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RESUME

L’exposition aux polluants environnementaux a été associée a de nombreux désordres
métaboliques, immunitaires et reproductifs ainsi qu’a divers cancers. De plus en plus de travaux,
indiquent que le microbiote intestinal, qui joue un réle majeur dans I’immunité et le métabolisme de
I’hote, interagit avec les xénobiotiques dont les polluants organiques persistants (POPs) et les
contaminants néoformés dans les aliments. Cette interaction peut avoir des conséquences
toxicologiques importantes via la modification des fonctions du microbiote intestinal mais également
via 1la métabolisation des xénobiotiques, entrainant une potentielle altération de 'hnoméostasie de 1'hote.
Dans le cadre de cette thése, nous avons démontré, en modele in vitro, qu’une exposition aigiie du
microbiote intestinal humain au benzo[a]pyréne (hydrocarbure aromatique polycyclique) a entrainé
une altération des fonctions du microbiote intestinal au niveau du volatolome et du métatranscriptome
microbien. Cependant, dans nos conditions expérimentales, aucun impact sur la structure microbienne
n'a été observé. L’Homme étant continuellement exposé a un panel de composés chimiques
environnementaux, nous avons par la suite étudié I'impact de divers POPs et produits néoformés dans
les aliments sur le microbiote intestinal humain. Des familles de geénes ainsi que des composés
volatiles microbiens ont ¢t¢ identifiés comme altérés aprés 1’exposition, conduisant a une perturbation
de l'activité microbienne. Nous avons finalement démontré que l'interaction microbiote-polluant
pourrait conduire a I'établissement d'un état pro-inflammatoire modéré dans l'intestin avec une
libération de cytokine IL-8 par les cellules épithéliales intestinales. Ces résultats appuient le concept
émergent selon lequel les contaminants alimentaires pourraient altérer les activités du microbiote
intestinal.

ABSTRACT

Exposure to environmental pollutants has been associated with various life-threatening
disorders, including dysregulation of the immune and reproductive systems, metabolic diseases and
various cancers. Growing evidences indicate that the gut microbiota, which plays major roles in host
metabolic and immune functions, interacts with xenobiotics including persistent organic pollutants
(POPs) and foodborne chemicals. The toxicological relevance of the gut microbiota-pollutant interplay
is of great concern for the host since the chemicals may disrupt the gut microbiota functions leading to
a potential impairment of the host homeostasis. During this PhD thesis, we demonstrated that irn vitro
acute exposure of the human gut microbiota with benzo[a]pyrene (polycyclic aromatic hydrocarbon)
led to an impairment of the gut microbiota functions with a specific shift of the microbial volatolome
and metatranscriptome. However, in our experimental conditions, no impact on the microbial structure
was observed. Since humans are exposed to a wide range of environmental chemicals we investigated
the impact of various POPs and foodborne chemicals on the human gut microbiota. We identified
microbial volatiles and gene families that shifted after this exposure leading to an imbalance of the
microbial activity. Furthermore, we demonstrated that the interaction between the pollutants and the
gut microbiota lead to a significant release of pro-inflammatory IL-8 cytokine by the intestinal
epithelial cells which may contribute to the establishment of a low-grade inflammatory state in the gut.
All together, these data support the emerging concept that food pollutants could alter the gut
microbiota activities.






ABREVIATIONS

Ne sont répertoriées que les abréviations fréquemment employées dans le manuscrit. Celles
employées une seule fois sont explicitées dans le texte uniquement.

A
AGCC : acides gras a chaine courte
AH : amine hétérocyclique
AhR : récepteur des hydrocarbures arylés
AIEC : Escherichia coli adhérentes et invasives
AJE : apport journalier estimé
AJMT : apport journalier maximum théorique
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ARNTr : acide ribonucléique ribosomique
ATSDR : agence pour le registre des substances toxiques et maladies
C
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CAZymes : carbohydrate active enzymes
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CIRC : centre international de recherche sur le cancer

CONTAM : opinion scientifique des contaminants de la chaine alimentaire

D
DDD : dichlorodiphényl-dichlorophényléthane
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DIJT : dose journaliere tolérable
DMTP : dose mensuelle tolérable provisoire

E

EAT : étude alimentaire totale
EFSA : I’autorité européenne de sécurité des aliments
EHEC : Escherichia coli entérohémorragique

ERO : espéces réactives de I’oxygene

FISH : fluorescence in situ hybridization

HAP : hydrocarbure aromatique polycyclique
HBCD : hexabromocyclododécane






HGC : high gene count

HMP : human microbiome project

I
Ig : immunoglobuline
IL : interleukine

L
LMR : limite maximale de résidus
LT : lymphocyte T
LTreg : lymphocyte T régulateur

M

MAMP : microbe-associated molecular pattern
MC : maladie de Crohn
MetaHIT : metagenomics of the human intestinal tract

MICI : maladies inflammatoires chroniques de I’intestin

N
NGS : next generation sequencing

o
OMS : organisation mondiale pour la santé

P

PBB : polybromobiphényle

PBDE : polybromodiphényléther

PCB : polychlorobiphényle

PCB-DL : polychlorobiphényle de type « dioxine-like »
PCDD : polychlorée dibenzo-p-dioxine

PCDF : polychloré dibenzofurane

PhIP : 2-amino-1-méthyl-6-phénylimidazo (4,5-b) pyridine
POP : polluant organique persistant

PRR : pattern recognition receptor

PXR : pregnane X receptor

Q
qPCR : quantitative polymerase chain reaction

R
RCH : rectocolite hémorragique
RFB : retardateur de flammes bromé

S

SCF : comité scientifique de 1’alimentation humaine






SHIME : simulator of the human intestinal microbial ecosystem
SI : systéme immunitaire

SII : syndrome de I’intestin irritable

SIP : stable isotope probing

SM : spectrométrie de masse

SNC : systéme nerveux central

TCDD : 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine
TEQ : toxic equivalency

TGI : tractus gastro-intestinal

TIM : TNO gastro intestinal tract model
TMA : trimethylamine

TMAQO : triméthylamine-N-oxyde

UE : union européenne

US-EPA : agence de protection environnementale américaine
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INTRODUCTION GENERALE







Introduction Générale

L’industrialisation des sociétés a conduit a une production de plus en plus importante
d’une grande diversit¢ de molécules chimiques potentiellement toxiques, déversées
accidentellement ou non dans I’environnement. Depuis les années 30, un lien entre la
pollution atmosphérique et des désordres des voies respiratoires a été établi menant
rapidement au développement de méthodes de mesure de la pollution de 1’air (AGN, 1930;
Chauhan and Johnston, 2003; Meller, 1930). Ce n’est qu’au début des années 50, que les
premiers rapports scientifiques sur la contamination chimique des aliments sont apparus.
L’exposition humaine aux contaminants alimentaires est ainsi devenue un probléme majeur de
santé publique avec un essor important des recherches effectuées dans ce domaine depuis les
années 2000. Malgré I’interdiction de la production de certains composés avérés toxiques
pour I’Homme, leur persistance dans les environnements (eau, sol, air) conduit a une
accumulation de ces composés dans les organismes. Les scandales sanitaires récurrents, liés a
la contamination de denrées alimentaires, mettent en évidence les relations étroites entre
I'Homme et son environnement. Encore trés récemment, au mois d’ Aot 2017, des ceufs ont
¢té contaminés au fipronil (insecticide) a des concentrations supérieures aux limites
maximales de résidus. Les autorités sanitaires européennes estiment que les ceufs contaminés
ont été¢ distribués dans au moins 45 pays dont 25 pays de 1I’Union Européenne. Ces
contaminants chimiques (incluant les composés néoformés par la transformation des aliments)
ont été mis en cause dans de nombreuses pathologies métaboliques, reproductives,
immunitaires et neurologiques ainsi que dans des troubles du comportement. Initié en 2015, le
projet TENDR (Targeting Environmental Neuro-Developmental Risks)est issu d’un
partenariat de chercheurs et de professionnels de santé dont la collaboration a pour origine des
observations inquiétantes de liens potentiels portant sur les substances chimiques toxiques
présentes dans 1I’environnement associ€es a des troubles neuro-développementaux comme les
troubles du spectre autistique, les déficits d’attention, I’hyperactivité, la déficience
intellectuelle et les troubles de I’apprentissage (TENDR Project, 2016). De nombreux autres
liens ont également été établis entre 1’exposition a des polluants environnementaux et la

formation de cancers.

Le corps humain est habité par un trés grand nombre de microorganismes et le tractus
digestif, en particulier l’intestin, est le compartiment le plus densément peuplé. Cette
communauté microbienne intestinale, communément appelée microbiote intestinal, est
composée majoritairement par des bactéries et a co-évolué avec son hote pour établir une

relation symbiotique généralement mutuellement bénéfique. Au cours de ces dix derniéres
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années, la caractérisation du microbiote intestinal, au travers de la mise en évidence d’une
importante diversité associée a des abondances trés variables des populations qui le
composent et de leurs fonctions associées, a €té rendue possible par I’avénement des outils
moléculaires a haut-débit. De nombreuses études ont montré que des perturbations dans la
composition et les fonctions de la communauté microbienne ont notamment été associées a
des pathologies digestives et extra-digestives souvent caractérisées par des processus
inflammatoires chroniques. Ces perturbations du microbiote intestinal, appelées dysbioses,
peuvent étre mises en relation avec des déterminismes génétiques de I’hdte, des différences
individuelles de structure des microbiotes ayant des origines diverses comme nous le
présenterons par la suite ou des parameétres environnementaux tels que les contaminants
chimiques alimentaires. En retour, le microbiote intestinal a démontré sa capacité a
métaboliser certaines familles de composés chimiques menant a une modulation de la toxicité
de ces composés pour 1’hote. Ainsi, il existe un ensemble d’éléments suggérant que le
microbiote intestinal est un acteur majeur, mais encore sous-estimé, qui doit étre considéré

pour évaluer pleinement la toxicité des contaminants environnementaux chez I’Homme.

C’est dans ce contexte que s’inscrivent les travaux de cette these, dont 1’objectif est
d’étudier les potentielles perturbations du microbiote intestinal humain, induites par
I’exposition a différentes classes de polluants environnementaux ou néoformés par la

transformation des aliments.

La premicere partie de manuscrit aura pour objectif de replacer le contexte scientifique
de ces travaux de these au travers d’une synthése bibliographique. Cette premicre partie se
découpera en trois chapitres consacrés aux contaminants chimiques dans les aliments, a la
description du microbiote intestinal et aux pathologies humaines associées a des perturbations
de ce dernier. La seconde partie de ce manuscrit exposera et commentera les travaux effectués
au cours de cette thése. Le premier objectif de ce travail visait a étudier I’impact du
benzo[a]pyréne, un hydrocarbure aromatique polycyclique, sur le microbiote intestinal
humain en systéme in vitro. Le second objectif de ce travail portera sur I’'impact de six
grandes classes de contaminants chimiques alimentaires sur le microbiote intestinal humain en
systéme in vitro et les effets de cette interaction (en particulier 1’étude des produits du
métabolisme microbien suite a I’exposition aux polluants) sur I’hdte. Les contaminants inclus
dans ce travail sont représentatifs des principales familles couramment retrouvées dans les

aliments : les dioxines, les retardateurs de flammes bromés, les pesticides, les hydrocarbures






Introduction Générale

aromatiques polycycliques et les amines hétérocycliques. Enfin, une conclusion générale et

des perspectives a I’ensemble de ces travaux seront proposées.






CHAPITRE 1 : SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE







Syntheése Bibliographique

1. Contaminants Chimiques dans les Aliments

Les aliments nous procurent les apports énergétiques et nutritionnels (protéines,
glucides, lipides, minéraux et vitamines) nécessaires au bon fonctionnement de 1’organisme.
Cependant, ils sont également les vecteurs de composés potentiellement toxiques qui seront
ainsi transportés au niveau du tractus digestif de I’hdte. L’Homme est ainsi exposé via son
alimentation a de nombreux contaminants chimiques indésirables (non ajoutés
intentionnellement) tels que les composés inorganiques, les toxines, les polluants
environnementaux (dont les polluants organiques persistants (POPs)) et les composés

néoformés par la transformation des aliments (EFSA, 2012a; Silano and Silano, 2015).

Afin d’évaluer le risque de contamination pour la population, des études alimentaires
totales (EAT) sont réalisées afin de rechercher différentes substances susceptibles d’étre
présentes dans les aliments « tels que consommés ». Ces études permettent ainsi d’éclairer les
prises de décision en matieére de gestion des risques (contrdle et réglementation), aux niveaux
national, européen et international. En 2015, d’aprés une enquéte portée par Santé Canada en
coopération avec 1’organisation mondiale de la santé¢ (OMS), 53 pays avaient déja conduit une
EAT, les premicéres études ayant été réalisées dés 1961 aux Etats-Unis (Lee et al., 2015; WHO
and WPRO, 2015). En France, une premi¢re EAT (EATI1) a été réalisée entre 2000 et 2004
suivie d’une deuxieme (EAT2) entre 2006 et 2010. Dans cette derniere étude, plus de 20000
produits alimentaires ont été analysés représentant 212 types d’aliments pour lesquels 445
substances chimiques ont été recherchées (ANSES, 2011a, 2011b). Certains travaux se sont
¢galement intéressés a la contribution des étapes de production, de stockage et d’emballage
des produits alimentaires industriels dans I’exposition aux contaminants chimiques (Ng and

von Goetz, 2017).

Les POPs et les composés néoformés par la transformation des aliments sont
fréquemment recherchés et retrouvés dans les études alimentaires. De maniere générale, ces
¢tudes convergent vers le fait que la viande, le poisson, les mollusques et crustacés ainsi que
les produits dérivés d’animaux sont des contributeurs majeurs de 1’exposition (ANSES,
2011a, 2011b; Domingo, 2017; Fleury et al., 2017). Les dioxines, les polychlorobiphényles
(PCBs), les retardateurs de flammes bromés (RFBs), les pesticides et les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAPs) sont des composés principalement issus de [’activité
humaine. IlIs s’accumulent dans les tissus vivants au cours de la production végétale et

animale, et se retrouvent, a terme, transférés dans les produits alimentaires. Certains de ces
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Tableau 1 :

Caractéristiques des principaux contaminants chimiques retrouvés dans 1’alimentation.

. Groupe
Famille Nom Structure Formule IARC
. . cl O. Cl
Dioxines 2,3,7,8 te(;c_rac.hlorodlbenzo :@: I;[ CoHaCliO, 1
para-dioxine (TCDD) cl o ol
2,3,3,4,4-
pentachlorobiphényle c, g cl e, g cl
PCB105
PCBs-DL* 5 (3 344 )5_ C\C\ CICI CIZHIO-(n+m)C|(n+m)
hexachlorobiphényle PCB10S € peaiss Lentme<10
(PCB156) nrm 2A
2,2’ 6-tetrachlorobiphényle ol el c o @_@
PCBs-NDL* (PCB19) 7\ ) ' 4 /; o s N\,
3,3’,5-tetrachlorobiphényle — \/ — 7
cl Cl
(PCB?’G) PCB19 PCB36
Br
Br\ 'J\\
hexabromocyclododécane T
RFBs (HgCD) - l\j_/B' C12H18Brs -
B "“‘r"“‘\/' By
Br
Br X D
ici =, 0
Pesticides deltamethrine 'S 0 CaoH19BraNO; 3
pyréthrinoides o
N
HAPs benzo[a]pyréne (B[a]P) 06‘0‘ CaoH12 1
2-amino-1-méthyl-6- /
AHs phénylimidazo (4,5-b) C1sH12Ns 2B

pyridine (PhIP)

La classification IARC classe les composés en quatre groupes : carcinogéne pour I’Homme (groupe

1), probablement carcinogéne pour I’Homme (groupe 2A), potentiellement carcinogéne pour I’Homme

(groupe 2B), non classifiable concernant son potentiel carcinogéne pour I’Homme (groupe 3),

probablement non carcinogéne pour ’Homme (groupe 4). * Les quatre PCBs présentés sont des

exemples représentatifs des PCBs-DL et PCBs-NDL.
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composés peuvent également, dans une moindre mesure, étre générés par des processus
naturels lors de la dégradation incompléte de la matieére organique, tels que les feux de foréts
ou le volcanisme. Enfin, les amines hétérocycliques (AHs) et les HAPs peuvent se former au

cours des procédés de transformation des aliments, tels que la cuisson ou le fumage.

1.1. Principales familles et caractéristiques générales

1.1.1. Les dioxines

Les dioxines sont des composés organiques chlorés sous-produits indésirables dans un
grand nombre de processus thermiques impliquant du chlore, du carbone et de I’oxygene
(Tuomisto et al., 2011). Dans les années 60, leur émission était principalement liée aux
activités industrielles impliquant la synthese de dérivés chlorés (pesticides, PCBs et chlorures
de polyvinyle (PVCs)) (EFSA, 2015). Depuis la fin des années 80, la production de dioxines
résultant de ces activités industrielles a fortement été réduite par I’interdiction de certains
produits ainsi que par la modification de certains procédés technologiques. Parmi les
émissions accidentelles de dioxines, les usines de production de dérivés chlorés occupaient
une place non négligeable. L’exemple de 1’incident survenu dans ’usine ICMESA a Seveso
en 1976 est le plus connu (WHO, 1998). De nos jours, les principales sources d’émission de
dioxines résultent des activités d’incinération des déchets ménagers et hospitaliers, de la
métallurgie et des procédés de fabrication de la pate a papier (Buekens et al., 2001; EFSA,
2012b; Tuomisto et al., 2011)

Les dioxines regroupent 75 polychlorées dibenzo-p-dioxines (PCDDs) et 135
congéneres polychlorés dibenzofuranes (PCDFs) apparentés sur le plan structurel et chimique.
Cependant, 17 d’entre eux sont considérés comme ayant de potentiels effets néfastes pour
I’Homme et les animaux, la 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-para-dioxine (TCDD) étant la plus
toxique (Tableau 1). De ce fait, la toxicité des dioxines est exprimée en facteur d'équivalent
toxique par rapport a la toxicité de la TCDD. Ces 17 dioxines comportent au minimum quatre
atomes de chlore aux positions 2, 3, 7 et 8 sur le cycle benzene. Le terme dioxine recouvre
aussi certains PCBs de type «dioxine-like » (PCBs-DL), dotés de propriétés toxiques
similaires (EFSA, 2015).

Plus de 90% de I'exposition de 'Homme aux dioxines provient de 1'alimentation. Les

aliments les plus contaminés étant la viande, les produits laitiers, le poisson et les crustacés
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(Schwarz et al., 2014; US-EPA and IRIS, 2012; WHO, 1998). En 2001, le comité mixte
organisation des nations unies pour l'alimentation et l'agriculture (ONUAA)/ OMS a établi
une dose mensuelle tolérable provisoire (DMTP) de 70 pg toxic equivalency (TEQ)/kg.poids
corporel (pc)/mois soit une dose journali¢re tolérable (DJT) de 2,3 pg TEQ/kg.pc/jour (FAO
and WHO, 2002). La DJT est la dose qu'un individu peut ingérer quotidiennement tout au
long de sa vie sans que cela n'engendre d'effet néfaste sur sa santé. L’évaluation de
I’exposition alimentaire moyenne aux dioxines de la population frangaise est estimée a 1,8 pg
TEQ/kg.pc/j chez les adultes et a 2,8 pg TEQ/kg.pc/j chez les enfants. La DJT de 2,3 pg
TEQ/kg.pc/j, en moyenne sur la vie entiere, serait dépassée pour 20 a 28% de la population

(AFSSA, 2005).

Plusieurs études épidémiologiques ont été réalisées chez ’Homme apres un relargage
accidentel a partir d’unités de production industrielles. Les principaux effets liés a
I’exposition a la TCDD ont été des manifestations dermatologiques (chloracnée) et hépatiques
(augmentation du volume du foie, élévation transitoire des taux sériques d’enzymes
hépatiques) (INERIS, 2006). Cependant, de nombreux désordres de type endocriniens,
neurologiques et hépatiques ont été associés a 1’exposition a 1’Agent Orange (dont la TCDD)
lors de la guerre du Vietnam (Yi et al., 2014). En modé¢le animal, I’exposition a la TCDD
engendre des lésions cutanées, hépatiques, des troubles neurologiques ainsi que des
perturbations des systemes reproductifs et immunitaires (Chmill et al., 2010; Gonzalez-
Barbosa et al., 2017; Han et al., 2017; INERIS, 2006; Jacob et al., 2017). La TCDD a été
caractérisée comme cancérogeéne pour ’Homme (groupe 1) par le centre international de
recherche sur le cancer (CIRC) (IARC, 2012b). Des études de cancérogenese chez I’animal
montrent que le foie est la principale cible de cancer, mais d'autres sites (thyroide, poumons,
cavité orale) peuvent étre également concernés. Cette toxicité est médiée par la liaison de la
TCDD au récepteur des hydrocarbures arylés (AhR) (Dragan and Schrenk, 2000; INERIS,
2006). L’implication de ce récepteur dans la toxicité est décrit dans la partie 1.2 « Récepteur

des hydrocarbures arylés (AhR) et toxicité ».

1.1.2. Les polychlorobiphényles (PCBs)

Les PCBs sont des composés organiques chlorés utilisés par l'industrie sous forme de

mélange (1’un des plus connus étant celui vendu aux Etats-Unis sous le nom d’Aroclor), pour
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leurs propriétés isolantes (transformateurs électriques) ainsi que leur stabilité chimique et
physique (encres, peintures) (EFSA, 2012b; WHO, 2003). Leur production et leur utilisation
ont progressivement été réduites au cours des années 70 puis finalement interdites en 1987.
Malgré I’arrét de leur production, les PCBs sont encore distribués dans I’environnement entre
autre par le mauvais entretien des décharges, le déversement illégal ou inapproprié¢ de déchets
contenant des PCBs et les fuites ou rejets de transformateurs €lectriques. Les PCBs incluent
209 congéneres dont le nombre d’atomes de chlore et leur localisation déterminent les
propriétés physico-chimiques du composé. Suivant leurs propriétés structurales et
toxicologiques, les PCBs sont répartis en deux groupes: les PCBs-DL comprenant 12
congéneres (mécanisme d’action similaire aux dioxines) et les PCBs «non dioxin-like »
(PCBs-NDL) (Tableau 1) (EFSA, 2012b). L'alimentation constitue la principale voie de
contamination de la population générale et les aliments les plus incriminés sont le poisson et
la viande ainsi que leurs produits dérivés (Arnich et al., 2009; EFSA, 2010). En 2003, ’OMS
a proposé une DJT de 10 ng/kg.pc/j pour I’ensemble des PCBs-NDL. L’évaluation de
I’exposition alimentaire moyenne aux PCBs-NDL de la population francaise est estimée a 8,8
ng/kg.pc/j chez les adultes et a 14,9 ng/kg.pc/j chez les enfants. Un dépassement de la DJT
concernerait 58% des enfants et 20% des adultes (AFSSA, 2007). Plus récemment, la DJT des
PCBs-NDL a été définie entre 2,71 et 25,7 ng/kg.pc/j (EFSA, 2012b; Sirot et al., 2012).

