les jeunes enfants, les personnes agées et les individus
souffrant déja de problémes de santé. Chaque année, 'OMS évalue a environ 600 millions
de personnes dans le monde, soit pres d'une sur 10, tombent malades aprés avoir
consommeé des aliments contaminés, entrainant la mort de 420 000 personnes et une perte
de 33 millions d'années de vie en bonne santé. Les conséguences economiques sont
€galement importantes, avec un manque a gagner estimé a environ 110 milliards de dollars
par an pour les pays a revenu faible et intermédiaire, en raison des pertes de productivité
et des dépenses de santé qui en découlent. De plus, les enfants de moins de 5 ans
supportent une charge importante de morbidité liée aux maladies d'origine alimentaire,
entrainant le décés de 125 000 d'entre eux chaque année. Ces maladies entravent le
développement socio-économique en exercant une pression considérable sur les systemes

de soins de santé et en affectant les économies nationales, le tourisme et le commerce.

Pour faire face a ces enjeux majeurs de sécurité sanitaire des aliments, il est impératif de
renforcer la surveillance alimentaire a I'échelle mondiale. Cela implique la mise en place de
systéemes de suivi et de contrble efficaces pour détecter rapidement les éventuelles
contaminations et agir de maniére préventive. De plus, il est essentiel de mener des
analyses approfondies sur la toxicité des contaminants chimiques alimentaires, en
particulier ceux émergents, dont les effets sur la santé humaine peuvent étre encore

méconnus.

Ces travaux de these contribuent activement a I'effort de cette surveillance alimentaire en
abordant deux aspects importants. D'une part, ils examinent l'impact toxicologique de la
mycotoxine DON sur des sujets vulnérables, en respectant les doses déja réglementées.
D'autre part, ils mettent en lumiére les effets néfastes des contaminants émergents tels que
les microplastiques de polyéthylene, pour lesquels aucune réglementation n'existe

actuellement quant a leur présence dans les denrées alimentaires.

Ainsi, nos données montrent que la mycotoxine DON induit une augmentation de la
prolifération des cellules épithéliales dans le duodénum, le jéjunum, l'iléon et le célon chez
les souris exposées pendant 8 jours a une dose équivalente a l'exposition alimentaire
humaine. De plus, cette exposition au DON entraine une aggravation de lintensité de

I'entérite induite par l'indométacine et favorise le développement du cancer colorectal dans
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un modeéle murin. Ces effets pro-tumorigéniques du DON sont associés a des altérations de
la diversité, de la composition et du métabolisme du fucose et du rhamnose dans le

microbiote intestinal.

Ces résultats approfondissent notre compréhension des effets néfastes du DON sur
l'intestin et mettent en évidence la nécessité de préter une attention particuliere aux
individus présentant une susceptibilité intestinale. Des études supplémentaires sont
indispensables pour mieux caractériser les effets de lingestion de DON sur le

développement du cancer colorectal et évaluer leur pertinence chez I'Homme.

Dans le cas des microplastiques de PE, cette étude a démontré qu'une exposition orale de
6 semaines de souris induit des perturbations histologiques, inflammatoires et immunitaires
de l'intestin gréle jusqu'au cblon. Cette exposition entraine également des défauts liés a la
différenciation intestinale, a la fonction barriere et a la réponse immunitaire lorsque deux
tailles de microbilles de PE sont combinées. Ces altérations de la réponse intestinale
pourraient contribuer a long terme a I'apparition de maladies inflammatoires a médiation
immunitaire. En ce qui concerne le foie, cette étude met en évidence que l'exposition
alimentaire au PE altere les mécanismes de défense et favorise I'accumulation de lipides,
l'inflammation de bas grade et la prolifération cellulaire. De plus, cette exposition aggrave la

fiborogenése dans un modele de fibrose hépatique induite par le CCla.

Ces résultats indiquent que I'exposition au PE peut entrainer des effets indésirables au
niveau intestinal et hépatique. La contamination omniprésente par les microplastiques
souléve donc des préoccupations quant a son potentiel a contribuer a l'aggravation des
pathologies intestinales et hépatiques chroniques, mettant en évidence la nécessité de

mieux comprendre les risques associés a ces contaminants dans notre alimentation.

En conclusion, ces études mettent en évidence les risques potentiels pour la santé publique
associés a ces contaminants alimentaires et soulignent la nécessité de renforcer la
surveillance et la compréhension de leur impact sur notre organisme. Ces avancées
scientifiques sont essentielles pour assurer la sécurité sanitaire des aliments et préserver la

santé des populations face aux défis croissants liés a la contamination alimentaire.
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Abstract