Les principales études épidémiologiques chez I’Homme ont été réalisées dans le cadre
d’une exposition chronique a divers Aroclors. L’agence pour le registre des substances
toxiques et maladies (ATSDR) a recensé chez I’Homme, majoritairement des effets
hépatotoxiques, des Iésions cutanées (chloracnée) ainsi que des problémes respiratoires
(ATSDR, 2014). Certaines perturbations du systeme reproductif ont également été mises en
évidence (Jiang et al., 2017b). En modé¢le animal, les principaux organes cibles de la toxicité
sont le foie, la thyroide ainsi que le systéme immunitaire (SI) et la perte de poids est un des
marqueurs de 1’exposition. Les Aroclors sont mutagénes et cancérigenes avec 1’induction
notamment de tumeurs hépatiques et d’adénomes thyroidiens (ATSDR, 2014; Faroon and
Ruiz, 2015). Les 12 PCBs-DL présentent le méme mécanisme d’action que les dioxines, alors
que celui des PCBs-NDL semble lui, indépendant de la liaison au récepteur AhR. Certains
mécanismes de narcose (rupture des membranes phospholipidiques) ou de liaison aux
récepteurs CAR (constitutive androstane receptor) et PXR (pregnane X receptor) ont été

cependant mis en évidence (Géhrs et al., 2013; US-EPA, 2003; Viluksela et al., 2012).
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1.1.3. Les retardateurs de flammes bromés (RFBs)

Les RFBs sont des composés organiques bromés, qui, de par leurs propriétés
ignifuges, sont incorporés dans toute une série de produits pour les rendre moins
inflammables. Ils sont couramment utilisés dans les plastiques d’appareils électroniques
(ordinateurs, télévisions), dans des mousses et des matériaux de capitonnage (domestiques et
industriels), dans des piéces automobiles et d’aviation ainsi que dans certains textiles
(ANSES, 2012; EFSA, 2011). Les émissions proviennent des usines de traitement des RFBs
mais également des procédés d’usage et de destruction des matériaux ignifugés. Cette famille
est divisée en quatre catégories: les  polybromodiphényléthers  (PBDEs),
I’hexabromocyclododécane (HBCD), le tétrabromobisphénol A (TBBPA) et les
polybromobiphényles (PBBs). En 2006, sous la directive 2002/95/EC, les PBBs et PBDEs ont
été interdits en Europe dans tout équipement électrique et électronique (UE, 2003a). En Mars
2016, I’Union Européenne (UE) publie le réglement n°® 2016/293 modifiant le reglement n°
850/2004 concernant les engagements pris par I’'UE dans le cadre de la convention de
Stockholm sur les POPs afin de mettre en ceuvre, l'interdiction de la production, de
l'utilisation, de l'importation et de 1’'exportation de 'HBCD. Cependant, ce réglement est
soumis a des dérogations spécifiques notamment pour la production de polystyréne expansé et

le polystyréne extrudé dans les batiments (UE, 2016).

Du fait de concentrations extrémes dans certaines matrices alimentaires, ’HBCD est le
composé le plus suivi et controversé des RFBs (Tableau 1). Chez la volaille, le ratio entre
valeurs maximales et valeurs médianes en HBCD dépasse 20000 pour 1’ceuf et avoisine les
10000 pour le muscle, contrairement aux PBDEs pour lesquels ce ratio est respectivement de
19 et 7 (ANSES, 2012). La encore, I’alimentation constitue le vecteur majoritaire de
contamination pour la population générale (ANSES, 2012; Johnson-Restrepo and Kannan,
2009). Les aliments les plus contaminés par ’HBCD sont le poisson, la charcuterie, les
crustacés et mollusques et la viande (ANSES, 2011a; EFSA, 2011). Contrairement a d’autres
polluants, les RFBs n’ont pas de DJT établie. Selon I’ Autorité Européenne de Sécurité des
Aliments (EFSA), les apports journaliers estimés (AJE) en HBCD sont de 0,16-0,21
ng/kg.pc/j en France et de 0,09-0,99 ng/kg.pc/j en Europe (EFSA, 2011). L’HBCD est
composé de trois isomeres o, et y dont I’abondance relative est respectivement de 9-13%,
<0.5-12% et 72-90%. L’isomere o étant 1’isomere le plus retrouvé dans les matrices

alimentaires (Barghi et al., 2016; EFSA, 2011; Schecter et al., 2012).
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De nombreuses études en modéle murin montrent que les principales cibles de la
toxicité¢ de ’HBCD sont le foie (Bernhard et al., 2016; Huang et al., 2016; Maranghi et al.,
2013), la thyroide (Ema et al., 2008; van der Ven et al., 2006), ainsi que le systéme nerveux et
reproductif (Ema et al., 2008; Mariussen and Fonnum, 2003; Rasinger et al., 2014). La
majorité de ces effets sont observables uniquement a de fortes doses et semblent indépendants
de la liaison au récepteur AhR, bien que les mécanismes de la toxicité ne soient pas encore
bien identifiés (Du et al., 2015; EFSA, 2011; Germer et al., 2006). L’HBCD n’est pas
génotoxique et n’a pas montré d’effet cancérigéne avéré en modele murin (EFSA, 2011). Une
¢tude récente a toutefois suggéré I’'implication de ’HBCD dans le développement du cancer
de la prostate (Kim et al., 2016b). De plus, des études épidémiologiques chez I’Homme, et
plus particulierement chez I’enfant, ont étudié¢ I’impact de I’exposition environnementale a
I’HBCD avec la survenue de dysfonctionnements endocriniens, neuropsychiatriques ou du
développement sans établir de corrélation entre le polluant et les pathologies ciblées (US-

EPA, 2014).

1.1.4. Les pesticides

Les pesticides sont des substances chimiques actives dotées de propriétés répulsives
ou toxicologiques utilisées dans le but de lutter contre des organismes jugés nuisibles pour la
production animale et végétale. Afin de protéger les consommateurs, I’'UE a établi, par la
régulation (EC) No 396/2005, des limites maximales de résidus (LMR) représentant des
limites réglementaires en résidus de pesticides susceptibles d’étre retrouvés dans un produit
alimentaire. Par défaut, une limite de 0,01 mg/kg est applicable pour les pesticides non

explicitement cités dans la législation (EFSA, 2017; UE, 2005).

L’UE a mis en place un programme qui controle chaque année une liste de produits
afin d’en vérifier le respect vis-a-vis des LMR établies. En 2015, I’étude a porté sur la
recherche et la quantification de 774 pesticides dans 84341 échantillons alimentaires a travers
I’Europe, I’Islande et la Norvege (EFSA, 2017). En moyenne, 220 pesticides ont été analysés
par échantillon. La majorité des échantillons (69,3%) provenait de I’UE, 25,8% des
¢chantillons étaient importés de pays hors UE et 4,9% n’avaient pas d’origine connue. 97,2%
des échantillons présentaient des taux de pesticides dans les limites établies par I’'UE (pas de

dépassement de la LMR) dont 53,3% ne présentaient pas de résidus quantifiable (en dessous
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du seuil de quantification). Les concentrations en résidus de 2,8% des échantillons
dépassaient la LMR et pour 1,6% des échantillons les concentrations en résidus dépassaient
treés largement les limites 1égales. Les aliments dont les LMR ont été les plus dépassées sont
les brocolis (3,4% des échantillons), suivi par le raisin de table (1,7%). Les aliments
présentant la plus haute contamination multi-résiduelle (au moins deux résidus de pesticides)
sont les bananes (58,4%), le raisin de table (58,3%) et les poivrons (24,4%). La présence
d’une contamination multi-résiduelle était faible pour le beurre (3,7%) et les ceufs (2,1%)

(EFSA, 2017).

Les principaux pesticides utilisés actuellement appartiennent a quelques grandes
familles chimiques dont les organochlorés, les organophosphorés, les pyréthrinoides et les
carbamates. Par soucis de synthese et de clarté, seule la deltamethrine (pyréthrinoide) sera

développée ci-dessous (Tableau 1).

De par ses propriétés neurotoxiques, la deltamethrine est un insecticide et acaricide a
large spectre d’action utilis€é en agriculture ainsi que pour des usages vétérinaires et
domestiques depuis 1978 (ANSES, 2011b; EFSA, 2009). Elle est encore largement utilisée
dans le cadre de plans de lutte anti-vectorielle contre divers nuisibles. Un plan de lutte contre
la dengue et le chikungunya a été mis en ceuvre en Gironde en 2015, comportant plusieurs
plans d’actions dont I’utilisation de la deltamethrine en tant que substance active en milieux
urbains et péri-urbains (ANSES, 2011c, 2016; Prefet-Gironde, 2015). En France, les cultures
traitées a la deltamethrine sont principalement les céréales, la vigne, 1’arboriculture, les
cultures légumicres et la pomme de terre (INRS, 2007). Les légumes sont les principaux
aliments contributeurs a 1’exposition (ANSES, 2011b). Inscrite a I’annexe 1 de la directive
91/414/CEE en 2003, la deltamethrine a été considérée comme prioritaire compte tenu d’un
apport journalier maximum théorique (AJMT) chez les enfants supérieur a 130% de la DJT

(0,01 mg/kg.pc/j) (Menard et al., 2008; UE, 2003b).

En modele murin, I’exposition a la deltamethrine a été associée a une toxicité au
niveau du foie, des reins, du cerveau et du systeme reproductif via des mécanismes oxydatifs
et apoptotiques. Ces mécanismes de la toxicité sont indépendants de 1’induction du récepteur
AhR (Gasmi et al., 2017; Khalatbary et al., 2015; Maalej et al., 2017; Marettova et al., 2017;
Saoudi et al., 2017). La deltamethrine n’est pas mutagene et les études disponibles n’ont pas
mis en évidence d'effet cancérogéne. Chez ’Homme, peu de données sont disponibles,

cependant, des cas d’intoxication aigué (ingestions accidentelles ou volontaires) sont
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associées a des céphalées, des troubles digestifs, des nausées, des vomissements, des signes
d’irritation des voies aériennes supérieures ainsi que des troubles neurologiques (vertiges,

ataxie, myoclonies, convulsions) (INRS, 2007).

1.1.5. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs)

Les HAPs regroupent plus d’une centaine de composés chimiques uniquement formés
de carbone et d’hydrogene. Ce sont des molécules organiques composées d’au moins deux
cycles aromatiques condensés, possédant des caractéristiques physico-chimiques et toxiques
variables en fonction de leur structure (Douben, 2003). Trois catégories d’HAPs sont
distinguées en fonction de leur origine: (i) les HAPs diagéniques, issus de la décomposition de
la matiere organique par des organismes vivants, (ii) les HAPs pétrogéniques, issus du pétrole
et de ses dérivés (le fioul, I’huile et le charbon), (iii) les HAPs pyrolytiques, issus de la
combustion incompléte de la matiére organique (Thorsen et al., 2004). Ce sont les HAPs
pétrogéniques et pyrolytiques qui sont majoritaires dans I'environnement. Leur production est
soit d’origine naturelle (feux de foréts, activité¢ volcanique) soit d’origine anthropogénique

(chauffage, transports, activités industrielles).

En 1976, I’agence de protection environnementale américaine (US-EPA) a proposé le
suivi de seize HAPs les plus fréquemment retrouvés dans 1’environnement, dont le B[a]P,
défini comme marqueur de 1’occurrence et de la toxicité des HAPs (Tableau 1) (Keith, 2015).
Cependant, en 2008, I’opinion scientifique des contaminants de la chaine alimentaire
(CONTAM) a conclu que le B[a]P seul n’est plus un indicateur précis de la présence des
HAPs totaux dans les aliments. Le mélange B[a]P, chryséne, benzo[b]fluoranthéne et
benz[a]anthracéne (HAP4) et le mélange (HAP4), benzo[k]fluoranthéne, benzo[ghi]peryléne,
dibenz[a, h]anthracéne et indeno[1,2,3-c,d]pyréne (HAP8) sont des indicateurs plus pertinents
(EFSA, 2008).

La contamination des aliments peut se faire naturellement par le dépot de particules
aériennes sur les végétaux, accumulation dans les espéces animales (par la consommation
d’aliments déja contaminés), ou pendant la transformation de I’aliment suivant le mode de
cuisson (fumage, rotissage, grillades au charbon de bois). Les aliments ou les plus fortes
concentrations en B[a]P sont retrouvées (si ’on ne prend pas en compte le mode de cuisson),

sont les céréales et les produits a base de céréales, ainsi que les mollusques et crustacés. De
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méme, ['utilisation d’huiles et de graisses végétales augmente les probabilités d’exposition
(EFSA, 2008; Veyrand et al., 2013). Cependant, le mode de cuisson peut changer de maniere
tres significative les quantités en HAPs dans un aliment (Lee et al., 2016). D'apres le comité
scientifique de 1’alimentation humaine (SCF), des concentrations en HAPs proches de 200
pg/kg ont été détectées dans de la viande et du poisson fumé (les concentrations augmentant
avec la teneur en graisse des produits). Enfin, des concentrations en HAPs allant jusqu'a 130
ng/kg ont été détectées dans de la viande grillée au barbecue. En moyenne, les valeurs de base

retrouvées dans les aliments non transformés sont de 1’ordre de 0,01-1 pg/kg (SCF, 2002).

Pour les fumeurs, I’inhalation est la voie principale de contamination avec des
concentrations en B[a]P variant de 5 a 50 ng/cigarette. La consommation d’une cigarette
équivaut ainsi a I’inhalation d’un métre cube (m®) d’air cing fois plus pollué qu’en zone
urbaine. Pour un non-fumeur, 1’alimentation reste la principale voie d’exposition aux HAPs.
En Europe, les AJE moyens d’HAPs et de B[a]P sont respectivement de 23,6-35,6 et 3,1-4,3
ng/kg.pc chez I’adulte (EFSA, 2008). Une DJT n’a pas été calculée pour les HAPs, cependant,

des teneurs maximales ont été établies dans certaines denrées alimentaires (UE, 2011, 2014).

En modé¢le animal, la toxicité du B[a]P a été principalement observée au niveau
hépatique, neurologique, immunitaire ainsi que sur la reproduction et le développement (US-
EPA, 2017). Le B[a]P est mutagéne et a été caractérisé comme cancérogeéne avéré pour
I’Homme (groupe 1) par le CIRC (IARC, 2012a). La formation d’adénomes et de cancer est
dépendante de la voie d’exposition (Rengarajan et al., 2015) et la toxicité du B[a]P est
dépendante de sa liaison au récepteur AhR (US-EPA, 2017; Van Herwaarden et al., 2009).
Les cibles de la toxicité sont les poumons (préférentiellement lors d’une exposition par
inhalation) (Denissenko et al., 1996; Ueng et al., 2010) ainsi que le tractus digestif (Huderson
et al., 2013; Labib et al., 2013; Wei et al., 2016), le foie (Ba et al., 2015; Kroese et al., 2001;
Tian et al.,, 2016) et le sein (Guo et al., 2015; Shen et al., 2017; White et al., 2016)
(principalement lors d’une exposition par voie orale). Chez I’Homme, des études
épidémiologiques ont pu faire le lien entre exposition au B[a]P et cancérogenese notamment
par la détection et la quantification de biomarqueurs du métabolisme du B[a]P tels que les

adduits a ’ADN ou les composés hydroxylés éliminés dans les urines (Boogaard, 2008; Su et

al., 2014).
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1.1.6. Les amines hétérocycliques (AHs)

Les AHs sont des composés chimiques aromatiques issus de la cuisson a haute
température de la viande et du poisson. La majorité¢ des AHs est formée via la réaction de
Maillard a partir de créatinine, d’acides aminés et d’hexoses (Murkovic, 2004; Skog et al.,
1998). Les AHs regroupent a I’heure actuelle plus d’une vingtaine de composés (Alaejos and
Afonso, 2011) et peuvent étre classées en deux groupes suivant le processus de formation: les
AHs thermiques (100-300°C) et pyrolytiques (>300°C) (Gibis, 2016). Le CIRC les a classées
comme cancérogeénes possibles (groupe 2B) et probables (groupe 2A) pour I’Homme dés les

années 1990 (WHO and IARC, 1993).

Les trois AHs les plus couramment retrouvées dans les viandes cuisinées sont la 2-
amino-3,8-diméthylimidazo (4,5-f) quinoxaline (MelQx), la 2-amino-3,4,8-triméthylimidazo
(4,5-f) quinoxaline (DiMelQx) ainsi que la 2-amino-1-méthyl-6-phénylimidazo (4,5-b)
pyridine (PhIP) (Pais et al., 1999). Bien que 1’exposition se produise principalement par la
consommation de viande cuite a haute température, les AHs ont également été détectées dans
certains produits alimentaires transformés comme la biére, le vin (Manabe et al., 1993) ainsi

que le fromage fumé (Naccari et al., 2009).

La quantité d’AHs formée est favorisée par des cuissons prolongées et dépend du
mode de cuisson. Une viande frit et grillée contient plus d’AHs qu’une méme viande cuite a la
vapeur, a I’étuvée ou pochée (Layton et al., 1995). Les concentrations d’AHs mesurées dans
la viande ou le poisson sont trés diverses. La PhIP (Tableau 1) est I’AH la plus abondamment
retrouvée dans la viande de beeuf, de porc, de poulet, d’agneau ainsi que dans le poisson
(WHO and IARC, 1993). Bien que les concentrations moyennes de PhIP soient généralement
d’une dizaine de ng/g de viande (Alaejos and Afonso, 2011; Ni et al., 2008; Sahar et al.,
2016), une concentration avoisinant les 500 ng/g a été retrouvée dans du poulet fortement
grillé au barbecue (Sinha et al., 1995). Du fait de concentrations en AHs trés variables suivant
les échantillons analysés, plusieurs AJE ont été proposés. Le plus couramment cité est celui
de Skog avec un AJE moyen évalué entre 0 et 15 pg/j/personne (Skog, 2002). Plus
récemment, Rohrmann et collaborateurs ont reporté un AJE moyen (uniquement par 1’apport
de viande) d’AHs et de PhIP respectivement de 69 et 48 ng/j/personne (Rohrmann et al.,
2007). Actuellement, il n’existe pas de DJT définie pour 1’exposition aux AHs.

L’évaluation de la toxicité des AHs et plus particulierement de la PhIP a été réalisée

principalement sur leurs potentiels mutageénes et cancérigenes en modele animal. Ainsi,
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I’exposition orale a la PhIP est associée en modele murin, a la formation de cancers du colon
(Chiavarini et al., 2017), du sein (Choudhary et al., 2012; Qiu et al., 2005; Shan et al., 2004)
et de la prostate (Li et al., 2012; Xiao et al., 2016). Une étude a également attribué des effets
neurotoxiques a la PhIP via I’induction d’un stress oxydant (Griggs et al., 2014). Du fait du
manque d’études épidémiologiques, la PhIP a été classée comme cancérogene possible pour
I’Homme (groupe 2B) par le CIRC (WHO and TARC, 1993). Les mécanismes de la toxicité

de la PhIP sont médiés par sa liaison au récepteur AhR (National Toxicology Program, 2016).

1.2. Toxicité et métabolisation des xénobiotiques chez I’Homme

1.2.1. Notions de bioaccessibilité et biodisponibilité

La toxicité des xénobiotiques est, dans la majorité des cas, évaluée a partir de la
quantité totale de composé ingéré, alors que seule une fraction (plus ou moins importante)
sera réellement assimilée par I’organisme. Cette fraction varie suivant différents parametres
tel que la capacité d’extraction de la matrice alimentaire et éventuellement leur transformation
au cours du processus digestif (Collins et al.,, 2015; Engel et al., 2014). La fraction
bioaccessible désigne la fraction d’un xénobiotique qui est libérée de la matrice alimentaire
dans le tractus digestif et qui est ainsi disponible pour I’absorption par 1’épithélium intestinal
(Versantvoort et al., 2005; Yu et al., 2011). La fraction biodisponible désigne la fraction d’un
xénobiotique retrouvée dans la circulation systémique, qui peut ainsi, atteindre les organes
cibles au niveau desquels il exercera potentiellement ses effets toxiques (El-Kattan and
Varma, 2012; Spanogiannopoulos et al., 2016; Thomas et al., 2006). En d’autres termes, la
fraction bioaccessible du contaminant est potentiellement biodisponible, alors que la fraction

biodisponible du contaminant est toujours bioaccessible (Figure 1).

La mesure de la bioaccessibilité d’un contaminant est le plus souvent réalisée par des
approches in vitro reproduisant les conditions physiologiques de la digestion (Guerra et al.,
2012). Ainsi, bien que la fraction bioaccessible varie suivant la nature physico-chimique du
composé, il est également difficile de s’accorder sur des valeurs consensus pour une méme
famille de composés. Les différences notables entre les protocoles de digestion in vitro
peuvent expliquer la dispersion des valeurs retrouvées dans la littérature. Les parameétres
physico-chimiques de la digestion (acides biliaires, temps de résidence, broyage de la matrice,

pH) (Kulp et al., 2003; Oomen et al., 2002, 2003; Yu et al., 2009), la composition de la
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Figure 2 : Schéma représentatif du métabolisme intestinal et hépatique (voie entéro-hépatique) des
xénobiotiques. Les cytochromes P450 (CYP450) réalisent des réactions d’oxydation au niveau des
entérocytes et des hépatocytes. Les xénobiotiques et les métabolites oxydés pourront alors, via les
transporteurs d’efflux, soit étre relargués dans la veine porte pour atteindre le foie, soit retourner dans
la lumiére intestinale. Au niveau des hépatocytes, les métabolites oxydés pourront étre conjugués. La
sécrétion biliaire permet le retour dans le tractus digestif des xénobiotiques métabolisés ou non. Les
contaminants ingérés sont représentés sous forme de points verts. Leurs produits d’oxydation sont sous
forme de points oranges. Les produits de conjugaison sont figurés sous forme de points rouges.

Adaptée de Van Herwaarden et al., 20009.
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matrice (nature et quantité en protéines, fibres, lipides) (Saura-Calixto et al., 2007; Xing et al.,
2008; Yu et al., 2010, 2011) et la transformation de la matrice en aval de la digestion (cuisson,
découpe) (Marques et al., 2011; Maulvault et al., 2011) auront un impact sur la
bioaccessibilit¢ des contaminants. Enfin, les protocoles de digestion in vitro sont
généralement définis sur la partie haute du tractus digestif et ne prennent pas en compte
I’activité des microorganismes largement représentés au niveau du cOlon (microbiote
intestinal). Ce dernier peut notamment interagir dans le processus de détoxication des
polluants par les cellules de I’hdte et ainsi permettre a nouveau la circulation de contaminants

bioaccessibles.