The mycotoxin deoxynivalenol (DON) is a frequent contaminant of cereals and their by-products in areas with a moderate
climate. Produced by Fusarium species, it is one of the most prevalent mycotoxins in cereal crops worldwide, and the most
frequently occurring type B trichothecene in Europe. Due to its toxic properties, high stability and prevalence, the presence
of DON in the food chain could represent a major public health risk. However, despite its well-known acute toxicological
effects, information on the adverse effects of realistic exposure remains limited. We orally exposed mice during 9 months to
DON at doses relevant for currently estimated human intake and explored the impact on various gut health parameters. DON
exposure induced recruitment of regulatory B cells, and activation of regulatory T cells and dendritic cells in mesenteric
lymph nodes. Several inflammatory parameters were increased in colon of DON-exposed mice, whereas inversely inflam-
matory markers were decreased in ileum. Histomorphological impairments were observed from the duodenum to the colon.
Both colon and jejunum presented a hyperproliferation of epithelial cells and an increased expression of mature absorptive
cells markers. Finally, DON exposure reshaped gut microbial structure and drastically disturbed the abundance of several
bacterial phyla, families, and genera, leading to dysbiosis. Chronic oral exposure to human relevant doses of DON induces
several disturbances of gut homeostasis with likely pathological implications for susceptible individuals.

Keywords Mycotoxin - Deoxynivalenol - Inflammation - Microbiota - Intestine - Colon

Introduction frequently occurring type B trichothecene in Europe. Tri-

chothecenes are characterized by a high stability under dif-

The mycotoxin deoxynivalenol (DON) is one of the most
prevalent mycotoxins present in cereal crops worldwide
[EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain (CON-
TAM) et al. 2017]. DON is a fungal secondary metabolite,
produced by the species Fusarium, mainly by Fusarium
graminearum and Fusarium culmorum. DON is the most
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ferent environmental conditions and resistance to high tem-
perature and to industrial processing of food/grains (Bretz
et al. 2006). This high stability explains DON widespread
presence in human food commodities. In this context, DON
constitutes a very common contaminant of food stuff such
as bread, breakfast cereals, baby food, pasta, pastries, pizza
or beers (Rodrigues and Naehrer 2012). A large scale data
survey indicated that DON is present in 57% of food sam-
ples collected in the European Union (European Food Safety
Authority 2013). Analyses of urine samples led to the esti-
mation that 98% of adults in the United Kingdom had been
exposed to DON, while 80% of children in the Netherlands
exceeded the tolerable daily intake for this mycotoxin (Piet-
ers et al. 2002; Turner et al. 2008).

Several experiments performed mainly in vitro and
ex vivo have shown that DON can inhibit intestinal absorp-
tion of nutrients, modulate the opening of tight junctions,
increase bacterial translocation, decrease mucus and
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f-defensin production and IgA secretion (Maresca 2013).
Most of these effects on intestinal functions and immunity
have been observed at micromolar doses. DON has a bipha-
sic effect on the mitogen-induced proliferation of human
and animal lymphocytes; 1-30 uM of toxin stimulate the
proliferation, whereas 100-600 nM of DON suppress it
(Oswald et al. 2005; Taranu et al. 2010). Opposite effects
of DON have also been observed on the secretion of IL-8,
with an increase for doses below 20 uM and a decrease for
doses greater than 30 uM, confirming the interest of carrying
out the studies with realistic doses (Maresca 2013). Tardi-
vel et al provided the first demonstration that subchronic
administration of low DON doses (25 pg/kg bw/day) in mice
results in a low-grade inflammation state, as evidenced by
increased Il-1p expression in plasma, adipose tissue, duode-
num, and brain after 10 days of intoxication (Tardivel et al.
2015). II-1p was also enhanced in blood, adipose tissue, liver
and brain after 30 days of exposure to 2.5 pug/kg bw/day of
DON. In this study, only the duodenum has been analyzed at
the intestinal level. Actually, even if numerous studies argue
in favor of a deleterious impact of DON oral exposure on
the gastro-intestinal tract, effects of a realistic exposure to
DON on gut homeostasis have never been assessed. The aim
of this study was to evaluate these effects following chronic
intoxication with DON given at a realistic human dietary
dose. For this purpose, mice were exposed for a duration of
9 months, which is commonly used to evaluate the tissular
effects of long-term exposure to environmental pollutants
(Grignard et al. 2008; Simet et al. 2010; Wold et al. 2012;
Gueguen et al. 2014). The dose used of 10 ug/kg/bw/day has
been chosen based on the human exposure data available in
the literature; indeed, based on cereal and food commodity
DON concentrations and diet consumption data, the total
DON human intake was estimated in 2011 to range from 0.2
in the African diet to 14.5 pg/kg bw/day in the Middle East-
ern diet [EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain
(CONTAM) et al. 2017]. Furthermore, a recent risk assess-
ment study performed in Norway has showed that the high
(95th-percentile) exposure exceeded the TDI (1 pg/kg bw/
day) by up to 3.5 times in 1-, 2-, 4-, and 9-year-old children
(Sundheim et al. 2017). A quantification of major param-
eters of intestinal inflammation and epithelial proliferation
as well as a metagenomics analysis of the gut microbiota
were performed.

Methods
Mice and experimental design
Male C57BL/6 mice (aged 7 weeks) were purchased from

Janvier Labs and housed under standard conventional con-
ditions. Mice experiments were performed in accordance

@ Springer

with the guidelines of European legislation (Council Direc-
tive 2010/63/UE) and French Decree 2013-118 on the pro-
tection of animals used for scientific purposes. They were
approved by the local bioethics committee (Committee No.
75; Authorization No. 2017031312157794CEEA40). Ten
mice were allocated into each study group. Mice received
10 pg/kg bw/day of deoxynivalenol (Cayman) diluted in
their drinking water or vehicle (ethanol 0.05%) for control
mice. The intoxication lasted 280 days (9 months). At nec-
ropsy, mesenteric lymph nodes, duodenum, jejunum, ileum,
cecum and colon were sampled.

Flow cytometry

Cells were harvested from mesenteric lymph nodes and were
washed in PBS with 2% fetal calf serum. Cellular suspen-
sions were incubated with antibodies (BD Biosciences, San
Diego, USA) for 30 min in PBS before being washed twice
and suspended in PBS with 2% fetal calf serum. The follow-
ing combinations of antibodies were used:

e FITC-conjugated anti-I-Ab; PE-conjugated anti-F4/80;
PerCP/CyS5-conjugated anti-CD103; PE/Cy7-conjugated
anti-CD11c; APC-conjugated anti-CCR2; Alexa700-
conjugated anti-CD86; APC-H7-conjugated anti-Ly6G;
V450-conjugated anti-CD11b; V500-conjugated anti-
CD45; BV605-conjugated anti-Ly6C;

e FITC-conjugated anti-CDS5; PE-conjugated anti-CD1d
tetramer (NIH tetramer facility); PerCP/Cy5-conjugated
anti-NK1.1; APC-conjugated anti-CD25; Alexa700-
conjugated anti-CD69; APC-H7-conjugated anti-CD4;
V450-conjugated anti-TCR-f; V500-conjugated anti-
CD8 and BV605-conjugated anti-CD45;

e FITC-conjugated anti-CD5; PE-conjugated anti-CD1d;
PerCP/Cy5-conjugated anti-IgD; PE/Cy7-conjugated
anti-CD19; APC-conjugated anti-IgM; APC-H7-con-
jugated anti-CD43; V450-conjugated anti-CD11b;
V500-conjugated anti-CD45; PE-CF594-conjugated
anti-CD23.

Cells were analyzed on a LSR Fortessa (BD Biosciences).
Generated data were analyzed using FlowJo 8.7 (Treestar,
Stanford, CA, USA).

Myeloperoxidase (MPO) activity assay

Mice tissues were homogenized in 0.5% hexadecyltrimeth-
ylammonium bromide (Sigma-Aldrich) in 50 mM PBS,
freeze-thawed three times, and centrifuged. MPO was
analyzed in the clear supernatant by adding 1 mg/mL of
dianisidine dihydrochloride (Sigma—-Aldrich) and 5 x 1074%
hydrogen peroxide (H,0,), and the change in optical den-
sity was measured at 450 nm. Human neutrophil MPO
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(Sigma—Aldrich) was used as a standard. One unit of MPO
activity was defined as the amount that degraded 1.0 umol
of peroxide per min at 25 °C. Readings from tissue samples
were normalized to total protein content as detected using
the DC™ protein assay (Bio-Rad).

Malondialdehyde (MDA) analysis

Tissues were homogenized with a Precellys®24 homogenizer
(Bertin Technologies) in cold phosphate buffered saline and
centrifuged at 10,000xg for 15 min at 4 °C. Supernatants
were incubated with acetic acid, SDS and 2-thiobarbituric
acid at 95 °C for 1 h, followed by centrifugation at 800g for
10 min. Supernatants were transferred to a 96-well plate
and the fluorescence intensity was measured at Aex =532
and Aem =553 nm. 1,1,3,3-Tetramethoxypropane (Sigma-
Aldrich) was used as standard. Protein concentration in
samples was determined using the DC™ protein assay (Bio-
Rad Laboratories). MDA concentration was corrected by the
sample protein concentration and is expressed as nanomoles
per mg of protein.

Histological analysis

Tissues were fixed in 4% paraformaldehyde overnight,
processed, and embedded in paraffin wax by standard tech-
niques. Serial histological sections of 4 um thickness were
cut, deparaffinized, rehydrated, and stained with May—Griin-
wald-Giemsa (MGG) for morphometric analysis under a
light microscope (Leica DM5500B). Histological score was
assessed by quantifying the intensity of the inflammatory
cell infiltrate (score 0-3) and the tissue damage (score 0-3)
as previously described (Yan et al. 2009). Briefly, the pres-
ence of occasional inflammatory cells in the lamina propria
was scored as 0, increased numbers of inflammatory cells
in the lamina propria as 1, confluence of inflammatory cells
extending into the submucosa as 2, and transmural exten-
sion of the infiltrate as 3. For tissue damage, scores were: 0,
no mucosal damage; 1, lymphoepithelial lesions; 2, surface
mucosal erosion or focal ulceration; 3, extensive mucosal
damage and extension into deeper structures of the bowel
wall. The combined histological score ranged from 0 (no
changes) to 6 (extensive infiltration and tissue damage). Epi-
thelial area in the colon, villus height and crypt depth in the
ileum, jejunum, and duodenum were measured using ImageJ
software. At least 100 well-oriented mucosa, villi and crypts
were measured in at least five individual mice from each
group for this study.