1.2.2. Le cycle entéro-hépatique

Le métabolisme des xénobiotiques ingérés par voie orale suit une voie entéro-
hépatique. Cette voie est ainsi non seulement importante pour la digestion (solubilisation des
lipides) mais également pour la métabolisation des xénobiotiques a des fins de détoxication
(Van Herwaarden et al., 2009). Dans ce dernier cas de figure, le cycle entéro-hépatique a pour
but de transformer des xénobiotiques lipophiles en composés plus hydrosolubles qui seront

ainsi plus rapidement excrétés par 1’organisme (féces, urine).

Les xénobiotiques sont tout d’abord oxydés par des monooxygénases présentes au
niveau des entérocytes (cellules tapissant la lumicre intestinale) mais également au niveau des
hépatocytes (cellules majoritaires et métaboliquement les plus actives dans le foie) conduisant
a la phase I de la détoxication (Figure 2) (Van Herwaarden et al., 2009). Les xénobiotiques et
leurs dérivés oxydés peuvent cependant retourner dans la lumiére intestinale au travers de
différents systemes d’efflux des entérocytes. Pour les molécules ayant traversé la barriere
intestinale, elles sont alors dirigées vers le foie par la circulation sanguine. Le métabolisme
hépatique se poursuit pour les molécules transitant par les hépatocytes par une phase Il de
détoxication permettant une transformation des molécules activées par conjugaison,
conduisant a leur élimination via la bile. Les enzymes impliquées dans la phase II sont
principalement des transférases (UDP-glucuronyl-transférases, sulfotransférases, N-
acétyltransférases, glutathion S-transférases et méthyltransférases) (Jancova et al., 2010). La
encore, des systémes d’efflux des cellules hépatiques permettent un retour des xénobiotiques

et de leurs dérivés dans la circulation sanguine générale pouvant ainsi atteindre d’autres
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organes ou retourner vers le tractus digestif. Les activités bactériennes de type Beta-
glucuronidases peuvent cliver les composés conjugués issus du foie libérant ainsi de nouveau
les xénobiotiques dans la lumiére du colon. La voie entéro-hépatique permet donc aux
xénobiotiques absorbés dans la partie haute du tractus digestif d’étre également en contact

avec le microbiote colique (Roberts et al., 2002).

1.2.3. Récepteur des hydrocarbures arylés (AhR) et toxicité

Au niveau des entérocytes et des hépatocytes, les xénobiotiques pourront étre oxydés
par des monooxygénases (enzymes a activité cytochrome P450 (CYP450)) et peroxydases et
hydrolysés par des époxydes hydrolases en métabolites pouvant étre plus toxiques (diols-
époxydes et cations radicaux) (Baird et al., 2005). Ce sont ces métabolites, s’ils ne sont pas
éliminés par conjugaison, qui auront des effets cancérigenes par la formation d’adduits a
I’ADN (portion d’ADN liée covalemment a un composé chimique) (Figure 3) (Ewa and
Danuta, 2016; Paules et al., 1988; Pratt et al., 2011). Une partie de ces adduits, s’ils ne sont

pas réparés, s’accompagnent de mutations génétiques dans les tissus.

Les CYP450 sont inductibles via une liaison des xénobiotiques au récepteur
intracellulaire des hydrocarbures arylés (AhR). Ce récepteur, principalement présent au
niveau de la peau et de I’épithélium intestinal, est un facteur de transcription dont I’activation
est médiée par des xénobiotiques et des composés endogeénes tels que les métabolites du
tryptophane, des composants alimentaires, et des facteurs microbiens (Denison and Nagy,
2003; Hubbard et al., 2015; McMillan and Bradfield, 2007; Moura-Alves et al., 2014; Zelante
et al., 2013). La liaison xénobiotique-AhR va donc induire la translocation nucléaire de la
protéine AhR, qui, une fois dans le noyau, va se dimériser avec une protéine Arnt (aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator). L’hétérodimere AhR-Arnt va alors se fixer sur
une région cible du promoteur des genes impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques et
activer ainsi leur transcription. Les xénobiotiques potentialisent donc leur propre toxicité
(Mackowiak and Wang, 2016). I a notamment été montré que le B[a]P et la TCDD
n’induisaient pas de toxicité chez des souris dépourvues en récepteur AhR (souris AhR™")
contrairement aux souris sauvages (formation de tumeurs et effets tératogeénes

respectivement) (Mimura et al., 1997; Shimizu et al., 2000).
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Bien que souvent considéré comme impliqué dans la détoxication des xénobiotiques, il
est maintenant établi que le récepteur AhR présente une activité influencant de nombreuses
autres fonctions dont le métabolisme énergétique, le cycle cellulaire, le métabolisme lipidique
et la fonction immunitaire (Esser and Rannug, 2015; Tian et al., 2015). Des variations inter-
especes dans 1’affinité des ligands au récepteur AhR ont également été mises en évidence.
Notamment, le récepteur AhR de la souris (modele animal largement utilisé dans les tests de
toxicité) est connu pour lier la TCDD et les HAPs avec une affinité 10 fois supérieure au
récepteur homologue humain (Harper et al., 1988; Ramadoss and Perdew, 2004). Cette
variation est due au changement d’un acide aminé dans la région de liaison au ligand. En
position 381, le récepteur AhR humain présente une valine (V381) a la place d’un résidu
alanine (A381) comme observé chez le modele murin (Ramadoss and Perdew, 2004).
Cependant, I’homologue humain montre une affinité plus forte pour certains ligands
endogenes dérivés du tryptophane comme 1’indirubine, I’indoxyl sulfate, I’indole et I’acide
kynurénique (DiNatale et al., 2010; Flaveny and Perdew, 2009; Hubbard et al., 2015;
Schroeder et al., 2010). Des analyses des séquences nucléotidiques du récepteur AhR de
différentes especes de primates et de ’homme de Néandertal (variant ancestral) ont montré
que le changement du résidu alanine par une valine en position 381 était seulement retrouvé
chez I’homme moderne (variant dérivé) (Hubbard et al., 2016) (Figure 4). Comparé au
variant dérivé, le variant ancestral a montré une sensibilité¢ 150 a 1000 fois supérieure a
I’induction de I’expression des CYP450-1 par le B[a]P (Hubbard et al., 2016). Les auteurs
émettent ainsi 1’hypothése que cette mutation V381 pourrait avoir ét€¢ un avantage évolutif
pour I’homme moderne par ’acquisition d’une tolérance aux ligands environnementaux du

récepteur AhR.

1.3. Implication des communautés microbiennes dans la biodégradation des POPs

1.3.1. Microorganismes de |’environnement

Les POPs sont relargués dans 1’environnement par les activités humaines (industries,
transports, agriculture, rejets des déchets) et les émissions naturelles (feux de foréts,
volcanisme) et sont ainsi retrouvés dans les environnements aériens, terrestres, fluviaux et
marins. De par leurs propriétés chimiques (composés aromatiques, polymeéres de cycles), les
POPs font partie des molécules les plus stables et peuvent ainsi persister dans les

environnements (Ufarté et al., 2015). Cependant, certains polluants, comme les aromatiques
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bromés, sont plus ou moins photosensibles et pourront ainsi étre rapidement photo-dégradés

notamment a la surface des sols (Ahn et al., 2006; Soderstrom et al., 2004).

Les microorganismes environnementaux possédent un large réservoir d’enzymes
dégradant des composés de nature trés variée. De plus, certaines enzymes possedent une
faible spécificité d’action, ciblant ainsi plusieurs molécules de structure proches (Ufarté et al.,
2015). Les microorganismes endogeénes aux environnements pollués sont ainsi capables de
dégrader un large panel de polluants dont des composés polyaromatiques potentiellement
halogénés. Ces capacités de dégradation sont le plus souvent observées au sein de consortia
champignons-bactéries dans des environnements complexes tels que les sols, les sédiments,
les boues et les eaux polluées (Bunge et al., 2001; Weiland-Brauer et al., 2017; Yan et al.,
2016; Zafra et al., 2016, 2017). Cependant, des organismes isolés ont également démontré la
capacité a utiliser certains polluants comme seule source de carbone (Chen et al., 2011;
Godoy et al., 2016; Kuppusamy et al., 2016). Les composés de faible poids moléculaire sont
généralement plus rapidement dégradés que les composés de haut poids moléculaire. Ces
derniers sont plus persistants a cause de leur faible bioaccessibilité et leur forte adsorption sur

les particules organiques (Morelli et al., 2013).

La dégradation des composés aromatiques est dépendante de la présence ou de
I’absence d’oxygene et implique des processus d’oxydo-réduction (Abramowicz, 1995).
Lorsque le composé est oxydé en condition aérobie, I’accepteur final d’électrons est le
dioxygene. En condition anaérobie, les accepteurs finaux d’électrons peuvent étre les nitrates,
les sulfates ou les ions ferriques (Li et al., 2015). Lorsque le composé est réduit (mécanisme
majoritaire des composés halogénés), le composé est lui-méme ’accepteur final d’électrons.
Les processus d’oxydation seront catalysés par des oxydoréductases et des hydrolases, tandis
que les processus de réduction impliqueront des halogénases. Dans la littérature, ce sont les
oxydoréductases qui sont le plus souvent impliquées dans les mécanismes d’attaque de la
dégradation des polluants (ouverture des cycles aromatiques) avec notamment 1’implication
de peroxydases, de (mono-di)oxygénases et de laccases (Ali et al., 2017; Karigar and Rao,
2011). Les composés halogénés subiront en amont, des réactions de déhalogénation. La
déhalogénation réductrice (en anaérobie) sera favorisée pour les composés présentant un
nombre élevé de substituants halogénés. Notamment, certains compos€s fortement chlorés
comme les PCBs sont résistants a la dégradation aérobie et seront uniquement dégradés via

une déhalogénation réductrice (Bhatt et al., 2007; Borja et al., 2005). Les composés les moins
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halogénés seront eux les plus susceptibles d’étre dégradés en condition aérobie (Mohn and

Tiedje, 1992; Smidt and de Vos, 2004).

1.3.2. Microorganismes commensaux de |’Homme

L’Homme est exposé aux POPs par voie orale, aérienne et cutanée. Ainsi les
microorganismes présents au niveau des tractus digestif, respiratoire et de la peau se

retrouvent également exposés a ces composés, potentielle source de carbone et d’énergie.

L’évaluation de la toxicité¢ des contaminants alimentaires chez ’Homme a longtemps
négligé ’impact du métabolisme de ces composés par les microbiotes, prenant seulement en
compte le métabolisme par les cellules de I’hote. Cependant, il a été démontré que le
microbiote cutané et intestinal a les capacités a dégrader de tels composés, pouvant conduire a
la formation de métabolites secondaires potentiellement plus toxiques que les polluants eux-

mémes.

Sowada et collaborateurs ont notamment isolé 21 microorganismes de la peau
capables de dégrader le B[a]P comme seule source de carbone et d’énergie. Micrococcus
luteus, Actinobactérie commensale saprophyte de la peau, a été caractérisée comme étant un
contributeur majeur de cette dégradation. Deux geénes codant pour une DszA/NtaA-like
monooxygénase ainsi qu’une NifH-like réductase ont pu é&tre identifiés comme
potentiellement impliqués dans la dégradation du B[a]P par le microbiote de la peau (Sowada
et al., 2014). Plus récemment, la méme équipe a démontré que les composés issus de la
dégradation du B[a]P par trois des 21 microorganismes précédemment isolés, étaient
cytotoxiques et génotoxiques en modele cellulaire de la peau (kératinocytes) et du foie
(hépatocytes). Dix composés ont pu étre identifiés, parmi lesquels six d’entre eux ont été, au

préalable, observés dans le métabolisme eucaryote du B[a]P (Sowada et al., 2017).

Le microbiote intestinal a également montré la capacité a biodégrader des polluants et

cette partie sera traitée plus en détail dans le paragraphe 3.3.
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2. Le Microbiote Intestinal Humain

Le tractus gastro-intestinal (TGI) de I’'Homme est 1’habitat d’une myriade de
microorganismes, communément appelé microbiote intestinal. Ce microbiote, composé de
bactéries, d’archées, d’eucaryotes et de virus a co-évolué¢ avec son hote pour former une
relation complexe et mutuellement bénéfique (Béckhed et al., 2005). Le microbiote intestinal
est apparu dans les publications scientifiques pour la premiére fois en 1914 dans le journal
Science sous le terme de flore intestinale (Leidy, 1914). Depuis, un essor fulgurant du nombre

de travaux publiés a été observé ces 15 derni¢res années (Figure 5).

2.1. Le microbiote intestinal humain au cours de la vie

2.1.1. Exploration du microbiote intestinal humain

Biogéographie du microbiote

La densité et la composition du microbiote intestinal dans le tractus digestif sont
dépendantes des propriétés physiologiques d’un segment donné et sont ainsi stratifiées a la
fois sur un axe longitudinal (de la bouche au rectum) et transversal (de la lumiére a
I’épithélium intestinal) (Figure 6) (Donaldson et al., 2015; Pereira and Berry, 2017; Tropini
et al,, 2017). Le TGI se segmente en plusieurs compartiments comprenant la bouche,
I’cesophage, 1’estomac, I’intestin gréle (duodénum, jéjunum et iléon), le gros intestin (colon
ascendant, transverse et descendant) et le rectum. Le long du TGI, deux parameétres abiotiques
majeurs influencent particuliecrement la composition microbienne: la pression partielle en
dioxygene et le pH. D’autres parameétres tels que la biodisponibilité en nutriment, le temps de
transit ou encore la concentration en peptides antimicrobiens participent également a
I’établissement de niches écologiques (Sommer and Béckhed, 2016). Ainsi, le microbiote
stomacal ne comprend que 10! & 10? bactéries/g de contenu luminal, du fait d’un pH trés acide
et d’un temps de transit rapide du bol alimentaire qui tendent a limiter la croissance des
microorganismes. La densité bactérienne augmente progressivement de 10°-10° bactéries/g de
contenu luminal dans le duodénum a 107-10% bactéries/g de contenu luminal dans I’iléon et
atteint un maximum de 10'? bactéries/g de contenu luminal au niveau colique (Ohland and
Jobin, 2015; Sommer and Béckhed, 2016). Le colon représente ainsi le compartiment
intestinal le plus densément peuplé mais également le plus diversifié. On y détecte

principalement des bactéries anaérobies strictes provenant des familles des Bacteroidaceae,
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Clostridiaceae, Enterobacteriaceae, Ruminococcaceae et Bifidobacteriaceae (Sommer and
Béackhed, 2016). La composition du microbiote associ¢ au mucus différe également du
microbiote luminal (De Weirdt and Van de Wiele, 2015). Notamment le gradient de
dioxygene ainsi que la biodisponibilité en nutriments (mucus) crée un environnement propice
au développement de bactéries aérotolérantes et/ou dégradant le mucus telles que les
Lactobacillaceae, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Bacteroidaceae et

Verrucomicrobiaceae (De Weirdt and Van de Wiele, 2015; Donaldson et al., 2015).

Diversité, cceur phylogénétique et catégorisation du microbiote

Depuis longtemps, le nombre de microorganismes présent dans le TGI a été estimé a
10", soit dix fois le nombre de cellules humaines (Ley et al., 2006; Qin et al., 2010). Cette
estimation a récemment été révisée suggérant un ratio plus proche de 1:1 (Sender et al., 2016).
Les travaux menés aux Etats-Unis (the Human Microbiome Project, HMP) et en Europe (the
European union project on Metagenomics of the Human Intestinal Tract, MetaHIT) ont
révolutionné la vision de la structure et des fonctions de cet écosysteme (HMP, 2012; Qin et
al., 2010). Le consortium américain a décrit de manicre exhaustive les microbiomes humains
intestinaux, oraux, respiratoires, cutanés et vaginaux de 242 donneurs sains, au travers de
I’échantillonnage de 15 (pour les hommes) et 18 (pour les femmes) sites anatomiques (HMP,
2012). De son c6té, le consortium européen a exploré le microbiote intestinal et en particulier
son association avec ’état de santé des individus. Ces travaux ont été conduits sur une cohorte
de 370 personnes (saines, obeses ou atteintes de maladies inflammatoires chroniques de
I’intestin (MICI)). Le consortium a rapporté un catalogue de 3,3 millions de génes et ainsi
estima une diversité de 1000 a 1150 especes bactériennes, faisant du microbiote intestinal
I’écosystéme microbien humain le plus complexe (Qin et al., 2010). A I’heure actuelle, le
catalogue de genes du microbiote intestinal le plus complet a été reporté a pres de 10 millions
de genes (Li et al., 2014). Récemment, de nombreux travaux, basés sur des cohortes de
plusieurs dizaines voire plusieurs centaines d’individus, ont été¢ menés dans le but de toujours
approfondir les connaissances en lien avec les interactions hote-microbiote intestinal (Falony
et al., 2016; Goodrich et al., 2014; Le Chatelier et al., 2013; Martinez et al., 2015; Obregon-
Tito et al., 2015; Tigchelaar et al., 2016; Zhernakova et al., 2016).

Les bactéries sont les organismes dominant le microbiote intestinal. Parmi plus des 30
phyla qui les caractérisent, 7 englobent la majorité des espeéces connues: les Firmicutes,
Bacteroidetes,  Actinobacteria, Proteobacteria, = Fusobacteria, = Verrucomicrobia et

Cyanobacteria (Sankar et al., 2015). Les Firmicutes et Bacteroidetes sont les phyla
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Figure 8 : Concept du « core » microbiome et du microbiome variable chez I’Homme. SI : systéme

immunitaire. Adaptée de Turnbaugh et al., 2007.
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majoritaires représentant plus de 90% du microbiote colique (Figure 7) (Eckburg et al., 2005;

Falony et al., 2016; Li et al., 2014; Marchesi, 2011; Turnbaugh et al., 2009a).

De cette communauté microbienne complexe, certaines especes seront présentes chez
tous les individus d’une population donnée constituant le cceur phylogénétique (« core »
microbiote) et pourraient étre responsables des fonctions majeures de 1’écosystéme colique
(Falony et al., 2016; Tap et al., 2009; Zhang et al., 2015a), d’autres seront propres a chacun
d’entre nous, représentant ainsi notre identité métagénomique (Figure 8). Pour exemple, une
¢tude s’est intéressée au cceur phylogénétique d’une population de 314 individus jeunes et
sains originaires de 9 provinces a travers la Chine. L’étude a mis en évidence 9 genres
prédominants (représentant prés de 50% des séquences) retrouvés chez tous les individus
(100%) de la cohorte. Une autre étude a poussé 1’hétérogénéité de la cohorte encore plus loin,
avec I’analyse de 4000 individus originaires des Pays-Bas, de Belgique, de Grande Bretagne,
des Etats-Unis, de Papouasie-Nouvelle Guinée, du Pérou et de Tanzanie. Cette étude a ainsi
mis en évidence un cceur phylogénétique de 14 genres partagé par 95% des individus de la
cohorte (Falony et al., 2016). Le concept de cceur phylogénétique s’étend a de nombreux
systémes microbiens dont ’Homme (Cheng et al., 2016; Falony et al., 2016; Tap et al., 2009;
Zhang et al., 2015a), les plantes (Lemanceau et al., 2017; Yeoh et al., 2017), les invertébrés
marins (Ainsworth et al., 2015; Astudillo-Garcia et al., 2017), le porc (Holman et al., 2017),
les especes murines (Li et al., 2017; Xiao et al., 2015) et bien d’autres. Cependant, une
définition commune du cceur phylogénétique n’étant pas unique dans la communauté
scientifique, il est nécessaire d’apprécier les résultats observés dans chaque étude en prenant

en compte les méthodes et les criteres définis par les auteurs (Lemanceau et al., 2017).

Bien qu’une grande variabilit¢ du microbiote intestinal soit observée entre les
individus, il a été proposé que les microbiotes humains pouvaient étre classés en trois groupes
appelés « entérotypes », chacun étant caractérisé par la dominance d’un genre bactérien:
Bacteroides, (entérotype 1), Prevotella (entérotype 2) ou Ruminococcus (entérotype 3)
(Arumugam et al., 2011) (Figure 9). De fagon intéressante, cette classification ne semble
cependant pas étre dépendante de la localisation géographique, du genre ou de I’age des
individus. D’autres travaux ont montré une classification en seulement deux entérotypes
corrélée avec le type d’alimentation. Ainsi I’entérotype dominé par le genre Bacteroides est
associ¢ a un régime riche en lipides et protéines animales, tandis que celui dominé par le
genre Prevotella est 1ié a une alimentation riche en fibres (Wu et al., 2011). Ce concept de

catégorisation en entérotypes est aujourd’hui remis en cause car méme si la ré-analyse
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d’études préexistantes a permis de retrouver cette classification, d’autres travaux n’ont pas

permis de la mettre en évidence (Gorvitovskaia et al., 2016; Jeffery et al., 2012a; Lozupone et

al., 2012).

2.1.2. Acquisition et stabilisation des communautés microbiennes

Le feetus a longtemps €té considéré comme stérile et il était admis que la colonisation
microbienne du tractus digestif ne débutait qu’a la naissance. Pourtant, I’ADN de différents
taxa microbiens a été retrouvé dans le placenta, le cordon ombilical, le liquide amniotique et
le méconium (premieres selles du nouveau-né) (Aagaard et al., 2014; Collado et al., 2016;
DiGiulio, 2012; Funkhouser and Bordenstein, 2013; Jimenez et al., 2008). La colonisation
semblerait donc prendre place avant la naissance, par une translocation microbienne a travers
la barriere placentaire (Arrieta et al., 2014). Récemment, certains travaux remettent en cause
cette théorie, en s’appuyant notamment sur le fait que chez le rongeur, les nouvelles
générations d’animaux axéniques sont issus d’hystérectomies aseptisées de rongeurs

conventionnels (Lauder et al., 2016; Perez-Mufioz et al., 2017).

Le microbiote du tractus digestif du feetus reste assez faible en termes d’abondance
(10* & 10° bactéries/g de méconium), voire inexistantes dans 1/3 des cas et est dominé par le
phylum des Firmicutes (70 a 95%) (Collado et al., 2016; Hansen et al., 2015). On retrouve
¢galement des Proteobacteria et Actinobacteria dont 1’abondance relative varie de 20 a 30%.
La présence de Bacteroidetes reste assez faible dans la plupart des cas (Moles et al., 2013).
Une récente étude a également montré la présence d’archées et de microeucaryotes dans le
méconium d’enfants nés par voie basse ou par césarienne (Wampach et al.,, 2017).
L’acquisition des communautés bactériennes a, par conséquent, principalement lieu au cours
de la naissance et durant I’enfance, en particulier durant les trois a cinq premicres années de la
vie (Cheng et al., 2015; Koenig et al., 2011; Rodriguez et al., 2015). Cette colonisation est
influencée par plusieurs facteurs tels que le mode de délivrance, I’allaitement, 1’alimentation

ou encore I’administration d’antibiotiques (Figure 10).

L’intestin du nouveau-né est un environnement aérobie au sein duquel seuls des
microorganismes aéro-anacrobies facultatifs peuvent se développer, comme certains membres

de la famille des Enterobacteriaceae. Quelques jours apres la naissance, la lumicre intestinale
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s’appauvrit en oxygene laissant alors place & un environnement anaérobie et permettant la
colonisation par des microorganismes anaérobies stricts tels que les Bifidobacterium, les
Clostridium et les Bacteroides (Arrieta et al., 2014). Les anaérobies strictes, appartenant au
phylum des Firmicutes, représentent a cette période moins de 50% de la biomasse bactérienne

(Collado et al., 2016).

Le premier facteur influencant la composition du microbiote intestinal chez le
nourrisson est le type d’accouchement pratiqué. Lorsque la naissance a lieu par voie basse, le
microbiote intestinal du nouveau-né ressemble au microbiote vaginal de sa mere et est dominé
par les genres bactériens Lactobacillus et Prevotella. Lors d’un accouchement par césarienne,
le microbiote va s’apparenter au microbiote cutané de sa meére et étre dominé par les genres
Streptococcus, Staphylococcus, Corynebacterium et Propionibacterium (Béckhed et al., 2015;
Dominguez-Bello et al., 2010) avec une diminution de I’abondance relative des espéces de
Bifidobacterium et de Bacteroides (Adlerberth et al., 2006; Wampach et al., 2017). Cette
différence semble perdurer dans le temps, puisqu’a deux ans la diversit¢ du microbiote
intestinal est toujours plus faible chez les enfants nés par césarienne par rapport aux enfants
nés par voie naturelle (Jakobsson et al., 2013). Ce retard dans la colonisation et la succession

des communautés microbiennes a été observé pour les trois domaines du vivant (Wampach et

al., 2017).

Le type d’alimentation est un autre facteur qui influence fortement la colonisation,
I’abondance et la composition du microbiote intestinal chez ’enfant. Le microbiote intestinal
va étre différent selon le type d’allaitement notamment car les oligosaccharides présents dans
le lait maternel vont favoriser la croissance de certains taxa bactériens tels que les
Lactobacillus ou les Bifidobacterium (Conlon and Bird, 2015; Zivkovic et al., 2011). De plus,
le lait maternel est une source de microorganismes et il est estimé qu’un nourrisson qui
consomme environ 800 mL de lait maternel par jour ingére entre 10° et 107 bactéries
commensales (Heikkild and Saris, 2003; Martin et al., 2003). Ainsi, la diversification des
bactéries, archées et microeucaryotes est retardée pour les enfants nourris au lait artificiel
(Wampach et al., 2017). Enfin, I’introduction d’aliments solides et variés dans le régime
alimentaire de I’enfant initierait la maturation (stabilisation et diversification) du microbiote
intestinal vers celui de 1’adulte avec une similarité de 40 a 60% a I’age de 3 ans (Arrieta et al.,
2014; Yatsunenko et al., 2012). Enfin, en dehors de tous facteurs environnementaux, le

microbiote intestinal reste relativement stable a 1’dge adulte excepté au cours du

vieillissement, ou une diminution de la diversité bactérienne est observée chez certaines
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personnes agées et est a corréler avec un état de fragilité¢ (Claesson et al., 2012; O’Toole and

Jeffery, 2015).

2.1.3. Facteurs influengant la structure du microbiote

Comme dans tout écosystéme microbien, la structure du microbiote intestinal sain peut
étre amenée a évoluer en raison de facteurs environnementaux qui, par la mise en place d’une
pression de sélection vont favoriser 1’établissement, le développement, ou le déclin de certains
taxa (Figure 11). Parmi ces facteurs, I’alimentation ainsi que I’exposition aux xénobiotiques
comme les antibiotiques sont les plus documentées (Jandhyala et al., 2015; Jin et al., 2017;

Rojo et al., 2016; Sonnenburg and Béckhed, 2016).

L’alimentation semble étre le parametre influengant le plus le microbiote intestinal. En
général, une alimentation riche en fruits, 1égumes et fibres est associée a une plus grande
richesse et diversité du microbiote intestinal avec une prévalence plus importante des
Bacteroidetes tel que les genres Prevotella et Bifidobacteria. A 1’inverse, les phyla Firmicutes
et Proteobacteria prédominent dans un régime riche en graisses et pauvre en fibres (Heinritz et
al., 2016; Ridaura et al., 2013; Trompette et al., 2014; Turnbaugh et al., 2009b; Wu et al.,
2011). Cependant, une alimentation riche en fibres favorise 1’abondance d’organismes
métabolisant les glucides dont ceux appartenant au phylum des Firmicutes tels que les genres
Ruminococcus, Roseburia et Eubacterium (Chung et al., 2016; David et al., 2014; Walker et
al., 2011; Woting and Blaut, 2016). Ces changements de structure peuvent étre tres rapides et

les taxa affectés par ces changements sont individus dépendants.

Parmi les xénobiotiques, de nombreux travaux ont mis en exergue I’impact des
antibiotiques sur le microbiote intestinal. Les antibiotiques sont employés afin d’éliminer les
bactéries pathogenes responsables de maladies infectieuses. Cependant, ils provoquent
également un fort déreglement du microbiote intestinal en créant une pression de sélection qui
favorise le développement de certains microorganismes au détriment de la croissance d’autres
especes (Costello et al., 2012). Ces effets peuvent étre observés a plus ou moins long terme.
Jernberg et collaborateurs ont notamment montré que 1’effet d’une antibiothérapie a large
spectre sur la diversité des Bacteroides peut perdurer jusqu’a deux ans aprés la prise
d’antibiotiques. (Jernberg et al., 2007). Les effets perturbateurs d’une antibiothérapie sont

amplifiés lors du processus de colonisation du tractus digestif chez I’enfant. Une surutilisation
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de molécules a large spectre (généralement ampicilline et gentamicine) peut modifier le
microbiote immature de I’enfant, le prédisposant précocement a certaines pathologies
métaboliques comme 1’obésité (Korpela et al., 2016; Korpela and de Vos, 2016; Langdon et
al., 2016). Enfin, la préoccupation majeure relative aux antibiotiques a large spectre, en
dehors de I’altération de la diversité microbienne intestinale, est le phénomene de propagation
de la résistance par transfert de génes (Frost et al., 2005; Ochman et al., 2000). Smillie et
collaborateurs ont notamment observé 25 fois plus de transfert de genes horizontal entre les
bactéries commensales de 1I’Homme que parmi diverses communautés microbiennes
environnementales, favorisant ainsi I’apparition rapide de nouvelles souches multi résistantes
aux antibiotiques (Smillie et al., 2011). Une ségrégation géographique des populations peut
notamment étre observée par un enrichissement spécifique des genes de résistance aux
antibiotiques (Hu et al., 2013; Li et al., 2014). Li et collaborateurs ont notamment mis en
¢vidence une prévalence plus importante des génes de résistance a la pénicilline dans la
population Danoise contre une plus forte prévalence des génes de multi-résistance aux

antibiotiques dans la population Chinoise (Li et al., 2014).

2.2. Méthodes d’analyse du microbiote intestinal

2.2.1. Analyses de la structure du microbiote

Les premieres descriptions du microbiote intestinal ont été réalisées par des approches
culturales a partir d’échantillons de selles dés le début du XXM siécle. Méme si ces
techniques culturales ont été largement améliorées depuis les années 1970 (e.g. cultures
anaérobies, milieux sélectifs) (Moore and Holdeman, 1974), elles restent fastidieuses et ne
permettent qu’une vision limitée de la composition du microbiote intestinal. Il est estimé a ce
jour, qu’environ 50% des especes détectées par des approches moléculaires sont cultivées
(Lagkouvardos et al., 2017), bien que cette fraction fiit longtemps établie proche des 30%
(Eckburg et al., 2005; Fraher et al., 2012; Turnbaugh et al., 2009a).

Dans les années 1990, I’avénement des outils moléculaires a révolutionné notre
compréhension du microbiote intestinal. Ces techniques moléculaires se sont tout d’abord
basées sur 1’analyse du geéne exprimant I’ARN ribosomique (ARNr) 16S afin de cibler les
populations de bactéries et d’archées. Ce gene est largement utilis€ comme marqueur

phylogénétique de par (i) son ubiquité, (ii) la présence de domaines conservés facilitant
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I’isolement de séquences cibles via des amorces dites « universelles » et permettant également
de discriminer les organismes a un haut niveau taxinomique, (ii) la présence de domaines
variables permettant de discriminer des taxons spécifiques (Figure 12). De plus, I’ADNr 16S
étant le marqueur phylogénétique le plus utilisé, il est fortement représenté dans les bases de
données facilitant ainsi I’affiliation des séquences. A I’heure actuelle, I’affiliation des
séquences ribosomiques est principalement réalisée a partir des ressources SILVA, RDP,

Greengenes ou encore NCBI (Balvociuté and Huson, 2017).

Les techniques d’empreintes génétiques

Les premicres approches moléculaires pour I’étude de la diversité du microbiote
intestinal ont reposé sur les techniques dites d’empreintes génétiques, qui permettent de
séparer sur gel les amplicons du gene exprimant ’ARNr 16S. Ces approches incluent
I’électrophorese en gradient dénaturant (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE), en
gradient de température (Temperature Gradient Gel Electrophoresis, TGGE), ou encore
l'analyse du polymorphisme de longueur des fragments terminaux (Terminal Restriction
Fragment Length Polymorphisme, T-RFLP). Les profils électrophorétiques obtenus
permettent alors de comparer rapidement les différences de structures du microbiote intestinal
(Marsh, 1999; Noor et al., 2010; Zoetendal et al., 1998). Cependant, ces approches
d’empreinte génétique ne permettent pas une identification taxinomique directe des
communautés bactériennes et ne révelent qu’une faible proportion de la diversité. Ces
approches, étant devenues obsolétes dans 1’étude des communautés microbiennes, ne seront

pas plus amplement détaillées dans ce manuscrit.

Les approches ciblées

D’autres outils moléculaires ont été développés utilisant I’hybridation entre une sonde
spécifique et une région de la molécule cible pour étudier la composition du microbiote
intestinal. On retrouve dans ces outils, la technique FISH (Fluorescence /n Sifu Hybridization)
ainsi que I’approche biopuce, reposant sur la détection d’un signal fluorescent. L approche
FISH restreint 1’exploration de la structure du microbiote par un nombre limité de sondes
utilisables en méme temps et ne permet pas la mise en évidence de taxa inconnus limitant
ainsi son utilisation au suivi de groupes microbiens spécifiques et non a une description de la

diversité et de la composition du microbiote.

Différentes biopuces phylogénétiques ont été mises au point pour étudier le microbiote

intestinal comme la HITChip (Human Intestinal Tract Chip) (Rajili¢-Stojanovié et al., 2009),
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Tableau 2 : Techniques haut débit utilisées pour caractériser le microbiote intestinal. Adapté de

Fraher et al., 2012 ; Lepage et al., 2013 ; Moya and Ferrer, 2016 et Rojo et al., 2016.

Technique Description Avantages Inconvénients
Sondes - Identification phylogénétique des taxa
li 1éotidi Ssents (ADN des t tifs L .
0,1gon1.10 SO présents ( g) ou des axa] act’s Hybridations croisées, les espéces
Bi s’hybridant avec des (ADNCc) dans la communauté. césentes en faible abondance
iopuces s . . . . i
(phyl 'p st ¢ séquences nucléotidiques - Identification des fonctions potentielles pe ent étre difficiles a détecter
ogénétiques e . . . uve i )
Py g. 9 complémentaires cibles (ADNg) ou exprimées (ADNc) dans la p‘ L .
fonctionnelles) difficulté a identifier les nouveaux

Métabarcoding 16S

Métagénomique
(structurale et
fonctionnelle)

Culturomique

Métatranscriptomique
(structurale et
fonctionnelle)

Métaprotéomique

Métabolomique

(ADNg, ADNc, produits
PCR) marquées par un
fluorochrome.

Séquencage massif
d’amplicons partiels:

- du géne exprimant
I’ARNr16S (ADNg)

- de ’ARNr16S (ADNc).

Séquencage massif de
I’ensemble des génes du
microbiote.

Mise en culture de
microbiotes fécaux sous
diverses combinaisons
de paramétres de culture,
identification des
colonies isolées.

Séquencage massif des
transcrits (ARNT,
ARNm) dans une
condition physiologique
donnée. Profil
d’expression des genes.

Mise en présence et
identification des
protéines dans une
condition physiologique
donnée.

Mise en présence et
identification des
métabolites dans une
condition physiologique
donnée.

communauté.
Quantitatif, rapide, réduction de la
complexité.

Identification phylogénétique des taxa
présents (ADNg) ou des taxa actifs
(ADNCc) dans la communauté, quantitatif,
rapide, identification de nouvelles especes
possible.

Identification de la diversité, de la
composition et du potentiel fonctionnel du
microbiote, quantitatif, pas de biais PCR,
identification de nouvelles espéces et de
nouveaux génes possibles.

Acces aux espéces minoritaires du
microbiote, identification précise des
colonies isolées par séquengage ou par
MALDI-TOF-MS, reconstruction de
génomes facilitée.

Identification phylogénétique des
communautés actives ainsi que des
fonctions exprimées dans la communauté
microbienne, quantitatif, pas de biais PCR,
identification de nouvelles espéces et de
nouveaux genes possibles.

Niveau fonctionnel haut
(geénes>transcrits>protéines), peu de
matériel biologique nécessaire.

Niveau fonctionnel haut
(genes>transcrits>protéines>métabolites),
peu de matériel biologique nécessaire.

genes.

Biais PCR, non détection des taxa
rares, affiliation difficile en dessous
du genre voire de la famille.

Cofiteux, grande profondeur de
séquengage nécessaire pour accéder
aux microorganismes non dominants,
difficultés d’analyse des données
générées et nécessité de stockage et
puissance de calcul importantes.

Technique fastidieuse, diversité
limitée aux microorganismes cultivés.

Instabilité des ARN, nombreuses
étapes de purification, faible
proportion des ARNm nécessitant
une déplétion des ARNr pour I’étude
des fonctions du microbiote, choix
des outils de traitement des données
limité a ’heure actuelle.

Couverture limitée du protéome,
nombreuses protéines non encore
identifiées dans les bases de données,
stabilité hétérogene des protéines,
traitement des données fastidieux sur
des environnements complexes/riches
comme le microbiote intestinal.
Absence d’identification des
microorganismes.

Nombreux métabolites non encore
identifiées dans les bases de données,
bases de données de références
manquantes, identification précise
des composés difficile, traitement des
données laborieux. Absence
d’identification des microorganismes.
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au laboratoire nous avons développé la HuGChip (Human Gut Chip) (Tottey et al., 2013) et
plus récemment le groupe de Zhou aux USA a con¢u la HuMiChip2 (Human Microbiome
Chip2) (Tu et al., 2017). Ces approches sont quantitatives et permettent une identification
taxinomique des populations composant le microbiote intestinal (Tableau 2). Le plus souvent
seuls les taxa déja décrits dans les bases de données seront recherchés, bien que certaines
biopuces peuvent présenter des sondes exploratoires permettant 1’identification de nouveaux
taxa (Dugat-Bony et al., 2012). Ces techniques sont principalement utilisées pour réaliser des
analyses comparatives de la structure du microbiote (Bezirtzoglou et al., 2011; de Goffau et

al., 2014; Tu et al., 2017).

Une quantification précise des populations microbiennes est possible grice a
I’approche de PCR en temps réel ou PCR quantitative (QPCR). Cette technique utilise des
amorces spécifiques pouvant cibler des populations bactériennes a différents niveaux
taxinomiques. Tous les systemes de qPCR reposent sur la détection et la quantification d’un
émetteur fluorescent pendant le processus d’amplification et 1’augmentation du signal
d’émission fluorescente est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons produits
durant la réaction. Deux technologies sont majoritairement utilisées pour I’émission du signal
fluorescent: les agents se liant & I’ADN double brin (e.g. SYBR Green) et ’hydrolyse de
sondes fluorescentes de type Tagman (Mariat et al., 2009; Poitras and Houde, 2002; Sokol et
al., 2008). Cependant, cet outil ne permet pas de détecter de nouveaux taxa microbiens,
puisque la détermination des amorces de qPCR nécessite de connaitre la séquence du gene
exprimant I’ARNr 16S des taxa ciblés. Enfin, I’approche qPCR reste employée pour 1’étude
de quelques taxa ciblés mais ne peut étre utilisée pour I’étude de la diversité et de la

composition du microbiote.

Les approches non-ciblées

L’étude d’un €cosystéme aussi complexe que le microbiote intestinal humain nécessite
une description plus précise des populations microbiennes qui le composent. Le séquencage
du gene exprimant I’ARNr 16S permet d’identifier les microorganismes déja décrits mais
¢galement de mettre en évidence de nouveaux taxa. Jusque dans les années 1990, il était
nécessaire de cloner les amplicons du geéne exprimant I’ARNr 16S pour pouvoir individualiser
chaque molécule et assurer son séquengage par la méthode Sanger. Cette approche dite de
clonage-séquengage (séquencage de premicre génération) étant coliteuse et laborieuse, il a
fallu attendre le développement des techniques de séquencage de nouvelle génération (Next

Generation Sequencing, NGS) pour que I’exploration du microbiote intestinal se généralise.
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Les NGS ont été¢ développées et commercialisées dans les années 2000 et regroupent des
plateformes dites de seconde et de troisieme génération (Figure 13). Ces différentes
plateformes présentent des performances en termes de longueur de lecture, rendement, taux
d’erreur qui peuvent différer fortement (Goodwin et al., 2016). La plupart des études sur le
microbiote intestinal ont été réalisées avec les technologies Roche 454, SOLID et Illumina. Le
pyroséquencgage 454 génere des séquences dont la longueur permet de couvrir, de maniere
individuelle, la plupart des régions variables de I’ADNr 16S (Claesson et al., 2009). 1l a donc
été largement utilisé pour décrire ou comparer la composition et 1’abondance des populations
des communautés bactériennes intestinales (Brim et al., 2013; Durban et al., 2012; Jeffery et
al., 2012b). Cependant, les progres constants et le développement de nouvelles techniques de
séquengage haut-débit ont permis d’augmenter la profondeur de séquencage a des cofts de
plus en plus réduits. C’est notamment le cas de la technologie Illumina qui, grace au
séquencage « paired-end », génere des séquences de longueur comparable au pyroséquencage
mais avec un taux d’erreur plus faible (Rodrigue et al., 2010). Les différentes avancées
technologiques réalisées par Illumina ainsi que son colt réduit font que cette technologie
domine & I’heure actuelle le marché du séquencage haut débit (Reuter et al., 2015). Enfin,
bien que la technologie de séquencage SOLiD présente un taux d’erreur treés bas, cette
technologie est moins répandue du fait de longueur de séquences trop courtes, limitant ainsi
une assignation précise des séquences (Hodkinson and Grice, 2015; Mitra et al., 2013). Le
séquengage a considérablement étendu la description des microbiotes au regard d’autres
approches. Cependant, 1’identification des populations microbiennes est établie le plus
généralement sur 1’étude d’une portion du géne exprimant ’ARNr 16S (metabarcoding),
limitant souvent l’affiliation des séquences au niveau du genre voire de la famille, sans
compter les biais liés a la technique PCR (Tableau 2) (Brooks et al., 2015; Kanagawa, 2003).
Récemment, une approche développée au sein du laboratoire, basée sur une méthode de
capture de geénes en solution, permet I’enrichissement sélectif d’une région génomique
spécifique (biomarqueur phylogénétique ou fonctionnel). Appliquée aux génes exprimant les
ARNTr 16 et 188S, cette technique a montré un taux d’enrichissement supérieur a 90% (Gasc et
al., 2016). De par cet enrichissement, cette approche permet ainsi 1’identification des
populations rares de I’environnement étudié¢, mais permet également une affiliation des
séquences précises par la reconstruction compléte du biomarqueur d’intérét voire également
de ses régions flanquantes (Denonfoux et al., 2013; Gasc et al., 2016). Cette approche est en

cours d’application sur le microbiote intestinal.
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Le développement de la métagénomique, approche dans laquelle I’ensemble des génes
des microorganismes présents dans un échantillon est séquencé, permet d’obtenir une vision
globale et sans a priori du microbiote intestinal (Tableau 2). Il est possible de reconstruire les
génomes des organismes dominants et d’établir des bases de données de genes qui restent
cependant le plus souvent incomplétes (Feldbauer et al., 2015). Il est cependant difficile
d’identifier tous les microorganismes de ce type d’écosystemes complexes. Des approches
bioinformatiques tentent de reconstruire les ADNr 16S complets afin d’obtenir une
description des structures des procaryotes plus fine que le metabarcoding (Poretsky et al.,
2014). Cependant, du fait de la faible proportion du géne exprimant ’ARNr 16S dans les
métagénomes et d’une tres grande diversité¢ du microbiote intestinal, cette reconstruction
demeure limitée. Ainsi, pour obtenir une description exhaustive (détection des taxons rares), il
faudrait conduire des approches de métagénomique avec une grande profondeur de
séquencage qui restent tres colteuses et donc encore inaccessibles (Gasc et al., 2015). Plus
récemment, 1’utilisation du séquencage de troisieme génération (génération de séquences
uniques de plusieurs milliers de kb) appliquée au metabarcoding 16S a été développée pour
tenter d’améliorer la description des structures des communautés microbiennes (Shin et al.,
2016; Singer et al., 2016). Cependant, les biais de PCR persistent conduisant en une
description erronée de la diversité sans parler de la mauvaise qualité des séquences.
L’approche de capture de geénes appliquée a ce type de biomarqueur permet de dépasser ces

limites assurant une meilleure description de la diversité microbienne (Gasc et al., 2016).

Bien que la métatranscriptomique (étude des transcrits), soit une approche de plus en
plus généralisée dans 1’étude des fonctions du microbiote, son utilisation pour la description
de la composition des communautés actives reste mineure (Tableau 2) (Gosalbes et al., 2011;
Jiang et al, 2016; Maurice et al., 2013). Pourtant, cette approche, couplée a la
métagénomique, a notamment permis de mettre en évidence des taxa transcriptionnellement
actifs bien que tres peu abondants dans le milieu (Turnbaugh et al., 2010). Certains logiciels
d’analyse métatranscriptomique permettent a la fois une affiliation taxinomique et
fonctionnelle du microbiote intestinal, 1’affiliation taxinomique pouvant étre réalisée a partir

des ARNr (Martinez et al., 2016) ou des ARN messagers (ARNm) (Huson and Weber, 2013).

L’ensemble des outils moléculaires appliqués au microbiote intestinal a permis
d’améliorer notre connaissance de cet écosysteme complexe. La métagénomique permet une
exploration taxinomique et fonctionnelle du microbiote intestinal, mais la profondeur de

séquengage qu’elle nécessite engendre des colits encore trés élevés sans compter les
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difficultés a traiter les masses de données de séquences. De nombreuses études menées sur le
microbiote intestinal se limitent donc encore en une description phylogénétique basée sur

I’amplification d’une portion du géne exprimant I’ARNr 16S (metabarcoding 16S, gPCR).