Gene expression in tissues

Total mRNA from intestinal tissues was extracted using
a Nucleospin RNA kit (Macherey Nagel). Reverse

transcription was performed using a high-capacity cDNA
archive kit and quantitative polymerase chain reaction
(qPCR) with SYBR Green (Life Technologies). The primer
sequences were designed using Primer Express 3 (Life Tech-
nologies) and are available upon request. Melting curve anal-
yses were performed for each sample and gene to confirm
the specificity of the amplification. Because the exposure
to DON did not cause any significant alterations in Polr2a
mRNA expression, the relative expression of each gene of
interest was normalized to the relative expression of this
gene. The quantification of the target gene expression was
based on the comparative cycle threshold (Ct) value. The
fold changes in the target genes were analyzed by the 2724t
method (Livak and Schmittgen 2001).

16S rRNA gene sequencing

We isolated DNA from cecum collected during necropsy
using ZR fecal DNA Kit (Zymo Research) according to the
manufacturer’s instructions. The resultant DNA was quanti-
fied by ultraviolet spectroscopy and stored at —80 °C. DNA
was amplified using universal primers Bact-0341, 5'-CCT
ACGGGNGGCWGCAG-3" and Bact-0785, 5'-GACTAC
HVGGGTATCTAATCC-3' to target the V3-V5 regions of
16S rRNA of bacteria (Herlemann et al. 2011). Individual
samples were barcoded, pooled to construct the sequenc-
ing library, and then sequenced using an Illumina Miseq
(Illumina, San Diego, CA) to generate paired-end 2 X 300 bp
reads.

Analysis of 16S rRNA sequencing data

The paired-end reads were first merged using PEAR v0.9.1
(Zhang et al. 2014) and then analyzed using the QIIME pipe-
line v1.9.1 (Caporaso et al. 2010). Quality was controlled
and reads were filtered: reads smaller than 132 nt and longer
than 500 nt were discarded, no quality trimming was per-
formed due to the high quality of the sequencing leading to
558,772 reads kept at this step for the 15 samples. Chimera
reads were removed using the script identify_chimeric_seqs.
py with USEARCH leading to a set of 488,207 reads. The
OTU clustering was done at 97% similarity level against the
GreenGenes database v13_8 (McDonald et al. 2012) using
the script pick_open_reference_otus.py (option -m sort-
merna_sumaclust). Singletons were removed using the script
filter_otus_from_otu_table.py leading to 461,073 reads dis-
tributed in 18,055 OTUs. Data were then normalized using
the script normalize_table.py (option CSS). Alpha diver-
sity and beta-diversity (weighted and unweighted UniFrac)
analyses were performed with QIIME scripts. Differential
OTU abundance analyses between DON-exposed and con-
trol groups were performed with STAMP (Parks et al. 2014)
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using the Welch’s test two-side and the Benjamini—-Hochberg
FDR correction.

Statistical analysis

Results are expressed as mean + SEM. The statistical sig-
nificance of differences between experimental groups was
calculated using the Mann—Whitney U test (GraphPad, San
Diego, CA). For all experiments, *p <0.05, **p <0.01,
*#%p <0.005, *#+kp <0.001.

Results

After 9 months of exposure, no mortality or any gross
behavioral change were observed in mice. No weight loss
occurred, but at the end of exposure, DON-exposed mice
had gained slightly less weight than control mice (Fig. S1).

Exposure to DON affects immune cells recruitment
and activation in mesenteric lymph nodes

Mesenteric lymph nodes (MLN) are involved in intes-
tinal homeostasis both in steady state and during inflam-
mation (Kawabe et al. 2016). We performed antigen-
presenting cells, B- and T-cell immunophenotyping.
Ly6G~ CDI11b~ Ly6C* CCR2* inflammatory monocytes,
Ly6G* CD11b* polymorphonuclear neutrophils (PMN),
and different T-cell immune populations, i.e. TCRB™ con-
ventional T, either CD4* or CD8", TCRB* CD1d-tetramer™
invariant NKT (iNKT), NK1.1*CD5~ NK and NK1.17*
CD5* NKT-like cells did not show any quantitative vari-
ation between MLN of control and DON-exposed mice
(Fig. S2a—c). The number of CD4* CD25* regulatory T
cells remained also unchanged (Fig. 1a), but the activation
markers CD69 and CD25 were increased on these CD4*
CD25" regulatory T cells (Fig. 1b). The number of CD19*
CD43™ IgM* 1gD~ CD5* CD23" regulatory B cells was
higher in MLN of DON-exposed mice compared to control
mice, whereas the number of total B cells and other B-cell
subpopulations were unchanged (Figs. 1c; S1d, and data
not shown). Regarding CD11¢* MHC class I F4/80~ den-
dritic cells (DC), no variation was observed in the number of
total DC, CD103~ CD11b* inflammatory DC and CD103*
CDI11b"™ resident DC (Fig. 1d). Noteworthy, CD86 expres-
sion was significantly decreased in both inflammatory and
resident DC (Fig. le).

Exposure to DON differently alters inflammatory
parameters in duodenum, jejunum, ileum and colon

The myeloperoxidase (MPO) is an enzyme found in neutro-
phils and monocytes that catalyzes radical production and
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modulates macrophage functions. MPO activity was chosen
as a general inflammation marker. MPO activity was sig-
nificantly higher in colon and jejunum of DON-intoxicated
mice compared to those of control mice (Fig. 2a). In ileum,
DON exposure induced a decrease of MPO activity. Besides,
as malondialdehyde (MDA) is one of the most prevalent
byproducts of lipid peroxidation during oxidative stress,
MDA assay was used to assess oxidative stress (Fig. 2b).
Following DON exposure, MDA levels were significantly
increased and decreased in colon and ileum, respectively.
Consistently, histological scoring confirmed the higher
inflammatory rate in colon of DON-exposed mice (Fig. 2c).
Moreover, mRNA transcripts levels of the cytokine Ifn-y
and the chemokines Ccl3 (also known as Mipla) and Ccl5
(also known as RANTES) were enhanced in colon of DON-
exposed mice (Fig. 2d). Levels of the cytokine /I-1f, the
chemokines Ccl2 (also known as Mcp-1) and Cxcll (also
known as KC) were significantly decreased in ileum follow-
ing DON exposure (Fig. 2e).

Exposure to DON affects intestinal epithelial cells
turnover

We next performed a histomorphometrical analysis of
intestinal tissues (Fig. 3). In duodenum, the villus height
was reduced and the crypt depth was increased, leading to
a villus/crypt ratio reduced by 29% in DON-exposed mice
compared to control mice (Fig. 3a—d). In jejunum, the vil-
lus/crypt ratio was also reduced, because of a crypt depth
increased (Fig. 3a—d). In ileum, a significant increase of
crypt depth was observed, which did not lead to a signifi-
cant variation of the villus/crypt ratio (Fig. 3a—d). Colon
epithelial homeostasis was assessed by measuring epi-
thelial cell area (Fig. 3e, f). It was significantly higher in
DON-exposed mice compared to control mice, suggesting a
proliferative effect of DON on gut epithelial cells. We then
assessed intestinal cells proliferation by proliferating cell
nuclear antigen (PCNA) immunostaining (Fig. 4a). PCNA-
positive cells were more numerous in colon and jejunum of
DON-intoxicated mice as compared with tissues of control
mice. Then we quantified transcript expression of Villin and
alkaline phosphatase (Alpi) as markers of mature absorptive
epithelial cell (Fig. 4b). Villin and Alpi mRNA levels were
higher in both jejunum and colon of DON-exposed mice
compared to those of control mice.

Exposure to DON alters gut microbiota composition

To assess the impact of experimental exposure to DON on
dominant bacterial communities, we sequenced V3-V5
amplicons of 16S rRNA genes. After merging, trimming
and chimera filtering, we obtained a total of 488,207 reads
(32,547 £ 6721 reads per sample) with a mean length of
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Fig.1 Effects of DON exposure on immune populations in mesen-
teric lymph nodes from mice exposed to DON (DON, n=10) com-
pared to control mice (CT, n=10). a Proportion of regulatory T cells.
b Mean fluorescence intensity (MFI) of CD69 (left) and CD25 (right)

450 bp. Exposure to DON did not significantly affect alpha
diversity (Shannon diversity index: Control 9.78 +0.21;
DON 9.24 +0.32, p value 0.4634 Mann—Whitney—Wilcoxon
test). After taxonomic assignment of operational taxonomic
units (OTUs), the effect of DON was assessed on the abun-
dance of phyla, families, and genera. Taxonomic assignment
at the phylum level of OTUs, with each color represent-
ing an individual bacterial phylum, is shown in Fig. 5a. As
expected, mice presented usual interindividual variations,
with a bacterial composition dominated by members of
the Firmicutes (Fig. 5a). Figure 5b shows that exposure to
DON significantly enriched the representation of Deferrib-
acteres, Proteobacteria, TM7, Verrucomicrobia, Tenericutes
and Cyanobacteria. The abundance of Actinobacteria and
Bacteroidetes was significantly lower in DON-exposed mice
compared to control mice. Furthermore, both at the family
and genus levels, several significant differences in taxonomic

on regulatory T cells. ¢ Proportion of regulatory B cells. d Proportion
of total, inflammatory and resident DC. e Mean fluorescence intensity
of CD86 on inflammatory DC (left) and resident DC (right)