Ces 5 dernieres années, une nouvelle approche dite de « culturomique » a été proposée
pour I’étude du microbiote intestinal (Tableau 2) (Lagier et al., 2012). Cette stratégie, basée
sur I’utilisation d’une combinaison de parameétres de culture (e.g. atmosphere, température et
temps d’incubation, composition du milieu de culture) a pour objectif de mimer au plus pres
les conditions physico-chimiques de I’intestin. Dans 1’étude de Lagier et collaborateurs, 212
conditions de culture ont été testées sur les selles de trois individus. L’identification de 32500
colonies bactériennes isolées a été réalisée par MALDI-TOF-MS et par amplification et
séquencgage du gene exprimant I’ARNr 16S. En paralléle, les trois mémes échantillons ont
¢galement été analysés par métabarcoding 16S (pyroséquengage). La culturomique a permis
I’identification de 340 especes bactériennes appartenant a 7 phyla dont 174 especes non
décrites précédemment dans le tractus intestinal humain. L’analyse métabarcoding 16S a,
quant a elle, permis d’identifier 698 espéces dont seulement 51 d’entre elles ont également été
détectées par 1’approche de culture (Lagier et al., 2012). Les auteurs proposent ainsi la
culturomique comme technique complémentaire au séquencage massif afin de mettre en
évidence des especes minoritaires du microbiote intestinal et ainsi pallier au biais de
profondeur de séquengage. Notons également que les approches de la cellule isolée (single
cell) permettent d’accéder a de nouvelles connaissances mais restent difficiles a mettre en

place et présentent la encore un certain nombre de limites (Gasc et al., 2015).

2.2.2. Analyses des fonctions du microbiote

Bien que les capacités fonctionnelles du microbiote puissent étre évaluées par des
approches ciblées (mise en présence et/ou quantification d’un marqueur fonctionnel d’intérét),
la trés grande majorité des travaux est établie sur des approches a haut débit afin de
comprendre les interactions métaboliques microbiote-microbiote et microbiote-hote (Tableau

2).

La métagénomique est, a ’heure actuelle, I’approche majoritairement employée pour
mettre en évidence les capacités métaboliques du microbiote intestinal (abondance relative

des especes et de leurs genes) (Igai et al., 2016; Lloyd-Price et al., 2016; Montella et al., 2017;

33






Syntheése Bibliographique

Zhernakova et al., 2016). Dans ce sens, de nombreux outils ont été développés pour le
traitement des données de métagénomique tel que MG-RAST (Meyer et al., 2008), MEGAN
(Huson et al., 2016), IMG/M (Markowitz et al., 2008), HUMAnN (Abubucker et al., 2012),
the R package ShotgunFunctionalizeR (Kristiansson et al., 2009) et plus récemment
ShortBRED (Kaminski et al., 2015). La richesse du microbiote intestinal est caractérisée par
la diversité¢ des especes présentes mais €galement par les génes fonctionnels microbiens
identifiés (Qin et al., 2010). Par cette approche, le microbiote de 123 et 169 individus Danois,
respectivement sains et obeses, a été catégorisé soit comme comportant un nombre élevé de
geénes microbiens (High Gene Count, HGC) soit comportant un faible nombre de genes (Low
Gene Count, LGC). Les individus HGC sont généralement considérés comme ayant (i) un
plus grand répertoire de fonctions métaboliques microbiennes, (i1)) un microbiote
fonctionnellement plus robuste, (iil) ainsi qu’une meilleure santé générale incluant une faible
prévalence a 1’obésité et aux désordres métaboliques (Le Chatelier et al., 2013). La
métagénomique a ¢té¢ largement utilisée pour 1’étude des CAZymes (Carbohydrate Active
enZymes), du fait du role majeur du microbiote dans la dégradation des fibres alimentaires.
Par cette approche, une grande diversité d’enzymes a pu €tre mise en €vidence (Montella et
al., 2017; Tasse et al., 2010). Bien que la métagénomique soit un outil puissant pour la
découverte de nouvelles fonctions microbiennes, la simple présence des genes n’informe pas

sur leurs profils d’expression (Wang et al., 2015).

Les études des transcrits (métatranscriptomique), des protéines (métaprotéomique) ou
des métabolites (métabolomique) deviennent de plus en plus populaires dans les interactions
microbiote-microbiote et microbiote-hote (Franzosa et al., 2014; Heinken and Thiele, 2015;
Morgan and Huttenhower, 2014; Schaubeck et al., 2016; Yen et al., 2015). Ces dernicres
approches, d’un niveau hiérarchique plus élevé que les génes présents dans les génomes,
donnent une image hautement résolutive des interactions microbiote-hote nécessaire a la
compréhension du réle du microbiote dans le métabolisme de 1I’hdte et des pathologies

(Franzosa et al., 2015).

La métatranscriptomique est basée sur le séquencage de 1’ensemble des ARN d’un
¢chantillon (RNA-Seq). Les ARN d’une cellule sont représentés en trés grande partie (pres de
90%) par les ARNT, le reste étant des ARNm ou encore des ARN de transfert (ARNt) et de
petits ARN non codants (Blazewicz et al., 2013). Si ’ensemble des ARN est séquencé, la
grande majorité des lectures correspondra aux ARNr. Ainsi, I’approche RNA-Seq nécessite

une étape de déplétion des ARNr pour enrichir la fraction des ARNm et ainsi accéder
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préférentiellement aux fonctions réalisées. Ces derniers seront ensuite reverse transcrits en
ADN complémentaire (ADNc) puis séquencés via les plateformes NGS (Bao et al., 2015;
Giannoukos et al., 2012; He et al., 2010). Gosalbes et collaborateurs ont réalisé¢ une analyse
métatranscriptomique du microbiote fécal de 10 individus sains. Les résultats obtenus sont
similaires de ceux obtenus par Turnbaugh ef al. en 2009, ou le métabolisme et le transport des
glucides, la production et la conversion d’énergie ainsi que la synthése des composés
cellulaires sont les voies métaboliques retrouvées comme les plus abondantes dans les
différents métatranscriptomes (Gosalbes et al., 2011; Turnbaugh et al., 2009a). Récemment, la
métatranscriptomique a permis également 1’identification de nouveaux ARN non codants, tel
que les petits ARN (sRNA), dont le role de régulation dans certains processus biologiques
(quorum sensing, réponse au stress) devient de plus en plus évident (Abram, 2015). L’étude
des transcrits n’est pas sans difficulté. La faible demi-vie des ARNm demande une prise en
charge rapide des échantillons et entraine une difficulté¢ de la détection des réponses a court
terme aux changements environnementaux. Ainsi I’extrapolation des résultats obtenus a partir
de l'analyse transcriptionnelle des échantillons fécaux aux potentielles fonctions coliques

présente des limites.

La métaprotéomique peut apporter des informations supplémentaires concernant les
modifications post-traductionnelles ainsi que la localisation des protéines effectrices (Xiong et
al., 2015). Cependant, cette technologie est en développement dans 1’étude du microbiote
intestinal et les protocoles utilisés different d’une étude a I’autre limitant les possibilités de
comparaison (Kolmeder and de Vos, 2014). De plus, a ce jour, les études réalisées comportent
un faible nombre d’individus (n=1-3) limitant encore une fois I’interprétation et les

conclusions tirées de ces données.

La métabolomique a émergé comme un systéme puissant pour la détection de
composés de faibles poids moléculaires. Des milliers de composés dérivent de produits
endogenes et exogenes métabolisés par le microbiote intestinal. Ainsi les métabolites produits
sont le reflet le plus direct de 1’activité microbienne. Techniquement, la métabolomique peut
étre appliquée a divers échantillons biologiques tels que les biofluides (féces, urine, sang,
salive) mais également les tissus comme les intestins, le foie, ou le cerveau. Deux plateformes
sont majoritairement utilisées pour I’identification des composés, la Résonance Magnétique
Nucléaire (RMN) et la spectrométrie de masse (SM) (Emwas, 2015; Lenz and Wilson, 2007).

La métabolomique a notamment été appliquée a 1’é¢tude du microbiote intestinal murin de
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modeles gnotobiotiques ou traités aux antibiotiques mais également au microbiote de

I’Homme (Kok et al., 2013; Marcobal et al., 2015; Watanabe et al., 2006; Wikoff et al., 2009).

La principale limite liée aux analyses métaprotéomiques et métabolomiques est la
complexité/richesse des signaux protéiques/métaboliques qui émanent d’un environnement
aussi diversifié que le microbiote intestinal et qui rend ainsi le traitement des données long et
fastidieux. De plus, ces approches sont encore peu développées dans 1’étude du microbiote
intestinal. Le manque d’information et d’annotation dans les bases de données ne permet
souvent pas 1’analyse la plus exhaustive possible des protéines ou métabolites extraits. Enfin,
toutes les approches haut débit citées précédemment nécessitent des compétences humaines
spécifiques ainsi que des ressources matérielles importantes pour le traitement et le stockage

des données (Gevers et al., 2012).

2.3. Fonctions du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal fait partie intégrante du tractus digestif de I’hote et joue un
réle majeur dans le maintien de I’homéostasie. Il a notamment été considéré comme un
« espace métabolique intégré » (Blaser et al., 2013), comportant 150 fois plus de genes
microbiens que le génome humain, avec prés de 3,3 millions de geénes microbiens non-
redondants listés en 2010 par le consortium MetaHIT (Qin et al., 2010). A ce jour, le plus
grand catalogue de genes du microbiote intestinal (établi a partir de 1267 métagénomes issus
d’Amérique, d’Europe et de Chine) recense pres de 9,8 millions de génes dont un peu moins
de 300000 seraient partagés par plus de 50% des individus (Li et al., 2014). Le microbiote
intestinal posséde ainsi un répertoire métabolique extensif, spécifique mais complémentaire
des activités enzymatiques de 1’hote. Preés de 40% des petites molécules retrouvées dans le
sang sont issues du métabolisme microbien (Saad et al., 2012). Ces molécules sont donc
assimilables par I’hdte et peuvent ainsi étre utilisées pour son propre métabolisme.
L’implication du microbiote dans de nombreuses fonctions nutritionnelles, physiologiques et

immunitaires fait de lui un acteur clé de la santé humaine (Figure 14).

L’influence exercée par le microbiote intestinal sur la physiologie de 1’hote a été
principalement mise en évidence par I’analyse d’études comparatives entre des animaux
conventionnels et des animaux dépourvus de microbiote intestinal dits axéniques. Ces

animaux sans microorganismes présentent un certain nombre d’anomalies physiologiques qui
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peuvent étre corrigées en quelques semaines par I’inoculation d’un microbiote complexe, et

parfois, d’une seule espéce bactérienne (Mazmanian et al., 2005; Stappenbeck et al., 2002).

2.3.1. Fonctions métaboliques liées a la nutrition

Une des fonctions majeures du microbiote dans le maintien de la physiologie de 1’hdte
est le métabolisme des substrats non digérés dans la partie haute du tractus digestif. Ces
substrats peuvent étre d’origine endogene (e.g. sécrétions biliaires, mucus, cellules
épithéliales desquamées) ou exogene (e.g. substrats alimentaires, xénobiotiques) au TGI. La
fermentation des glucides et protéines permet notamment d’extraire davantage d’énergie pour
I’héte a partir des aliments consommés (Bernalier-Donadille, 2010; Flint et al., 2012). Une
fraction des glucides échappe a la digestion dans le tractus digestif supérieur car les unités
monosaccharidiques composant ces molécules sont reliées entre elles par des liaisons
chimiques qui ne peuvent pas étre dégradées par les enzymes digestives humaines (Rajili¢-
Stojanovi¢, 2013). Ces glucides complexes sont majoritairement composés d’amidon résistant
et de polysaccharides provenant de céréales, de fruits et de légumes. Ce sont principalement
les genres Bacteroides, Ruminococcus, Faecalibacterium et Roseburia qui sont impliqués
dans la fibrolyse de ces composés. Les enzymes intervenant dans le clivage de ces molécules
complexes, les CAZymes, sont des glycosyltransférases, glycoside hydrolases, polysaccharide
lyases et carbohydrates estérases. Les capacités de dégradation des glucides par le microbiote
sont immenses. A titre d’exemple, le génome de ’espéce Bacteroides thetaiotaomicron
(retrouvée chez prés de 50% des adultes (HMP, 2012) code pour 290 glycoside hydrolases

contre 98 codées par le génome humain (http://www.cazy.org/b5136.html).

Les principaux produits de la fermentation microbienne des glucides sont des gaz
(hydrogene, dioxyde de carbone, et pour certains individus du méthane) et des acides gras a
chaine courte (AGCC) (Figure 15). Les trois AGCC les plus abondants sont I’acétate, le
propionate, et le butyrate, présents dans des rapports molaires allant de 3:1:1 a 10:2:1 en
fonction du régime alimentaire et donc des substrats disponibles au niveau colique (Louis et
al., 2014; Rowland et al., 2017). Les AGCC sont rapidement absorbés par la muqueuse
colique ou ils jouent un role primordial dans le métabolisme de 1’hote. Ils servent de source
d’énergie pour les cellules intestinales mais aussi pour les cellules rénales, cardiaques ou

encore musculaires (Rajili¢-Stojanovi¢, 2013). Ils ont également des effets sur le pH, le temps
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de transit, la physiologie épithéliale et le systéme immunitaire (SI) du colon. De plus, ils
jouent un rodle protecteur contre I’invasion par des pathogenes (Fukuda et al., 2011; Furusawa
et al., 2013; Samuel et al., 2008; Verbeke et al., 2015). Parmi les AGCC majoritaires, le
butyrate représente la source d’énergie principale pour les colonocytes (plus de 70%) tandis
que 1’acétate et le propionate servent de substrats pour la lipogenese et la néoglucogenese au
niveau hépatique (Tremaroli and Backhed, 2012). Les bactéries lactiques peuvent aussi
métaboliser les glucides au niveau intestinal, en particulier les especes appartenant aux genres
Bifidobacterium, Lactobacillus, Streptococcus, et Enterococcus (Bernalier-Donadille, 2010).
Ces bactéries produisent du lactate qui sera tres largement utilisé par les bactéries intestinales

pour produire du propionate ou du butyrate.

Les bactéries intestinales peuvent également métaboliser des substrats protéiques, qui
représentent la principale source d’azote au niveau du cdlon. De nombreuses especes
bactériennes,  appartenant notamment aux  genres  Bacteroides,  Clostridium,
Propionibacterium, Fusobacterium, Streptococcus et Lactobacillus, possédent une activité
protéolytique (Bernalier-Donadille, 2010). En plus des protéines dérivées de 1’alimentation,
les sécrétions pancréatiques, biliaires, le mucus ainsi que les cellules épithéliales issues de la
desquamation de 1’épithélium contiennent une quantité non négligeable de protéines dérivées
de I’hdte disponibles pour la fermentation microbienne. La fermentation des protéines
intervient surtout dans la partie distale du coélon et aboutit a la sécrétion d’acides aminés
(Rajili¢-Stojanovié, 2013). Ces derniers peuvent étre utilisés comme source d’énergie par les
bactéries ne pouvant pas métaboliser les glucides, comme certaines espeéces des genres
Veillonella, Clostridium ou encore Eubacterium. Ces acides aminés peuvent aussi étre utilisés
par les bactéries pour produire des AGCC (Bernalier-Donadille, 2010). Cependant, la
métabolisation des protéines par les bactéries intestinales, notamment les Clostridium, peut
également aboutir a la formation de composés toxiques tels que I’ammoniaque, des amines ou
encore des phénols (Rajili¢-Stojanovi¢, 2013; Rowland et al., 2017). Les composés
ammoniaqués et phénoliques ont notamment été associés a des pathologies humaines comme

le cancer colorectal (Bernalier-Donadille, 2010).

Le microbiote intestinal participe aussi au métabolisme des lipides principalement via
le cycle entéro-hépatique des acides biliaires. Ces derniers sont produits a partir du cholestérol
au niveau du foie, ou ils sont conjugués avec des molécules de taurine ou de glycine, puis
sécrétés dans la bile et transportés vers 1’intestin. Au niveau intestinal, ces acides biliaires dits

primaires facilitent le métabolisme des lipides alimentaires et 1’absorption intestinale des
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vitamines liposolubles. La trés grande majorité de ces acides biliaires primaires (90 a 95%)
sont ensuite réabsorbés au niveau de la partie distale de 1’iléon puis renvoyés vers le foie.
Environ 5 a 10% des acides biliaires primaires sont déconjugués par les bactéries intestinales,
notamment par des espéces anadrobies appartenant aux genres Bacteroides, Eubacterium et
Clostridium (Nicholson et al., 2012). La déconjugaison microbienne (élimination du conjugué
glycine ou taurine) a pour but d’atténuer les propriétés antimicrobiennes des acides biliaires et
empéche leur réabsorption active au niveau intestinal. Ces acides biliaires libres peuvent alors
étre métabolisés par le microbiote intestinal en acides biliaires dits secondaires, tels que
I’acide désoxycholique ou lithocholique (Nicholson et al., 2012; Wahlstrom et al., 2016).
L’accumulation du niveau d’acides biliaires secondaires dans les selles, la circulation
sanguine et la bile a notamment été reportée chez des patients atteints de lithiase biliaire et de

cancer du colon (Ridlon et al., 2014).

Enfin, le microbiote joue un role important dans la syntheése des vitamines essentielles
(Belzer et al., 2017; LeBlanc et al., 2013). Les bactéries lactiques seront notamment
impliquées dans la synthése de la vitamine B12 dont le role a ét¢ mis en évidence dans la
synthése des acides nucléiques et des protéines ainsi que dans la formation des globules
rouges (Mahmood, 2014). L’Homme, les animaux, les plantes ou encore les champignons
sont incapables de produire cette vitamine qui sera exclusivement synthétisée par des
microorganismes majoritairement anaérobies (Fang et al., 2017). Les Bifidobacteria sont les
producteurs principaux de folate, une vitamine impliquée dans des processus métaboliques
importants pour les cellules de 1’hdte comme les mécanismes de synthése et de réparation de
I’ADN (Sugahara et al., 2015). D’autres vitamines synthétisées par le microbiote intestinal
incluent la vitamine K, la riboflavine, la biotine, 1’acide nicotinique, 1’acide pantothénique, la

pyridoxine ou encore la thiamine.

2.3.2. Maintien de [’intégrité de la barriere épithéliale

Actuellement, il existe un ensemble de travaux qui soutiennent le role du microbiote
intestinal dans le maintien de la structure et de la fonction du TGI. Plus particuliérement, le
microbiote participe au développement et a la maturation de I’épithélium intestinal via des
effets sur le renouvellement et la perméabilité cellulaire, sur le réseau vasculaire et sur la

production de mucus (Figure 16).
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Des études conduites en modele murin axénique, ont montré (i) une diminution de la
surface globale de I’intestin (Sommer and Béckhed, 2013), (i1)) un moindre développement
des villosités, (iii) ainsi qu'une réduction des cryptes intestinales avec un nombre de cellules
par cryptes diminué de 20% (Natividad and Verdu, 2013). I a également ét¢ montré que le
taux de renouvellement cellulaire chez les souris axéniques est inférieur a celui observé chez
des animaux conventionnels. Cependant, cet effet est réversible. Lorsque les souris axéniques
sont colonisées par des bactéries commensales, le taux de renouvellement cellulaire augmente
rapidement et atteint en quelques jours le méme niveau que celui des souris conventionnelles
(Natividad and Verdu, 2013). Pour expliquer ce mécanisme, il a été proposé que le microbiote
commensal induit la production d’especes réactives a I’oxygene (ERO) par les cellules
épithéliales ce qui activerait la migration et le renouvellement cellulaire (Swanson et al.,
2011). Or, un équilibre entre prolifération cellulaire et apoptose est nécessaire pour le bon
fonctionnement de I’épithélium intestinal. En effet, le renouvellement cellulaire joue un rdle
primordial dans I’homéostasie du tractus digestif, sa réduction pouvant avoir des
conséquences déléteres pour 1’épithélium notamment pour son rétablissement lorsqu’il est
1ésé. Le microbiote régule également la perméabilité¢ cellulaire via le maintien des
desmosomes et des jonctions serrées des cellules épithéliales, respectivement par la
production de protéines riches en proline (sprr2A) ou par D’activation de la voie de

signalisation TLR2 par les peptidoglycanes microbiens (Jandhyala et al., 2015).

Le microbiote intestinal joue également un rdle dans le développement des capillaires
sanguins au niveau intestinal avec un réseau vasculaire deux fois moins dense observé chez
les souris axéniques. Ce réseau est revenu a la normale aprés inoculation d’un microbiote
intestinal complexe en seulement dix jours (Stappenbeck et al., 2002). En effet, la
colonisation de I’intestin chez des souris axéniques provoque une restructuration des villosités
épithéliales, cette derniere augmente les besoins en oxygene de I’épithélium intestinal et

entraine alors une angiogenese (Reinhardt et al., 2012).

Enfin, le microbiote peut moduler les propriétés physiologiques du mucus ainsi que
son renouvellement. II a ét¢ montré que des souris axéniques ne développent qu’une trés fine
couche de mucus colique due a I’absence de sécrétion de la protéine Muc2 (mucine
majoritaire du mucus) par les cellules a gobelet. L’épaisseur de la couche de mucus peut étre
cependant restaurée a un niveau observé chez des souris conventionnelles uniquement par
I’exposition a des produits bactériens (peptidoglycanes ou lipopolysaccharides) (Petersson et

al., 2011).
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2.3.3. Développement et maturation du systeme immunitaire

La colonisation par les microorganismes commensaux est essentielle au
développement et a la maturation du systeme immunitaire (SI) inné et acquis et ce, des le
début de la colonisation microbienne chez le nouveau-né (Figure 17) (Gensollen et al., 2016).
Son importance a été mise en évidence lors d’études en modele axénique. Les animaux
axéniques présentent en effet un défaut de développement des structures lymphoides associées
a ’intestin, tel qu'une hypoplasie des plaques de Peyer, mais également des tissus lymphoides
systémiques, avec une malformation des ganglions lymphatiques et de la rate (Macpherson
and Harris, 2004; Sekirov et al., 2010). Ils montrent également une réduction a la fois du
nombre de lymphocytes intraépithéliaux et du niveau d’immunoglobuline A (IgA) sécrétée
(Macpherson et al., 2001). Enfin, ils manifestent des irrégularités dans le profil et le niveau
d’expression des cytokines. Les structures et fonctions du SI peuvent étre restaurées en
seulement quelques semaines lorsque ces animaux axéniques sont inoculés avec le microbiote
fécal de souris conventionnelles ou sont mono-associés avec des bactéries commensales de
I’intestin. Il a en effet été montré que lorsque des souris axéniques sont inoculées avec la
bactérie Bacteroides fragilis, la prolifération des lymphocytes T (LT) CD4+ est restaurée
(Mazmanian et al., 2005). Ce mécanisme est li¢ a la reconnaissance du polysaccharide A de la
bactérie par les cellules dendritiques. Certains composés, dérivés du microbiote, tels que les
AGCC (particulicrement le butyrate) contribuent également au maintien de 1’homéostasie
immunitaire via la modulation de la production de cytokines et la différenciation des LT en
LT régulateurs (LTreg) (Furusawa et al., 2013; Lee and Hase, 2014). Le rdle central du
microbiote intestinal dans le développement et la maturation du SI n’est pas surprenant étant

donné qu’il représente la plus grande source d’antigenes auxquels le SI est exposé.