abundances between DON and control mice were observed
(Fig. 5c, d). The proportion of Odoribacteraceae, Entero-
bacteriaceae, Deferribacteraceae, F16, Turicibacteraceae,
and Helicobacteraceae families were increased in DON-
exposed mice compared to control mice (Fig. 5¢). DON
exposure induced a decrease of the proportion of Corio-
bacteriaceae, S-24-7, and Streptococcaceae families. At the
genus level, higher proportions of Odoribacter, Mucispiril-
lum, Helicobacter, and lower proportions of Adlercreutzia,
Dorea, Bifidobacterium, and Streptococcus were observed
in DON-exposed mice compared to control mice (Fig. 5d).
The difference in the gut microbiome profiles arising from
DON exposure was also observed using Principal Coordi-
nate Analysis, as shown in Fig. 6. The two groups are clearly
divided with the PC1 axis capturing more than 67.9% of the
variation in the input data and PC2 22.5% of the variation at
the family level. These results were confirmed performing
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Fig.2 Effects of DON exposure on gut inflammatory status in mice
exposed to DON (DON, n=10) compared to control mice (CT,
n=10). a Myeloperoxidase activity and b malondialdehyde (MDA)
levels, in colon, ileum, jejunum and duodenum. ¢ Histological score

beta-diversity analysis using unweighted and weighted
Unifrac which further demonstrated statistically significant
separation of microbial profiles between control and DON-
exposed mice (unweighted R*>=0.116, p value =0.001,
weighted R>=0.148, p value=0.003).

Discussion

In this study, we assessed the effect of an oral chronic
exposure of DON at a dosage which is realistic for human
exposure (10 pug/kg bw/day) [EFSA Panel on Contami-
nants in the Food Chain (CONTAM) et al. 2017]. We first
investigated the immune status of mesenteric lymph nodes,
because MLN have a critical role in both development of
resolution of enteritis and colitis. We first demonstrated that
DON exposure induced an activation of regulatory T cells
in MLN. Similarly a decreased number of regulatory T cell
has been observed in MLN of rats perinatally exposed to
bisphenol A: this regulatory T-cells decrease was associated
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of inflammation in colon. d Relative expression levels of Ifn-y, Ccl3
and Cel5 mRNA in colon. e Relative expression levels of //1-f, Ccl2
and Cxcll mRNA in ileum

with an impaired response to food antigens and an increased
susceptibility to intestinal parasitic infection (Ménard et al.
2014). We have also observed a recruitment of regulatory B
cells. As regulatory B cells have been shown to both exac-
erbate (Zhu et al. 2017) and attenuate (Sattler et al. 2014)
mucosal inflammatory response in the gut, further studies
are needed to determine the functional impact of these cells
in the context of DON exposure. Exposure to DON also
induced inhibition of the co-stimulatory factor CD86 in both
inflammatory and resident DC. This can be attributed to reg-
ulatory T cells which are able to inhibit CD86 expression in
DC, that attenuates dendritic cell maturation and stimula-
tory function (Mavin et al. 2017). Accordingly, it has been
well documented that DC can be arrested at a semi-mature
status following treatment with regulatory T cells, render-
ing them deficient in stimulating CD4*T cell proliferation
(Mahnke et al. 2007). Activation of regulatory T cells is,
therefore, concordant with inhibition of co-stimulatory fac-
tor in DC. Reciprocally, in the intestine, resident DC play a
crucial role in tolerogenic responses including regulatory T
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Fig.3 Effects of DON exposure on intestinal histomorphology in
mice exposed to DON (DON, n=10) compared to control mice (Con-
trol, n=10). a Villus length. b Crypt depth. ¢ Villus/crypt ratio of

cell induction (Scott et al. 2011). Therefore, it appears that
several mechanisms are activated in DON-exposed mice to
induce immunomodulatory and tolerogenic properties of
immune populations present in MLN. Further studies are
needed to determine whether this induced tolerance in MLN
is a beneficial mechanism to counteract certain effects of
DON in intestinal tissues or whether this tolerance exacer-
bates the immune dysregulation caused by DON.

Previous studies have shown that exposure to DON
induces numerous and paradoxical deleterious effects
on intestinal tissues. In this work, for the first time to our
knowledge, the whole small intestine and noteworthy the
colon were analyzed. Regarding inflammation, the duode-
num, which did not present any variation of MPO activity
and MDA levels, seemed to be the less affected intestinal

small intestinal tissues. d Representative photomicrographs of small
intestinal tissues. Scale bar 50 um. e Epithelial area in colon. f. Rep-
resentative photomicrographs of colon tissues. Scale bar 50 um