Le SI intestinal doit remplir deux fonctions qui semblent contradictoires. Il doit non
seulement défendre le tractus intestinal contre les agents pathogeénes (bactéries, virus,
parasites) et empécher leur translocation a travers la barriere intestinale. Mais, il doit
¢galement développer une tolérance vis-a-vis des antigénes alimentaires et du microbiote
intestinal pour prévenir I’induction d’une réponse immunitaire excessive et dommageable
pour la physiologie de 1’organisme. Ce phénomene, dit de tolérance orale, est médié
notamment par le SI inné. Ce dernier reconnait des motifs moléculaires associés aux microbes

(Microbe-Associated Molecular Patterns, MAMPs). Chez les bactéries, ces MAMPs peuvent
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étre des constituants de la paroi bactérienne, comme des lipopolysaccharides et des
peptidoglycanes, ou encore des composés du flagelle. Ces motifs bactériens sont reconnus par
des récepteurs portés par les cellules de 1’hote (Pattern Recognition Receptors, PRRs), comme
par exemple les récepteurs Toll-like (Toll-Like Receptor, TLR) ou les récepteurs NOD-like
(Nucleotide Oligomerization Domain, NLR) (Clemente et al., 2012; Thursby and Juge, 2017).
Certains des PRRs seront localisés dans la membrane cellulaire, d’autres dans les membranes
endosomales afin de reconnaitre respectivement les MAMPs extracellulaires ou endocytosés
(Maier et al., 2015). Les MAMPs des bactéries commensales, en interagissant avec les TLRs
des cellules intestinales permettent de supprimer la réponse inflammatoire, de discriminer les
bactéries commensales des bactéries pathogeénes, et donc de développer la tolérance

immunologique (Round et al., 2011).

Le SI acquis est également programmé par le microbiote intestinal. Les bactéries
commensales influencent la différenciation des LT en LTreg, au niveau intestinal mais
¢galement dans la circulation sanguine générale (Round et al.,, 2011). Les LTreg sont
responsables de la suppression de la réponse inflammatoire et permettent au microbiote d’étre
reconnu comme non pathogeéne (Sommer and Béckhed, 2013). Le microbiote intestinal joue
ainsi un role primordial dans ’homéostasie intestinale en permettant le maintien de 1’équilibre
entre les LTh17 (effecteurs) et les LTreg. Lorsque cet équilibre est rompu, une réponse
inflammatoire incontrdlée peut étre déclenchée et conduire a un état pathologique. De plus, le
microbiote intestinal stimule la sécrétion d’IgA par les cellules intestinales via I’activation des
cellules dendritiques. La présence du microbiote intestinal est indispensable pour que la
production d’IgA soit maximale. Toutes les bactéries commensales ne semblent pas stimuler
de manicre équivalente la production d’IgA. Il a été montré que les Bacteroides induisent un
niveau de sécrétion d’IgA supérieur a celui induit par les Lactobacilli (Yanagibashi et al.,
2009). Par ailleurs, Hapfelmeier et collaborateurs ont mis en évidence que la colonisation par
des bactéries commensales provoque la sécrétion d’IgA bactérie-spécifiques, et que le
répertoire d’IgA varie et s’adapte en fonction de la composition du microbiote intestinal
(Hapfelmeier et al., 2010). Les IgA remplissent une double fonction au niveau intestinal. Elles
empéchent le surdéveloppement du microbiote, mais elles réduisent également les interactions
de ce dernier avec le SI permettant ainsi d’augmenter la tolérance de 1’hote vis-a-vis des

populations microbiennes qu’il héberge (Sekirov et al., 2010).
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2.3.4. Protection contre les microorganismes pathogenes

Le microbiote intestinal joue enfin un rdle de protection contre les microorganismes
pathogenes pour 1’hdte communément appelé « effet barriere » du microbiote intestinal. Ces
microorganismes peuvent étre exogeénes a 1’organisme ou habituellement présents mais en
concentration limitée (pathobiontes). Les pathobiontes peuvent ainsi s’avérer néfastes pour
I’héte deés lors que leur prévalence dans le TGI augmente. Les infections a Clostridium
difficile en sont un bon exemple. En effet, approximativement 3% des adultes sains sont des
porteurs asymptomatiques de cette bactérie, et le développement de I’infection ne survient
essentiellement que suite a une antibiothérapie conduisant a une altération du microbiote
intestinal (Ng et al., 2013). Salmonella typhimurium, Clostridium difficile ainsi que les
Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) utilisent le fucose et ’acide sialique libérés par
le microbiote. Ainsi I’augmentation du niveau d’acide sialique observée post traitement
antibiotique, couplée a la dysbiose induite par le traitement, favorise leur expansion dans le

TGI (Ferreyra et al., 2014; Huang et al., 2015; Ng et al., 2013).

Le microbiote crée avec 1’épithélium intestinal et le SI un effet barriere contre
I’établissement des microorganismes pathogeénes. Plusieurs mécanismes sont mis en jeux.
Premiérement, un phénomeéne de compétition est observé pour les sites d’attachement a
I’épithélium intestinal ainsi que pour la disponibilité¢ des nutriments. L’établissement et le
maintien d’un pathogéne se feront en partie par sa capacité a utiliser une niche nutritionnelle
non pourvue par les bactéries commensales (Baumler and Sperandio, 2016; Kamada et al.,
2012). C’est notamment le cas pour Citrobacter rodentium capable de coloniser le tractus de
souris axéniques et non de souris conventionnelles ou le pathogene se retrouve en compétition
directe avec les E. coli commensales pour I’utilisation des monosaccharides (Kamada et al.,
2012). Le microbiote intestinal peut également produire et sécréter des composés
antimicrobiens comme les bactériocines. La colonisation de la bactérie pathogene EHEC
O157:H7 est ainsi inhibée par la sécrétion de molécules antimicrobiennes par une souche
probiotique appartenant au genre Lactobacillus (Medellin-Pefia and Griffiths, 2009). Enfin, la
régulation du SI par le microbiote intestinal via le dialogue PRRs-MAMPs résulte en
I’activation de voies de signalisation qui vont notamment favoriser le resserrement des
jonctions apicales des entérocytes et promouvoir la production par les cellules de 1’hote (i) de
peptides antimicrobiens (e.g. cathélicidines, défensines, lactoferrines), (i) de mucine et (iii)
d’IgA. Cette immunomodulation contribue ainsi a limiter 1’attachement et 1’invasion des
organismes pathogenes mais prévient également la croissance de bactéries commensales

43






Syntheése Bibliographique

potentiellement néfastes pour I’hdte (Bdumler and Sperandio, 2016; Jandhyala et al., 2015;
Mathias et al., 2014; Ribet and Cossart, 2015).

2.4. Modéeles d’étude du microbiote intestinal et de ’interaction microbiote-hote

L’étude de la physiologie du TGI et du rdle du microbiote intestinal est rendue
difficile chez ’Homme par certains aspects éthiques (exposition a des pathogenes, diverses
molécules chimiques, pharmaceutiques ou nutritionnelles) et techniques (difficulté¢ d’acces au
TGI), limitant le plus souvent les études a 1’analyse de feces (non invasif, peu coliteux). Ainsi,
pour répondre aux questions en lien avec le microbiote intestinal et son interaction avec

I’héte, de nombreux modeles in vivo, ex vivo et in vitro ont été développés.

2.4.1. Modeles in vivo, ex-vivo

Les mode¢les animaux monogastriques (le plus souvent souris et rat) se rapprochent du
systeme digestif humain puisqu’ils prennent en compte 1’organisme en entier, incluant les
processus endocriniens, immunologiques, le réle des cellules de I’hdte et du microbiote
(Venema and van den Abbeele, 2013). Ces modéles comportent de nombreux avantages
comme (i) le controle de I’environnement (e.g. stress, nutrition, exercices physiques), (ii) le
controle du fond génétique de la population, (iii) accés aux microorganismes commensaux
non encore cultivables et (iv) acceés aux contenus intestinaux, tissus et organes apres sacrifice
des animaux (Boureau et al., 2000). Cependant, ces modeles présentent des limites. La
diversité microbienne sera différente en relation avec la physiologie, ’alimentation, les
conditions d’¢levage et le comportement (coprophagie des rongeurs). De ce fait, il existe des
différences physiologiques et métaboliques entre les modeles animaux et ’Homme qui
doivent étre considérées lors de I’extrapolation des résultats (Nguyen et al., 2015). Ley et al.
ont notamment reporté que 85% des especes bactériennes retrouvées chez la souris sont
absentes du microbiote intestinal humain (Ley et al., 2005). Les modé¢les gnotobiotiques a
microbiotes humanisés ont ainsi été¢ développés pour mimer au plus pres le modele humain et
ont ét¢ employés dans de nombreuses études (Faith et al., 2011; Goodman et al., 2011; Planer
et al., 2016; Smith et al., 2013; Turnbaugh et al., 2009b). Pourtant, des réserves sont émises

sur ce modele ou les taxa rares du microbiote humain sont absents du microbiote des souris
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humanisées (Turnbaugh et al., 2009b). Enfin, 1’exposition de modeéles animaux a des
molécules pharmacologiques ou chimiques parfois trés toxiques pose ¢également des
problémes d’éthique. Des études sur modeles animaux démontrent par exemple la formation
de tumeurs ou de polypes au niveau du tractus digestif apres une prise chronique ou aigiie de
B[a]P par voie orale (Culp et al., 1998; Huderson et al., 2013). Ces études utilisent
majoritairement des modeles animaux susceptibles dont le fond génétique (présence de

mutations) favorise le développement rapide de tumeurs.

Les modeles ex vivo du TGI sont des systemes ou la complexité de 1’environnement
associ¢ a I’hote est réduite, permettant de cibler des mécanismes cellulaires et moléculaires
d’intérét dans le dialogue microbiote-hote. Ils permettent, dans un environnement contrdlé,
d’étudier les processus biologiques et biochimiques dans le contexte d’une architecture de
tissu intact. Apres résection chirurgicale, les tissus peuvent étre cultivés en chambre de
Ussing, initialement développée pour la mesure du transport des ions, des nutriments ainsi que
des molécules pharmaceutiques et toxiques a travers la membrane épithéliale (Alam et al.,
2012; Clarke, 2009; Garrait et al., 2006). L’avantage de ces modéeles tissulaires est la présence
de la complexité cellulaire retrouvée dans 1’épithélium intestinal contrairement aux cultures
de cellules en modele unique. On retrouve notamment les entérocytes, mais également les
cellules productrices de mucus, les cellules endocrines, les cellules de Paneth, les cellules
lymphocytaires et dendritiques mais également les enzymes et protéines retrouvées au niveau
du segment considéré. Le tissu étudi€¢ peut provenir de différentes parties de 1’intestin (du
duodénum au c6lon) et de diverses especes animales permettant ainsi I’étude d’un large panel
d’interactions microbiote-hdte (Roeselers et al., 2013). Le TNO (organisation Hollandaise

pour la recherche scientifique appliquée ; https://www.tno.nl/en/) a décrit un systeme utilisant

des segments intestinaux issus du cochon pour I’étude de la libération d’hormones intestinales
apres exposition a des métabolites microbiens (Voortman et al., 2012). Certains travaux se
sont intéressés a I’impact de probiotiques et de leurs métabolites sur I’inflammation induite
par certains pathogenes tels que Salmonella ou simplement aux effets physio-pathologiques
de Campylobacter jejuni pour comprendre les mécanismes d’adhésion a la muqueuse (Grant
et al., 2006; Tsilingiri et al., 2012). Enfin, Udden et collaborateurs ont démontré la capacité
des cellules épithéliales coliques a produire des peptides antimicrobiens suite a I’exposition a

des cytokines pro-inflammatoires (Udden et al., 2017).

Les principales limites liées a 1’utilisation de ces systémes ex vivo sont principalement

techniques. La préparation des tissus est laborieuse et doit €tre soigneuse pour éviter que le
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Tableau 3 : Comparaison des parameétres techniques de différents systémes in vitro du TGIL. Adapté de

Fritz et al., 2013 et Williams et al., 2015.

Modéle in

vitro

Systéme

batch

Systéme
continu
tri-étagé

(ECSIM)

Enteromix

PolyFermS

SHIME

M-SHIME

TIM1

TIM2

HMI

Gut-on-a-

chip

HuMiX

Région ciblée

Toute région du
TGI (souvent

colon distal)
V1=cdlon
proximal

V2=transverse

V3=distal

Colon

Colon proximal

Estomac au

colon

Estomac au

colon proximal

Estomac a

I’iléon
Colon proximal

Colon

Colon ®

Colon ¢

Volume
utilisé

(mL)

varie

V1=1000
V2=1000
V3=1000

300

300-
1600

300-
1600

200

0,7

pH

dépendant

de la région
ciblée
Vi1=5,7

V2=6,2
V3=6,8

5,5-7,0

5,5

2,0-7,0

2,0-7,0

1,826,5

5,8

5,6-5,9

Non

contrdlé

Non

controlé

Temps de

fonctionnement

<48 h

variable

2]

6j

Généralement 30

jours par cycle

Généralement 30

jours par cycle

~1j

24h

Pompe

péristaltique

Non

Oui

Non

Non

Non

Oui

Oui

Oui

Oui

Absorption

Mucus

Non

Non

Non

Non

Non

Oui

Oui

Oui

Cellules
de I’héte

Références

Wang and
Gibson, 1993

Feria-Gervasio
etal., 2014

Makivuokko et
al., 2006

Berner et al.,
2013

Molly et al.,
1994

Van den
Abbeele et al.,
2012

Minekus, 2015

Venema, 2015

Marzorati et

al., 2014

Kim et al.,
2016

Shah et al.,
2016 ;
Mac Giolla
Eain et al.,
2017

a2 Condition de culture aérobie. " Microbiote intestinal absent mais co-culture avec certaines souches bactériennes

aérobies et aéro-tolérantes possible. ¢ Microbiote intestinal absent mais co-culture avec souches bactériennes

anaérobies possible.
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mucus soit endommagé lors de la résection chirurgicale. Enfin, le débit est relativement faible

et la viabilité tissulaire sous conditions physiologiques reste relativement courte (Roeselers et

al., 2013).

2.4.2. Modeles in vitro

Les mod¢les in vitro sont une alternative aux modeles animaux et représentent une
plateforme technologique innovante essayant de mimer au plus pres le tractus digestif humain.
La complexité des modeles s’étend de systemes de type batch (systeme fermé, statique) a des
systemes en flux continu (systéme dynamique) a plusieurs compartiments (Payne et al., 2012).
Différentes régions du tube digestif peuvent étre reproduites (région gastrique, intestinale et

colique) pour une période de temps définie qui sera fonction du modele choisi (Tableau 3).

Les mode¢les in vitro statiques mimant la région stomacale et/ou intestinale permettent
de simuler une digestion (i) gastrique (pH=1-4; 37°C; =3h) via I’ajout de pepsine (enzyme
présente dans les sucs gastriques), (ii) et/ou intestinale (pH=4-7,5; 37°C; =7h) via ’ajout
d’enzymes pancréatiques et de sels biliaires (Guerra et al., 2012). Les mode¢les dynamiques
sont eux moins limités dans leurs paramétres et permettent de se rapprocher des conditions
réelles de digestion. Actuellement, le systtme TIM-1 (TNO gastro Intestinal tract Model-1)
est le systeme digestif artificiel reproduisant de la fagon la plus physiologique les conditions
rencontrées dans la lumiére gastro-intestinale humaine. Ce modele a quatre compartiments
simulant la digestion gastro-intestinale, reproduit (i) la sécrétion de bile, (i1) le transit du
chyme (résultat de la digestion de la nourriture par I'estomac), (iii) les changements de pH,
(iv) Parrivée séquentielle des sécrétions digestives, (v) ainsi que les capacités d’absorption
passive de I’intestin supérieur (Figure 18) (Déat et al., 2009; Guerra et al., 2012). Ce systéme
a notamment ¢t¢ utilisé au sein du laboratoire pour 1’étude de la survie et de la virulence des
EHEC dans la région gastro-intestinale simulée de 1’enfant de moins de deux ans (Roussel et

al., 2016).

Les mode¢les in vitro mimant la région colique, sont eux, caractérisés par 1’inoculation
d’un ou de plusieurs chémostats avec une suspension fécale en anaérobie sous pH,
température et conditions physico-chimiques physiologiques. Les systémes de type batch
mimant le colon proximal ont largement été utilisés pour observer la fermentation de

composants alimentaires, tels que 1’amidon ou I’inuline, non dégradés par les cellules de
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Figure 18 : Représentation schématique (A) et photographie (B) du systéme digestif artificiel TIM-1

(estomac et intestin gréle artificiels). Tirée de Guerra et al., 2012 et Blanquet et al., 2001.
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Figure 19 : Représentation schématique (A) et photographie (B) du fermenteur continu ECSIM. Tirée

de Feria-Gervasio ef al., 2011.
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I’hote (Lesmes et al., 2008; Pompei et al., 2008; Takagi et al., 2016). Du fait de
I’appauvrissement en nutriments, de 1’accumulation des métabolites microbiens ainsi que de
’acidification non controlée du milieu, ce type de systéme est utilisé sur une courte période
(24-48h). Cependant, son faible cofit, son haut débit ainsi que sa simplicité d’exécution font
du systéme batch un modele d’étude privilégié précédant 1’utilisation de modeles plus
complexes. Les modeles de fermentation continue, a un ou plusieurs compartiments,
permettent, quant a eux, d’effectuer des études sur le long terme par I’entrée et la sortie des
substrats et métabolites (Berner et al., 2013; Feria-Gervasio et al., 2014; Makivuokko et al.,
2006). Ces systémes offrent un environnement plus proche des conditions physico-chimiques
coliques que les systemes fermés (efflux constant des nutriments, des déchets métaboliques et
des gaz, controle du pH, du potentiel d’oxydoréduction) (Figure 19). Ces mod¢eles de
fermentation ont notamment été utilisés pour appréhender I’impact d’antibiotiques sur le
microbiote de patients atteints de la maladie de Crohn (Maccaferri et al., 2010), pour 1’étude
du métabolisme des archées méthanogenes au sein du microbiote fécal humain ou encore pour
le crible de différentes méthodes de préservations du microbiote fécal (Gaci et al., 2017;

Tottey et al., 2015).

I existe également des systémes digestifs artificiels trés aboutis avec 1’inclusion des
fonctions digestives de 1’hdte. Le modele TIM-2 simule le colon proximal avec le mélange
péristaltique ainsi que 1’absorption de I’eau et des nutriments via un systéme de dialyse.
Hatanaka et collaborateurs ont notamment couplé les modeles TIM-1 et TIM-2 pour aboutir a
la création d’un systéme artificiel complet pour 1’étude de 1’impact de Bacillus subtilis sur le
microbiote intestinal (Hatanaka et al., 2012). Le SHIME (Simulator of the Human Intestinal
Microbial Ecosystem) comporte lui 5 compartiments simulant, I’estomac, l’intestin gréle,
ainsi que le cdlon proximal, transverse et distal (Van de Wiele et al., 2015). Ce mod¢le a
notamment ¢t¢ utilisé pour déterminer la biodisponibilité de divers composés toxiques comme
les HAPs ou I’arsenic pour le métabolisme microbien (Laird et al., 2007; Van de Wiele et al.,
2004b). Une extension au SHIME, le M-SHIME, comporte des microspheres enrobées de
mucine permettant aux bactéries adhérentes au mucus de se maintenir plus facilement dans le

systéme (Van den Abbeele et al., 2012).

Ces divers mode¢les in vitro du TGI ne prennent pas en compte 1’interaction du
microbiote avec I’hdte. Ainsi des modeles cellulaires intestinaux, composés de monocouches
de cellules polarisées et différenciées, peuvent étre utilisés comme modele simplifié de la

barriere épithéliale intestinale. Ces modeles sont largement utilisés pour 1’étude de
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I’interaction hote-pathogénes-probiotiques, notamment dans les mécanismes d’adhésion,
d’invasion et de stimulation de la production de cytokines pro-inflammatoires (Bahrami et al.,
2011; Chiu et al., 2013; O’Hara et al., 2006; Simonovic et al., 2000; Tyrer et al., 2011). Ces
¢tudes impliquent généralement des lignées cellulaires tumorales du colon telles que les
lignées Caco-2, TC7, T84 et HT-29. Contrairement aux modeles ex vivo, ces modeles ne
peuvent pas reproduire les interactions des différents types cellulaires présents au niveau de la
muqueuse intestinale et leur phénotype est également instable du fait des différentes remises
en culture (nombre de passages) et des milieux utilisés. Cependant, ces lignées immortelles
posseédent des caractéristiques physiologiques tres proches des cellules épithéliales intestinales
(enzymes et protéines de la bordure en brosse, microvillosités) et permettent notamment
d’éviter le sacrifice de modeles animaux (Meunier et al., 1995; Zeller et al., 2015). Afin de
pallier aux limites des cultures cellulaires en monocouches et de se rapprocher de la
physiologie et des fonctions du TGI, des structures cellulaires tridimensionnelles ont été
développées: les organoides (Sato et al., 2009; Sato and Clevers, 2013). Ces organoides,
pouvant se développer sur la seule base de la différenciation de cellules souches intestinales,
comprennent des régions fonctionnellement identiques aux cryptes, ou résident les cellules
souches et progéniteurs, et des régions intermédiaires essentiellement composées de cellules
différenciées (Figure 20) (Stedman et al., 2016). Une variété de culture d’organoides a été
proposée pour régénérer différentes régions du TGI dont I’estomac, I’intestin gréle et le colon
(Park et al., 2017). Ces organoides sont de plus en plus utilisés dans 1’étude des interactions
microbiote-hote (Nigro et al., 2016; Park et al., 2017), notamment dans I’interaction
microbiote-cellules souches nécessaire a la régénération de 1’épithélium intestinal (Stedman et
al., 2016) ou encore dans les mécanismes d’infection par les pathogenes (Bartfeld, 2016;
Karve et al., 2017). Malgré les avancées qui ont été entreprises in vitro, les modeles in vivo ne
peuvent étre totalement remplacés puisque certaines fonctions de 1’hote comme les réponses

immunologiques et neuroendocriniennes sont toujours manquantes.

3. Microbiote Intestinal et Pathologies Humaines

Les connaissances initiales du role des microorganismes sur la santé humaine reposent
sur la théorie des germes développée par Louis Pasteur et Robert Koch (Koch, 1890). Ces
premiers travaux se sont intéressés aux microorganismes, définis comme agents de

pathologies, et de leurs facteurs de virulence entrainant de grandes avancées médicales
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(Gradmann, 2014). Ces travaux ont ainsi initi¢ le développement de méthodes de lutte contre
les maladies infectieuses comme les pratiques d’hygiéne et d’assainissement public ou encore
les traitements antibiotiques. Parallélement aux maladies infectieuses (transmissibles), les
maladies chroniques (non transmissibles) sont des pathologies complexes et multifactorielles
pour lesquelles il est difficile d’identifier une cause unique (e.g. facteurs environnementaux,
génétiques, immunitaires et microbiens). De par les nombreuses fonctions physiologiques
qu’il remplit, le microbiote intestinal joue un role primordial dans I’homéostasie du TGI et
plus globalement dans celle de 1’hdte. Il n’est donc pas surprenant de retrouver des altérations
de la structure du microbiote intestinal, appelées dysbioses, associées a un état pathologique
chronique de I’hote (Lynch and Pedersen, 2016). Toutefois, il est difficile de déterminer (i) si
la pathologie est provoquée par une altération du microbiote intestinal, ou (i1) si 1’état
pathologique modifie 1’environnement digestif, provoquant une dysbiose du microbiote
intestinal (Chow et al., 2011). En revanche, il apparait clairement que lorsque la dysbiose et
I’état pathologique se sont installés, ces deux phénomenes s’auto-entretiennent. De
nombreuses ¢tudes ont mis en évidence une association entre des pathologies humaines et une
dysbiose du microbiote intestinal. Ces pathologies ne se limitent pas a 1’environnement

digestif mais touchent ’ensemble de I’organisme (Figure 21).

3.1. Pathologies digestives

Les dysbioses du microbiote intestinal sont trés fréquemment associées a des
pathologies digestives telles que les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI),

le syndrome de I’intestin irritable (SII) ou le cancer colorectal (CCR) (Tableau 4).

Les MICI regroupent la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH)
qui se caractérisent par une inflammation de la paroi du tube digestif. Dans la MC, cette
inflammation peut étre localisée a tous les niveaux du systeme digestif, méme si c’est au
niveau de D’intestin qu’on la retrouve le plus souvent. Dans la RCH, I’inflammation est
localisée au niveau du rectum et du coélon. Ces maladies évoluent par alternance avec des
phases d’inflammation et de rémission, de durées et de fréquences tres variables selon les
patients. Bien qu’a ce jour, les facteurs responsables de la survenue des MICI ne sont pas tous
clairement définis, une partie du mécanisme sous-jacent est identifié comme une réponse

immunitaire anormale, dirigée contre le microbiote intestinal d’individus génétiquement
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Tableau 4

Pathologies humaines et dysbioses du microbiote intestinal. MICI: maladies

inflammatoires chroniques de l'intestin ; SII : syndrome de I’intestin irritable. Adapté de Butto and

Haller, 2017 ; Schroeder and Béckhed, 2016 ; Tang et al., 2017 et Nistal et al., 2015.

PATHOLOGIE ALTERATION DU MICROBIOTE INTESTINAL

MALADIES IMMUNITAIRES

e Diminution des Firmicutes (e.g. Faecalibacterium prausnitzii et Akkermansia
MICI muciniphila)

e Augmentation des Actinobacteria et Proteobacteria

o Augmentation des Firmicutes (e.g. Lachnospiraceae et Clostridium cluster
SII XIVa)

e Diminution du genre Bacteroides

e Augmentation des Proteobacteria (e.g. Comamonadaceae, Sphingomonadaceae
ASTHME et Oxalobacteraceae)

o Diminution des genres Lachnospira, Veillonella, Faecalibacterium et Rothia
e z Atu%me?ltatlonlfies §specte(si Prevotelc{la C;)p';l', Porphyromonas gingivalis,
RHUMATOIDE actobacillus salivarius, et du genre Clostridium

DIABETE DE TYPE 1

SCLEROSE EN
PLAQUE

e Diminution du genre Haemophilus

o Diminution des bactéries productrices de lactate et de butyrate
o Augmentation des Bacteroidetes

e Augmentation de certains genres de Bacteroidetes (e.g. Pedobacter et
Flavobacterium), de Firmicutes (e.g. Blautia et Dorea), de Proteobacteria (e.g.
Pseudomonas et Mycoplana), de Euryarchaeota (e.g. Methanobrevibacter) et des
Verrucomicrobia (Akkermansia)

e Diminution de certains genres de Bacteroidetes (e.g. Butyricimonas) et
d’Actinobacteria (e.g. Prevotella)

DESORDRES METABOLIQUES

OBESITE

DIABETE DE TYPE 2

MALADIES
CARDIOVASCULAIRES

AUTRES

AUTISME

CANCER
COLORECTAL

CIRRHOSE DU FOIE

o Diminution de la diversité en especes
e Augmentation du ratio Firmicutes/Bacteroidetes

e Augmentation ou diminution du ratio Firmicutes/Bacteroidetes

o Diminution des especes productrices de butyrate

e Augmentation de pathogénes opportunistes (e.g. Clostridium ramosum,
Eggerthella lenta et Escherichia coli), de Prevotella copri et Bacteroides vulgatus

o Athérosclérose : Augmentation des genres Lactobacillus et Collinsella et
diminution des genres Roseburia et Eubacterium

e Hypertension : Augmentation du ratio Firmicutes/Bacteroidetes

o Attaque cardiaque : Augmentation d’Escherichia coli, Klebsiella pneumonia,
Streptococcus viridans

e Augmentation du genre Sutterella et de Ruminococcus torques
e Diminution du genre Prevotella

o Surexpression de pathobiontes dont Fusobacterium nucleatum, Streptococcus
galolyticus et bovis, Enterococcus faecalis, Bacteroides fragilis, Escherichia coli,
Helicobacter pylori, Clostridium septicum, Alistipes, Akkermansia,
Peptostreptococcus, Campylobacter

e Diminution des genres Faecalibacterium, Roseburia, Bifidobacterium

o Augmentation des genres Veillonella, Megasphaera, Dialister, Atopobium,
Fusobacterium et Prevotella
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susceptibles (Abegunde et al., 2016). La plupart des facteurs de risques génétiques identifiés
sont impliqués dans les mécanismes du SI inné contre 1’invasion par les pathogenes tels que
les geénes codant pour les PRRs (e.g. NOD2, TLR4, CARDS, CARD9Y, ou NLRP3) ainsi que
des génes de 1’autophagie (e.g. ATG16L1, IRGM et LRRK?2) (Biedermann and Rogler, 2015).
La présence d’une dysbiose du microbiote intestinal a largement été démontrée chez des
patients atteints de MICI, s’accompagnant généralement d’une réduction de la diversité
bactérienne (Gong et al., 2016; Ott et al., 2004; Pascal et al., 2017). D’une maniere générale,
une réduction de 1’abondance des phyla Firmicutes et Bacteroidetes, associée a une
augmentation des Proteobacteria et des Actinobacteria, est retrouvée chez les personnes
atteintes de MICI (Frank et al., 2007; Walujkar et al., 2014; Willing et al., 2010). Cependant
des différences sont également observées, avec notamment une forte diminution de
I’abondance des bactéries productrices de butyrate Faecalibacterium prausnitzii et Roseburia
hominis retrouvée uniquement chez les individus présentant une MC (Frank et al., 2011;
Machiels et al., 2014; Morgan et al., 2012; Sokol et al., 2006). D’autres taxa bactériens
producteurs d’AGCC avec des propriétés anti-inflammatoires ont également une abondance
réduite chez les personnes atteintes de MICI tels que Akkermansia muciniphila (Png et al.,
2010) ou encore des bactéries lactiques du genre Bifidobacterium (Joossens et al., 2011; Orel
and Trop, 2014). Enfin, des travaux ont souligné le role des E. coli adhérentes et invasives
(AIEC) dans I’étiologie de la MC. Divers facteurs de virulence des AIEC, tels que la survie et
la réplication intracellulaire, la survie dans les macrophages, ainsi que la production de
cytokines pro-inflammatoires font des AIEC des pathogénes probables capables d’induire et
de maintenir une inflammation intestinale (Darfeuille-Michaud, 2002; Galtier et al., 2017).
L’ensemble de ces éléments souligne donc I’'importance du role du microbiote intestinal dans
les MICI et soutient I’hypothése qu’une perte de 1’équilibre entre bactéries bénéfiques et

défavorables contribue au développement et/ou au maintien de ces pathologies.

Le syndrome de I’intestin irritable (SII) est un trouble digestif chronique, caractérisé
par des douleurs abdominales, des ballonnements et des troubles du transit (avec diarrhée ou
constipation prédominante voire une alternance des deux) (Jin et al., 2016; Khanna and Tosh,
2014) et il est estimé que 5,8 a 17,5% de la population générale serait atteinte par ce
syndrome (Sperber et al., 2017). Le SII présente un tableau clinique hétérogéne dont les
différents symptomes sont décrits et classifiés par les criteres de Rome IV (Lacy et al., 2016).
Des travaux récents ont montré que la susceptibilité génétique (Gazouli et al., 2016), les

intolérances alimentaires (Gibson et al., 2015) ainsi que les polluants environnementaux
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(Marynowski et al., 2015) sont étroitement associés au SII. Les données actuelles indiquent
que la diversité, la stabilité et les activités métaboliques du microbiote intestinal seraient
altérées chez la majorité des personnes souffrant de SII (Carroll et al., 2012; Durban et al.,
2013; Rajili¢-Stojanovic et al., 2015). Cependant, aucune signature spécifique du microbiote
intestinal n’a pu étre mise en évidence. Il apparait toutefois qu’une augmentation du ratio
Firmicutes/Bacteroidetes ainsi qu’une diminution de la diversité microbienne caractériseraient
le mieux les perturbations du microbiote dans le SII (Jeffery et al., 2012b). Une autre
caractéristique commune retrouvée chez les individus atteints de SII est I’augmentation de la
production colique d’AGCC, qui serait corrélée avec les variations observées dans la sévérité
des symptomes (Tana et al., 2010). Farup et collaborateurs proposent notamment d’utiliser les
AGCC fécaux (plus particulicrement 1’acide butyrique et propionique) comme marqueurs du

SII (Farup et al., 2016).

Le cancer colorectal (CCR) est le troisieme cancer le plus fréquemment diagnostiqué
avec plus des 2/3 des cas répertoriés dans les pays développés. 1l est également la quatriéme
cause de déces par cancer dans le monde (Arnold et al., 2017). Le développement d’un CCR
est un processus qui se déroule en plusieurs étapes avec notamment la formation d’adénomes,
laquelle s’accompagne d’une modification du microbiote intestinal avec une augmentation du
phylum des Proteobacteria et Fusobacteria et une diminution des Bacteroidetes (Dejea et al.,
2014; Flemer et al., 2016; Shen et al., 2010). Contrairement aux MICI, une augmentation de
la diversité du microbiote fécal a été observée chez des patients atteints de CCR et de polypes
coliques (Sanapareddy et al., 2012; Scanlan et al., 2008). Leur microbiote intestinal est
¢galement enrichi en taxa pro-inflammatoires tels que Fusobacterium et Campylobacter, et
subit une réduction des taxa anti-inflammatoires comme Faecalibacterium, Roseburia ou
encore Bifidobacterium (Nistal et al., 2015). Le microbiote intestinal favoriserait la survenue
et/ou la progression du CCR (i) en induisant un état inflammatoire chronique et/ou (ii) en
synthétisant des métabolites toxiques interférant avec la régulation du cycle cellulaire ou
provoquant des dommages directs a I’ADN (Candela et al., 2014; Schwabe and Jobin, 2013).
Notamment Fusobacterium nucleatum posséde une adhésine lui permettant d’adhérer et
d’envahir les cellules intestinales humaines, d’¢liciter une réponse inflammatoire et de
stimuler la prolifération cellulaire (Rubinstein et al., 2013). E. coli peut, elle, induire des
dommages a I’ADN dans les cellules de 1’héte via la production de la toxine colibactine, un

métabolite secondaire génotoxique (Cuevas-Ramos et al., 2010).
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3.2. Pathologies extra-digestives

L’impact du microbiote intestinal sur 1’organisme de I’héte ne se limite pas a
I’environnement digestif. Les composants microbiens ainsi que les métabolites que le
microbiote produit sont des molécules médiatrices capables de traverser la barriére intestinale
et d’atteindre la circulation générale. Ces molécules, impliquées dans de nombreuses cascades
de signalisation, permettent alors au microbiote de communiquer avec les organes et les tissus
périphériques de I’hote. De nombreux travaux ont ainsi montré qu’une altération de ce
dialogue microbiote-hdte (dysbiose, perturbation du métabolisme microbien) peut étre
associée a divers dysfonctionnements immunitaires, métaboliques et psychologiques chez

I’Homme (Tableau 4) (Schroeder and Backhed, 2016).

3.2.1. Dysfonctionnements immunitaires

Le microbiote intestinal est en dialogue permanent avec le SI de I’hote afin de
maintenir une protection contre les agressions exogenes. Lorsque cette interaction vient a étre
altérée, des pathologies inflammatoires et/ou auto-immunes peuvent survenir au niveau
systémique. Les maladies auto-immunes représentent un état pathophysiologique ou les
réponses immunitaires sont anormalement dirigées contre les propres cellules de 1’organisme.
Le microbiote intestinal a été associé a diverses maladies auto-immunes, comme la
polyarthrite rhumatoide (Wu et al., 2016), la sclérose en plaque (Berer et al., 2011; Colpitts et
al., 2017; Jangi et al., 2016; Lee et al., 2011), le lupus érythémateux (Mu et al., 2015) ou
encore le diabéte de type 1 (Gianchecchi and Fierabracci, 2017; Kostic et al., 2015; Mathis
and Benoist, 2012; Wen et al., 2008) (Tableau 4). Son role a été¢ confirmé par des études en
modele murin ou il a été montré que des souris axéniques ne développaient pas ce type de
pathologies (Carding et al., 2015; Clemente et al., 2012; Lee and Mazmanian, 2010). Il a
également été montré qu’une altération du microbiote intestinal est associée au
développement de I’asthme et des allergies via une perturbation de la tolérance immunitaire.
Les corps exogenes, normalement tolérés par 1’organisme, vont alors déclencher une réponse
immunitaire disproportionnée (Ferreira et al., 2014; Noverr and Huffnagle, 2005).
Notamment, des réactions allergiques exacerbées ont été observées chez des souris axéniques
ou chez des souris recevant une antibiothérapie (Chung et al., 2012; Hill et al., 2012; Stefka et

al., 2014). Ces réactions seraient liées a une différenciation des LTh anormale (balance
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LTh2/LTh1) ainsi qu’a une non maturation des LTreg, montrant I’importance de I’interaction
du microbiote intestinal avec le SI. Ces résultats supportent I’observation qu’une exposition
microbienne chez ’enfant est cruciale pour le bon développement de I'immunité et est
associée a une diminution de I’apparition d’événements allergiques (Kamada et al., 2013;

Russell and Finlay, 2012).

3.2.2. Les maladies métaboliques

De par son role primordial dans le métabolisme de 1’hote, le microbiote intestinal est
¢galement impliqué dans les troubles métaboliques tels que I’obésité ou le diabete de type 2
(Tableau 4). Dans le cadre de 1’obésité, des études conduites en modele murin ont ainsi
permis de montrer que contrairement aux animaux conventionnels, les souris axéniques ne
développent pas d’obésité lorsqu’elles consomment une alimentation riche en sucres et en
graisses (Bickhed et al., 2007). Par ailleurs, il a aussi ét¢ démontré que le phénotype d’obésité
est transmissible par transplantation fécale d’une souris obése (déficience du gene codant la
leptine) a une souris maigre sans modification de 1’alimentation (Turnbaugh et al., 2006). De
maniére générale, le phénotype d’obésité est associé a une augmentation de I’abondance des
Firmicutes et une diminution de celle des Bacteroidetes. Cette modification est liée a une
augmentation de la capacité du microbiote a extraire de 1’énergie a partir des aliments ainsi
qu’a I’établissement d’une inflammation a bas bruit (Ley et al., 2005; Turnbaugh et al., 2006,
2009a). De récents travaux ont notamment proposé que le microbiote pourrait influencer le
métabolisme énergétique de I’hote via le métabolisme microbien des acides biliaires (Parséus
et al., 2017; Trabelsi et al., 2015). Le diabete de type 2, dont I’obésité est un facteur de risque
avéré, est également associ¢ a une altération de la composition du microbiote intestinal
caractérisé par une réduction de la diversité. Ce dernier serait impliqué dans le développement
de la résistance a I’insuline et dans I’instauration d’un état inflammatoire (Bekkering et al.,
2013). Récemment, Pedersen et al. ont mis en évidence, chez des individus présentant une
résistance a I’insuline, un métabolome sérique enrichi en acides aminés branchés. Ils ont
¢galement identifi¢ les especes bactériennes Prevotella copri et Bacteroides vulgatus comme
¢tant les especes principalement impliquées dans 1’association entre les acides aminés

branchés et les mécanismes de résistance a 1’insuline (Pedersen et al., 2016).
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3.2.3. Les pathologies cardio-vasculaires

Le microbiote intestinal est aussi impliqué dans le développement de maladies
cardiovasculaires de par son rdle dans le métabolisme de la choline (Tableau 4) (Lau et al.,
2017; Tang et al., 2017). Cette derniere est un nutriment essentiel apporté par I’alimentation
en particulier par les ceufs et la viande rouge. La choline est métabolisée principalement par le
foie mais le microbiote intestinal catalyse aussi sa conversion en triméthylamine (TMA)
(Rath et al., 2017; Romano et al., 2015). La TMA est ensuite métabolisée en triméthylamine-
N-oxyde (TMAOQO) au niveau hépatique. Cette molécule posséde des propriétés déléteres qui
favorisent le développement de 1’athérosclérose, établissant ainsi le lien entre microbiote
intestinal et maladies cardio-vasculaires (Wang et al., 2011; Zhu et al., 2016). De fagon
intéressante, des travaux ont mis en évidence les capacités métaboliques des archées pour
contrecarrer le développement de cette pathologie. En effet, certaines archées, plus
précisément le taxon des Methanomassiliicoccales, sont capables d’utiliser la TMA comme
substrat, détournant la production de TMAO dans le foie et limitant ainsi le risque
d’athérosclérose (Borrel et al., 2017; Brugere et al., 2014). Parallélement au métabolisme
microbien de la choline, une dysbiose du microbiote fécal de patients atteints de plaques
d’athérome instables a été observée, avec une augmentation du genre Collinsella et une
diminution des genres Roseburia et Eubacterium (Karlsson et al., 2012). Enfin, de récents
travaux ont montré une association entre le microbiote intestinal et I’hypertension en modele
animal, bien que les mécanismes mis en jeu ne soient pas encore clairement établis (Adnan et
al., 2017; Mell et al., 2015; Yang et al., 2015). Une dysbiose a été observée chez des rats
souffrant d’hypertension avec une réduction de la richesse et de la diversité microbienne ainsi
qu’une augmentation du ratio Firmicutes/Bacteroidetes (Yang et al., 2015). Enfin, I'utilisation
de souches probiotiques (Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Enterococcus,
Saccharomyces), seules ou co-administrées sur le long terme, réduit 1’hypertension,
principalement lorsque cette derni¢re présente une valeur de référence élevée (Gomez-

Guzman et al., 2015; Khalesi et al., 2014).

3.2.4. Les troubles neurologiques et/ou comportementaux

De nombreux liens entre microbiote intestinal et systeme nerveux central (SNC) ont

pu étre établis, a la fois au niveau de la morphologie et de la physiologie du cerveau mais
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¢galement sur le développement de troubles neurologiques et/ou comportementaux comme

I’autisme ou encore la maladie d’Alzheimer (Tableau 4) (Heijtz et al., 2011; Sudo et al.,

2004).

La recherche, basée sur I’étude d’animaux axéniques, a permis de révéler le role du
microbiote intestinal (i) dans D’intégrité structurale de certaines régions du cerveau comme
I’amygdale et I’hippocampe (Luczynski et al., 2016), (ii) dans les mécanismes de neurogénese
et de myélinisation (Hoban et al., 2016; Ogbonnaya et al., 2015), ainsi que (ii1) dans la
modulation de la barriere hémato-encéphalique (Braniste et al., 2014). Ces perturbations ont
pu étre le plus souvent restaurées apres supplémentation, soit par des probiotiques (Hornig,
2013) soit par des produits issus du métabolisme microbiens comme les AGCC (Heijtz et al.,
2011; Sudo et al., 2004). De nombreux troubles neurologiques et/ou comportementaux ont été
récemment associés a une dysbiose du microbiote intestinal. C’est le cas notamment chez des
souris et des patients atteints de stress ou de symptomes dépressifs (Dinan and Cryan, 2013;
Naseribafrouei et al., 2014; Park et al., 2013). La dépression chronique chez I’Homme a
notamment ¢té associée a une augmentation du niveau d’IgM et d’IgA sanguins dirigés contre
des lipopolysaccharides d’entérobactéries (Maes et al., 2012). Cependant, il est a noter que les
troubles comportementaux sont associé¢s a de nombreux changements dans I’alimentation et

I’activité physique qui peuvent influencer la composition du microbiote.

Des travaux ont mis en évidence une altération de la composition du microbiote chez
des enfants autistes (Adams et al., 2011; De Angelis et al., 2015; Finegold et al., 2010; Wang
et al., 2014). L autisme est un trouble du développement touchant le cerveau mais, les enfants
souffrant de cette pathologie présentent fréquemment des troubles gastro-intestinaux. Le 4-
¢thylphénylsulfate est un composé microbien produit au niveau intestinal qui a été retrouvé
comme enrichi en modéle animal mimant I’autisme et qui a été identifié comme impliqué
dans la modulation du comportement (Hsiao et al., 2013). Enfin, ’implication du microbiote
intestinal a également ¢ét¢ mise en cause dans le développement d’autres pathologies
neurologiques comme la sclérose en plaques (Colpitts et al., 2017; Jangi et al., 2016), la
maladie de Parkinson (Mukherjee et al., 2016; Sampson et al., 2016) ou encore la maladie

d’Alzheimer (Bonfili et al., 2017; Jiang et al., 2017a).

En conclusion, le microbiote intestinal est un facteur déterminant dans de nombreuses
pathologies humaines. Celles-ci touchent I’ensemble de 1’organisme, du tractus digestif

jusqu’au SNC. La grande majorit¢ de ces troubles présente un caractére inflammatoire
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associant une perturbation du microbiote intestinal a un déreglement du SI. D’autres
pathologies, comme les maladies cardio-vasculaires ou I’obésité, mettent en cause un
dysfonctionnement du réle métabolique des bactéries intestinales. Certaines pathologies non
citées précédemment ont également été associées au microbiote intestinal notamment le
syndrome métabolique, la dermatite atopique, la stéatose hépatique non alcoolique ou encore

les cancers du foie et du sein.