tissue. Jejunum presented only an enhanced MPO activity.
Ileum showed a decrease of both MPO activity and MDA
levels, as well as of 1[-1, Ccl2 and Cxcl transcripts levels,
all concurring towards an immunosuppression induced by
DON exposure in ileum. By contrast, in colon, the numer-
ous inflammatory parameters significantly higher in DON-
exposed mice compared to control mice (namely, MPO
activity, MDA levels, histological score, and Ifn-y, Ccl3
and Ccl5 transcripts levels) strongly argue in favor of pro-
inflammatory effects of DON exposure in colon. These
results show that the effects of DON exposure on inflam-
mation are dependent of the intestinal localization. This
tissue-dependent effect of DON has already been observed
in the intestinal tract, with by instance an increase of /I-1/
in duodenum and a decrease of /l-1/ in jejunum, following
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10 days exposure to DON (0.9 mg/kg feed) in growing pig-
lets (Alizadeh et al. 2015). These results are consistent with
the compartmentalization of the immune response which
is well known in the intestinal tract (Houston et al. 2016).
In contrast to the effects on inflammation that appear to
be tissue specific, the observed effects on epithelial prolif-
eration seems to follow a gradient along the small intestine;
indeed, the quantitative morphological analysis showed a
decreasing effect of DON, from the most affected tissue,
the duodenum, which showed both decreased villus height
and increased crypt depth, to the ileum, which present only
an increase of crypt depth. These data are consistent with
previous studies which found impairment of intestinal mor-
phology in small intestine of DON-exposed animals (Akbari
etal. 2014; Alizadeh et al. 2015; Wu et al. 2015; Przybylska-
Gornowicz et al. 2015). In colon, the disruption of epithelial
proliferation is evidenced by the increase of epithelial cell
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Fig.4 Effects of DON exposure on intestinal epithelial cell prolif-
eration in mice exposed to DON (DON, n=10) compared to control
mice (CT, n=10). a PCNA immunostaining of colon and jejunum

@ Springer

Fig.5 Effect of DON exposure on microbiota composition in mice
exposed to DON (DON, n=8) compared to control mice (Control,
CT, n=7). DNA was isolated from cecum for MiSeq 16S ribosomal
RNA gene sequencing. The relative abundance of bacteria was calcu-
lated based on operational taxonomic units (OTUs). a Overview of
the relative abundance of gut bacteria depicted at the phylum level.
The fold variation of significantly changed bacterial phyla (b), fami-
lies (¢) and genera (d)

area in DON-exposed mice. The higher number of proliferat-
ing cells in the crypts of colon and jejunum of DON-exposed
mice confirms the hyperproliferative effect of DON on intes-
tinal epithelial cells. This rise of proliferation is associated
with an enhancement of expression of two absorptive cell
markers, Villin and Alpi, in jejunum and colon, showing a
disruption of epithelial cells differentiation. These results
suggest that at this low level, DON clearly influences the
epithelial cell turnover both in small intestine and in colon.

8

8

8

n
S

S

PCNA
(% of positive cells/crypt)

0-

60

40

20

PCNA
(% of positive cells/crypt)

DON
Alpi

200 .
2 ccT
3 150 == DON
@
2
s 100
[
4
s
F 50
£ o

0 m—

Jejunum Colon

(left panel, scale bar 50 uM), and their quantification (right panel).
b Relative expression levels of Villin and Alpi in colon and jejunum

>

These Madjid Djouina

Impact toxicologique de contaminants alimentaires au niveau intestinal et hépatique

159




Annexes

Archives of Toxicology (2018) 92:2327-2338

Mean proportion (%)

Difference in mean proportions (%)

2335
a Phyla
— 100+ 5
§ . - - . . - . B Firmicutes
8 804 0 Bacteroidetes
€ ;
s @l Proteobacteria
S 604 Actinobacteria
g [0 Deferribacteres
© 40 ¥
5 @ Cyanobacteria
T 5. Tenericutes
§' Verrucomicrobia
S
a @ Other
CT1 CT2 CT3 CT4 CT5 CT6é CT7 DON1 DON2 DON3 DON4 DONS DONG6 DON7 DON8
b =3 Control == DON 95% confidence intervals
1
p__Actinobacteria P | @ 1.18e-5
p__Deferribacteres By O 177e3 g
£ p__Proteobacteria BF=—y —0— 2.55e-3 §
S p_TM7 | Q 2.48e-3 5
> p__Verrucomicrobia | [e] 0.041 ‘3
i p__Bacteroidetes 0= l —_——— 0.034 =2
p__Tenericutes § of 0.042 E,
p__Cyanobacteria iy —o—! 0.042
! L 1 |
0.0 28.8 -10 -5 0 5 10 15
Mean proportion (%) Difference in mean proportions (%)
Cc == Control = DON 95% confidence intervals
f__Coriobacteriaceae P : (o] 4.27e-5
f_[Odoribacteraceae] § o, 3.85e-4 5
> f__Enterobacteriaceae By FH 142e-3 8
™
- f__Deferribacteraceae By o+ 3123 ¢
E f_F16} 0 6.60e-3 S
w f_S24-7 | —_—— 0.023 3
f_Turicibacteraceae | o 0.021 %
f_Helicobacteraceae By —0— | 0025 ©
f_ Streptococcaceae | (o) 0.024
L ! L 1 ! L I
0.0 334 -10 -5 0 5 10 15
Mean proportion (%) Difference in mean proportions (%)
d == Control == DON 95% confidence intervals
|
g__Odoribacter Bmy o~ 1.36e-3 5
7] g_ Adlercreutzia == | —o— 1.88e-3 g
g g__Mucispirillum Fee——y ——A I 7.19e-3 £
[7) g__Dorea == I —e— 0.042 §
o g_ Helicobacter == ' o i I 0040 g
g_ Bifidobacterium B I o+ 0.041 ©
g_ Streptococcus | 5} 0.036 ©
L . ! ! | )
0.0 118 -8 -6 -4 -2 0 2 4

@ Springer

These Madjid Djouina

Impact toxicologique de contaminants alimentaires au niveau intestinal et hépatique

160



Annexes

2336 Archives of Toxicology (2018) 92:2327-2338
O control
© DON
o |
0.05 \
I 0.08 I
I ° ° | .
= o : S 006 |
| |
= 000 - - - - L el et e - 0.04
§ . o \r = :\; n] I u]
8 — 3 0m o
g = ’ d | 0
: N 000f - - - - i e
-0.05 : 9 § 5
I (¢]
| -0.02
| o . I °
! -0.04 |
4 I (¢]
0.10 ql 006 1
-0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10 -0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10
PC1 (67.9%) PC1 (60.4%)
Family Genus

Fig.6 Comparison of microbial community diversity presented as PCoA plots at the family (left panel) and genus (right panel) level in mice

exposed to DON (DON, n=8) compared to control mice (Control, n=7)

Among the most striking features revealed by metagen-
omics analysis of cecum microbiota are the decrease of
Bacteroidetes and the increase of Proteobacteria in DON-
exposed mice compared to control mice. The decrease of
Bacteroidetes is also a feature of patients with IBD, as con-
firmed by a meta-analysis (Zhou and Zhi 2016). Bacteroi-
detes express polysaccharide A, which can induce regulatory
T-cell growth and cytokines expression that are protective
against colitis (Round et al. 2011). Moreover, Proteobacte-
ria are often found to be increased in metabolic disorders
and IBD, and have been identified by some authors as a
possible marker of microbiota instability, thus predispos-
ing to the onset of these diseases (Rizzatti et al. 2017).
Dysbiotic Proteobacteria expansion is also considered as
a microbial signature of gut epithelial dysfunction (Litvak
et al. 2017). In various mouse models of colitis, positive
correlations have been established between Proteobacteria
and gut inflammation (Maharshak et al. 2013; Selvanan-
tham et al. 2016). More specifically, Enterobacteriaceae
which belong to Proteobacteria are among the most com-
monly overgrown symbionts in many conditions involving
inflammation, such as IBD, obesity, colorectal cancer, celiac
disease, and antibiotic treatment (Zeng et al. 2017). In our
study, the proportion of Enterobacteriaceae is almost two-
fold higher in DON-exposed mice compared to control mice.
These results suggest that the enterobacterial bloom induced
by DON exposure could contribute to its effects on intestinal
inflammation.
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Another interesting feature of DON-induced dysbiosis
is the lower proportion of Coriobacteriaceae family and
Adlercreutzia genus. Coriobacteriaceae have been found to
be more abundant in Crohn’s disease patients than control
patients (Hansen et al. 2012) and inversely less abundant in
fecal samples of pediatric IBD patients (Maukonen et al.
2015). Adlercreutzia are also decreased in IBD patients
(Shaw et al. 2016). In stool, Adlercreutzia are less abun-
dant in patients with colorectal cancer (Wang et al. 2017),
whereas in luminal samples, CRC patients were enriched
in members of the family Coriobacteriaceae (Chen et al.
2012). Notably, Coriobacteriaceae increased in abundance
on a gluten-free diet (Bonder et al. 2016). Coriobacteriaceae
and particularly Adlercreutzia are also enriched following
low-fermentable substrate diet intervention in responders
(Chumpitazi et al. 2014). Coriobacteriaceae are also less
abundant in gluten-sensitive macaques (Mohan et al. 2016)
but paradoxically Coriobacteriaceae are higher in celiac dis-
ease infants than in healthy controls (Collado et al. 2007).
Therefore, despite somehow conflicting results, modifica-
tions of the proportion of Coriobacteriaceae and Adlercreut-
zia have been repeatedly associated with chronic disorders
of the digestive tract.

Another compelling hallmark of DON-induced dysbio-
sis is the higher proportion of Odoribacteraceae family
and of the Odoribacter genus. Odoribacter are reduced in
Crohn’s disease patients (Wang et al. 2017). By contrast,
the relative abundance of Odoribacter is higher in mouse
with DSS-induced colitis (Yang et al. 2017). Odoribacter
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have also been found enriched in a mouse model of inflam-
mation-driven colon cancer (Zackular et al. 2013; Yama-
moto and Matsumoto 2016). Our study also revealed that
DON exposure led to an higher amount of Mucispirillum,
which are mucin-degrading bacteria that could contribute
to the known effects of DON on intestinal barrier (Berry
et al. 2012; Rauch et al. 2014). Finally, this metagenom-
ics analysis showed that the microbiota of mice which have
been exposed to DON presents several important features of
dysbiosis, which can influence the susceptibility to chronic
diseases of the intestinal tract.

Conclusion

In conclusion, chronic ingestion of DON at human dietary
level impairs multiple parameters of intestinal homeostasis
including gut microbiota composition, immune response,
morphology and epithelial proliferation. This work confirms
that intestinal tract is highly susceptible to DON, and that it
is worthy to further assess the role of DON in intestinal dis-
eases, including inflammatory bowel diseases, food-allergic
enteropathy and colorectal cancer.
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