3.3. Interaction polluant-microbiote et pathologies humaines

Ces dernicres années, une attention particulicre a été portée aux POPs puisqu’ils sont
un des nombreux facteurs responsables de la hausse de I’obésité, du diabete, de certaines
maladies auto-immunes et troubles neurologiques dans le monde (Jin et al., 2014; Neel and
Sargis, 2011). Etant donné que l'exposition aux POPs et aux produits chimiques d'origine
alimentaire se produit principalement via 1'alimentation, le TGI et le microbiote intestinal sont
perpétuellement exposés a ces composes. Ainsi, de précédents travaux ont montré que les
interactions xénobiotiques-microbiote peuvent conduire a des modifications de la composition
et des fonctions du microbiote intestinal. Ces changements ont pu étre associ€s, en modele
murin, a des perturbations du métabolisme énergétique, de 1’absorption des nutriments et des
fonctions du SI (Jin et al., 2017). Notamment, 1’exposition de souris a la carbendazime
(fongicide), a induit, des le cinquieme jour, une dysbiose du microbiote intestinal, avec une
augmentation de I’abondance relative des Firmicutes, Proteobacteria et Actinobacteria et une
diminution des Bacteroidetes. Les auteurs ont observé, parallelement aux modifications du
microbiote, une accumulation des lipides hépatiques et des triglycérides dans le foie et les
tissus adipeux ainsi qu’une augmentation du niveau d’interleukines (IL) sériques IL-1p et IL-
6, suggérant le développement d’un état inflammatoire chez ces souris (Jin et al., 2015). Une
autre étude a montré qu'une administration de TCDF (famille des furanes) par voie orale
pendant cinq jours a conduit & une modification profonde de la structure du microbiote
intestinal de la souris en réduisant le ratio Firmicutes/Bacteroidetes et en stimulant la
fermentation microbienne (augmentation du niveau des AGCC dans les selles et le caecum)
(Zhang et al., 2015b). Ces changements, ont été associés a un métabolisme des acides biliaires
altérés chez I’hdte via I’inhibition de la voie de signalisation du récepteur FXR. A l'inverse,
une exposition chronique a la TCDD (famille des dioxines) pendant 26 semaines, a induit

chez la souris une augmentation majeure du rapport Firmicutes/Bacteroidetes. Ces résultats
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ont été associés a des effets toxiques au niveau du foie et du SI (Lefever et al., 2016). Pour
compléter ces observations, une étude récente a observé, lors d’une exposition de huit jours a
la TCDD, l'augmentation de I’expression de 13 geénes de résistance aux antibiotiques et d’un
gene codant pour un ¢élément génétique mobile dans le microbiome murin (Stedtfeld et al.,
2017). Enfin, des expositions orales aigué¢s a un mélange de PCB (famille des dioxines-like)
ou au B[a]P (famille des HAPs) ont induit, respectivement, soit une diminution de
I’abondance relative des Proteobacteria dans le microbiote murin, soit n'a pas eu d'impact
significatif sur le microbiote intestinal humain mais a cependant induit une perturbation de
l'activité métabolique microbienne (Choi et al., 2013; Defois et al., 2017). D’autres polluants
environnementaux tels que le bisphénol (Javurek et al., 2016), le trichloroacétamide (Zhang et
al., 2015e), le trichlosan (Yee and Gilbert, 2016) ou encore certains métaux lourds (Zhang et
al., 2015c) ont également induit des perturbations du microbiote intestinal lies a de potentiels

dysfonctionnements métaboliques et immunitaires chez 1’hote.

Le microbiote intestinal peut, en retour, métaboliser les composés chimiques,
détournant ainsi leurs propriétés thérapeutiques (médicaments) ou toxiques (produits
chimiques environnementaux et alimentaires) envers I'hote (Claus et al.,, 2016;
Spanogiannopoulos et al., 2016; Tralau et al., 2014; Wilson and Nicholson, 2016). Maurice et
collaborateurs ont rapporté que six molécules thérapeutiques couramment utilisées, ont induit
I’expression de 328 geénes microbiens, dont la plupart pourraient étre associés au transport ou
a la dégradation de ces molécules (Maurice et al., 2013). Il a également été montré, chez
I’Homme et le rat, que le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT), un insecticide
organochloré, peut étre métabolisé en dichlorodiphényl-dichlorophényléthane (DDD) par le
microbiote fécal. Le DDT et le DDD étant tous deux des perturbateurs endocriniens probables
pour I’Homme, il est difficile de dire si cette biotransformation correspond a une bioactivation
ou a une détoxication (Mendel and Walton, 1966; Yim et al., 2008). Enfin, il a été¢ montré que
le microbiote intestinal humain est capable de métaboliser le B[a]P et la PhIP, en 7-
hydroxybenzo[a]pyréne et en chlorure de 7-hydroxy-5-méthyl-3-phényl-6,7,8,9-
tétrahydropyrido [3 ', 2" 4,5] imidazo [1,2-a] pyrimidin-5-ium (PhIP-M1) identifiés comme
les dérivés respectifs du B[a]P et de la PhIP (Fekry et al., 2016; Van de Wiele et al., 2005;
Vanhaecke et al., 2006).

Les polluants environnementaux, le microbiote intestinal et 1’hote interagissent
ensemble créant un réseau complexe de connexions dont il est difficile a I’heure actuelle d’en

connaitre les causes et les conséquences (Figure 22). Il apparait cependant que les polluants
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environnementaux perturbent 1’homéostasie de 1’hote ainsi que 1’équilibre du microbiote

intestinal pouvant a son tour favoriser le développement de pathologies chez I’Homme.
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Travaux expérimentaux

Présentation des résultats

Le travail expérimental réalisé au cours de cette thése a eu pour objectif de mettre en
évidence I’impact de polluants environnementaux et/ou néoformés dans les aliments sur le
microbiote intestinal humain en modéle in vitro. Au sein du laboratoire, ces travaux se situent
dans la continuité de travaux précédemment conduits au laboratoire portant sur I’impact d’une
exposition orale chronique au B[a]P, sur le microbiote intestinal murin (Ribiere et al., 2016).

L’ensemble de ces travaux sera présenté en deux parties dans ce manuscrit.

La premiére partie est consacrée a 1’étude de I’impact du benzo[a]pyreéne (B[a]P), un
hydrocarbure aromatique polycyclique, sur la structure et les fonctions du microbiote

intestinal humain.
Article n°l :

ENVIRONMENTAL POLLUTANT BENZO[A]PYRENE IMPACTS THE VOLATILE
METABOLOME AND TRANSCRIPTOME OF THE HUMAN GUT MICROBIOTA

Clémence Defois, Jérémy Ratel, Sylvain Denis, Bérénice Batut, Réjane Beugnot, Eric Peyretaillade,

Erwan Engel and Pierre Peyret

Frontiers in Microbiology, Aott 2017, 8:1562.

La seconde partie s’intéresse a I’impact de six polluants environnementaux et/ou
néoformés dans les aliments, sur les fonctions du microbiote intestinal humain ainsi que les

effets potentiels de I’interaction polluant-microbiote sur I’homéostasie du tractus digestif.
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OF THE HUMAN GUT MICROBIOTA ACTIVITY WITH POTENTIAL IMPACT ON THE GUT
HOMEOSTASIS
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1. Impact du B[a]P sur la structure et les fonctions du microbiote intestinal
humain

1.1. Introduction a la publication n°1

Le B[a]P est un composé chimique mutagéne et cancérigéne pour I’Homme
appartenant a la famille des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) (IARC, 2012a).
L’exposition aux HAPs se produit principalement par voie orale a partir de produits
alimentaires naturellement contaminés mais également par la consommation de produits
transformés par la cuisson au barbecue ou encore le fumage (Lee et al., 2016; Martorell et al.,

2012; Veyrand et al., 2013).

Les organes cibles de la toxicit¢ du B[a]P semblent dépendants de la voie
d’exposition. L’inhalation de B[a]P induirait préférentiellement des cancers du poumon
(Denissenko et al., 1996; Mumford et al., 1993; Ueng et al., 2010), alors que le tractus gastro-
intestinal (TGI) (Huderson et al., 2013; Labib et al., 2013; Sinha et al., 2005), le foie (Ba et
al., 2015; Kroese et al., 2001) et le sein (Guo et al., 2015; White et al., 2016) seront les
principaux organes cibles d’une exposition orale. Le mécanisme d’action de la toxicité du
B[a]P est 1ié a sa métabolisation par les enzymes de 1’hote en composés diol-époxydes
capables de former des adduits a I’ADN (portion d’ADN liée de fagon covalente a un
composé chimique) (Ewa and Danuta, 2016; Paules et al., 1988; Pratt et al., 2011). Une partie
de ces adduits, s’ils ne sont pas réparés, s’accompagnent de mutations génétiques dans les

tissus.

Alors que la toxicité du B[a]P sur I’héte est bien décrite, son impact sur le microbiote
intestinal de ’Homme n’a pas encore été étudié. Pourtant, le microbiote intestinal a été
associ¢ a de nombreuses pathologies digestives (Kostic et al., 2014) et extra-digestives (Chen
et al., 2008; Mu et al., 2016; Teng et al., 2016; Vatanen et al., 2016; Vijay-Kumar et al.,
2010). L’exposition du microbiote intestinal murin a d’autres polluants environnementaux
(furanes, fumée de cigarette) a montré des perturbations de la structure et des fonctions
microbiennes pouvant altérer certaines voies métaboliques de 1’hote (Allais et al., 2015;
Zhang et al., 2015b). Ainsi, la toxicité des xénobiotiques chez 1I’hote, doit également prendre

en compte 1’impact de ces molécules chimiques sur le microbiote intestinal.

L’objectif de cette premicre étude a été de déterminer, in vifro, si une exposition aigiie

de B[a]P pouvait induire une dysbiose de la structure et/ou des fonctions du microbiote
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intestinal humain. L’exposition a été réalisée a partir de deux microbiotes fécaux humains, en
culture batch (ou systéeme fermé) de 24h, a trois concentrations graduelles de B[a]P. Le
séquengage de la région V3-V4 du gene exprimant I’ARNr 16S et du transcrit, a été réalisé
afin de suivre respectivement les communautés présentes et actives dans la communauté
microbienne. L’étude des fonctions du microbiote a ¢été appréhendée par
métatranscriptomique et par volatolomique afin de suivre I’impact du B[a]P sur I’expression
des geénes et sur le profil des composés organiques volatils du microbiote, composés

effecteurs de ’activité microbienne.

1.2. Principaux résultats obtenus

Deux microbiotes fécaux humains ont été exposés au B[a]P a trois concentrations
graduelles pendant 24h en systéme fermé. Dans ces conditions expérimentales, I’exposition au
B[a]P n’a pas induit de changement significatif de la composition des microorganismes actifs
au sein de la communauté. Les analyses d’a-diversité (diversité intra échantillon) n’ont pas
montré d’effet de I’exposition au B[a]P sur la richesse et sur la diversité des communautés
bactériennes. Bien que les analyses de B-diversité (diversité inter échantillons) « weighted
Unifrac » ne montrent pas de changements significatifs dans la composition et 1’abondance
relative des taxa, certains groupes bactériens semblent potentiellement impactés suite a
I’exposition par le B[a]P. Une augmentation de 1’abondance relative des familles des
Sutterellaceae (anciennement Alcaligenaceae), Ruminococcaceae et Tissierellaceae est
observée en présence de B[a]P alors que 1’abondance des familles des Lachnospiraceae et des

Rikenellaceae diminue en présence du polluant.

Le B[a]P n’a pas induit de changement notable de la structure du microbiote fécal.
Cependant, I’expression des genes ainsi que 1’abondance de certains composés volatils ont été
altérés, révélant une déviation du métabolisme microbien en réponse a la présence du
polluant. Des composés volatils microbiens marqueurs de cette exposition, ont ainsi pu étre
identifiés avec une augmentation significative de molécules appartenant a la classe des
benzenoides, des phénols et une déplétion d’esters, de furanes et de cétones. Ces variations,
observées dans le volatolome microbien, ont notamment été reportées en réponse a des
désordres métaboliques du TGI tels que la maladie de Crohn ou encore la colite ulcérative.

L’altération des composés volatils microbiens semble ¢galement étre dose dépendante. Au
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niveau de I’expression des geénes, certaines voies métaboliques ont été observées comme
surexprimées ou réprimées dans les métatranscriptomes microbiens suite a I’exposition au
B[a]P. Une augmentation du niveau de transcrits de voies impliquées dans (i) le métabolisme
des vitamines et des cofacteurs, (ii) le métabolisme de composés pariétaux, (iii) les systemes
de réplication et de réparation de ’ADN, et dans (iv) le métabolisme de composés
aromatiques a pu ainsi étre mise en évidence. A I’inverse, le niveau de transcrits impliqués
dans le métabolisme des glucides était diminué par le polluant. Bien que le B[a]P ne semble
pas induire de dysbiose du microbiote fécal dans ces conditions expérimentales, les
modifications observées dans [’activit¢ du microbiote pourraient, en revanche, altérer

I’homéostasie du tractus digestif de 1’hote.

1.3. Article n°1 : “ Environmental Pollutant Benzo[a]Pyrene Impacts the Volatile

Metabolome and Transcriptome of the Human Gut Microbiota.
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Benzo[a]Pyrene Impacts the Volatile
Metabolome and Transcriptome of
the Human Gut Microbiota
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Eric Peyretaillade’, Erwan Engel? and Pierre Peyret'*
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Benzola]pyrene (Bla]P) is a ubiquitous, persistent, and carcinogenic pollutant that
belongs to the large family of polycyclic aromatic hydrocarbons. Population exposure
primarily occurs via contaminated food products, which introduces the pollutant to
the digestive tract. Although the metabolism of Bla]P by host cells is well known,
its impacts on the human gut microbiota, which plays a key role in health and
disease, remain unexplored. We performed an in vitro assay using 16S barcoding,
metatranscriptomics and volatile metabolomics to study the impact of B[a]P on two
distinct human fecal microbiota. B[a]P exposure did not induce a significant change
in the microbial structure; however, it altered the microbial volatolome in a dose-
dependent manner. The transcript levels related to several metabolic pathways, such
as vitamin and cofactor metabolism, cell wall compound metabolism, DNA repair and
replication systems, and aromatic compound metabolism, were upregulated, whereas
the transcript levels related to the glycolysis-gluconeogenesis pathway and bacterial
chemotaxis toward simple carbohydrates were downregulated. These primary findings
show that food pollutants, such as Bla]P, alter human gut microbiota activity. The
observed shift in the volatolome demonstrates that Bla]P induces a specific deviation in
the microbial metabolism.

Keywords: human gut microbiota, polycyclic aromatic hydrocarbons, 16S amplicon sequencing, volatolomics,
metatranscriptomics

INTRODUCTION

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are of great concern as environmental and foodborne
pollutants. These persistent organic pollutants are known to remain in environmental
compartments (air, water, soil, and food) and bioaccumulate in organisms (Douben, 2003).
Benzo[a]pyrene (B[a]P) is the most well-characterized and toxic member of the PAH compound
family. Because of its mutagenic and carcinogenic effects in animal models (Baird et al., 2005;

Abbreviations: AhR, aryl hydrocarbon receptor; B[a]P, benzo[a]pyrene; ECSIM, environmental control system for intestinal
microbiota; FM, fecal microbiota; GIT, gastrointestinal tract; IARC, International Agency for Research on Cancer; IBD,
inflammatory bowel disease; PAH, polycyclic aromatic hydrocarbon; PCoA, principal coordinate analysis; TCDE, 2,3,7,8-
tetrachloro dibenzofuran; VOC, volatile organic compound.

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org 1 August 2017 | Volume 8 | Article 1562






Defois et al.

Bla]P Impacts Gut Microbiota Functions

Huderson et al., 2013) and the genotoxic effects observed in
humans exposed to B[a]P-containing mixtures (White et al,
2016), B[a]P has been categorized as a human group 1
carcinogen by the IARC (IARC, 2012). Human exposure to
PAHs mainly occurs via oral uptake from naturally contaminated
food products (Martorell et al., 2012; Veyrand et al, 2013)
and the consumption of charcoal-grilled, roasted or smoked
food (Lee et al., 2016). However, a recent Chinese cohort study
determined that the contribution of high-PAH containing
foods, such as barbecued, smoked or deep-fried meats, was
approximately 13% of the overall daily dietary intake because
of the low associated consumption rates (Duan et al., 2016).
Exposure to PAHs occurs to a lesser extent via the inhalation of
polluted air particles from cigarette smoke, engine exhaust and
domestic heating. Animal model experiments along with in vitro
cellular studies and clinical studies have shown that the toxicity
of B[a]P and B[a]P-containing mixtures targets different organs
in the body and has the potential to develop adenomas. The
location of tumors appears to be related to the route of exposure.
Inhalation of B[a]P preferentially induces lung cancer (Mumford
et al., 1993; Denissenko et al., 1996; Ueng et al., 2010), and oral
administration preferentially induces tumors and cancers in the
GIT (Sinha et al., 2005; Huderson et al., 2013; Labib et al., 2013),
liver (Kroese et al., 2001; Ba et al., 2015) and breast (Guo et al.,
2015; White et al., 2016). However, because of the difficulty of
assigning a particular toxic effect to a particular route of exposure,
most clinical studies are focused on environmental B[a]P
exposure, including air and oral intake (Su et al., 2014; Tian et al.,
2016). Furthermore, the inhalation of polluted air particles also
leads to B[a]P transport to the GIT via the mucociliary clearance
mechanism (Moller et al., 2004; Mutlu et al., 2011). Once in
the GIT, B[a]P enters the entero-hepatic circulatory system and
is metabolized by cytochrome P450-dependent monooxygenases
present in intestinal enterocytes and liver hepatocytes, thus
leading to the formation of diol-epoxide compounds. These toxic
molecules subsequently form B[a]P-DNA adducts (DNA binding
products) that have been previously characterized as necessary for
B[a]P-initiated carcinogenesis (van Herwaarden et al., 2009).
Although the human enzyme metabolism of B[a]P and its
impacts on human health have been well described, studies
have not been performed to determine the possible impact
of B[a]P on microorganisms living in the human GIT. This
microbial community, known as the human gut microbiota, is
considered a near-organ and plays major roles in human health.
Several pathologies are associated with characteristic shifts in the
structure of the gut microbiota (also called dysbiosis), such as IBD
(Kostic et al., 2014) and extra-digestive disorders, which include
metabolic syndromes (e.g., obesity, diabetes, etc.), autoimmune
disorders and neurological disturbances (Vijay-Kumar et al,
2010; Chen et al,, 2014; Mu et al,, 2016; Teng et al., 2016;
Vatanen et al.,, 2016). Gut microbiota dysbiosis can also lead
to the emergence of intestinal pathogens naturally present in
the GIT such as Clostridium difficile (Antharam et al., 2013).
Exposure of the murine gut microbiota to xenobiotics leads to
perturbations in microbial structures and functions (Zhang L.
et al,, 2015). Zhang L. et al. (2015) showed that dietary TCDF
altered mice gut microbiota by reducing the ratio of Firmicutes

to Bacteroidetes. Furthermore, AhR signaling activation induces
dietary TCDF to alter many host metabolic pathways involved in
hepatic lipogenesis, gluconeogenesis and glycogenolysis, bacterial
fermentation, and amino acid and nucleic acid metabolism. Allais
et al. (2015) exposed mice to cigarette smoke for 24 weeks
and observed alterations in the bacterial community structure.
Furthermore, the level of 16S rRNA expression (and therefore the
activity) of Lachnospiraceae sp. strongly increased in the colon.
Besides metagenomics and metatranscriptomics, volatolomics
has proven to be a promising omic approach to diagnose
metabolism changes in response to physiological stresses induced
by pathology (Hakim et al, 2012) or xenobiotic exposure
(Berge et al,, 2011). Regarding gastrointestinal or inflammatory
disorders, Ahmed et al. (2013, 2016) reported that changes in
fecal VOC pattern may result from changes in the microbiota
and/or pathologies in the GIT.

Although studies have not focused on the impact of B[a]P
on the human gut microbiota, B[a]P metabolization has been
demonstrated by this microbial consortium. van de Wiele et al.
(2005) showed, in vitro, that the human gut microbiota can
biotransform B[a]P into estrogenic metabolites, and they also
identified 7-hydroxybenzo[a]pyrene as a B[a]P derivative.

To highlight the underlying mechanisms and associated
consequences of the interaction between B[a]P and gut
microbiota, we performed 16S barcoding, metatranscriptomic
and volatolomic analysis to determine the impact of B[a]P on two
distinct human fecal microbiota.

MATERIALS AND METHODS

Experimental Design
B[a]P (=96% HPLC, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France) was incubated in batches with three replicates along
with two different FM suspensions sampled from the continuous
fermentor ECSIM (Feria-Gervasio et al., 2014). The FM
suspensions contained in vitro cultured FM, which were
collected from two human volunteer donors: fecal microbiota-1
(FM-1) and fecal microbiota-2 (FM-2) (This study was a
non-interventional study with no additions to usual clinical
care. According to the French Health Public Law (CSP Art L
1121-1.1), such a protocol does not require approval of an ethics
committee). B[a]P is a highly hydrophobic organic compound;
thus, to avoid solubility issues in next incubation step, B[a]P was
dissolved in sunflower seed oil (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France) as described in a wide range of animal studies
(Verhofstad et al., 2010; Hodek et al., 2013). The B[a]P and all
contaminated effluents and materials were handled in an advised
and safe manner with all necessary precautions.

Both FM-1 and FM-2 were incubated (i) with B[a]P (dissolved
in sunflower seed oil) at three serial concentrations of 0.005, 0.05,
and 0.5 mg/mL, (ii) with sunflower seed oil (vehicle) and (iii)
without B[a]P or sunflower seed oil (control). The incubation
step was performed in amber flasks (to avoid photocatalytic
effects) under shaking at 37°C for 24 h. As the incubation step
is processed in a batch fermentor, the incubation time cannot go
beyond 24 h because of medium nutrient depletion, acidification
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and cell accumulation. The incubation volume (30 mL) was
composed of one-fourth FM (sampled from the continuous
fermentor) and three-fourths colon medium (see Supplementary
Table S1).

At the beginning (T0) and the end (T24) of the incubation
step, samples dedicated to DNA extraction were stored at —20°C
and those for RNA extraction were immediately centrifuged at
900 x g for 8 min. The pellets were then resuspended in five
volumes of RNAlater® (Fisher Scientific, Illkirch, France) and
maintained at —80°C until extraction. The remaining incubation
medium was maintained at —80°C for the VOCs analysis.

Nucleic Acid Extraction

Genomic DNA (gDNA) extractions were performed using a
QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France)
with the following modifications: the samples were centrifuged
for 7 min at 900 x g and 4°C and pellets were resuspended
with ASL buffer according to the manufacturer’s instructions.
The final elution volume was 120 pL instead of 200 pL.
The quantity and quality of the gDNA were assessed using a
NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific) and by
gDNA electrophoresis on a 0.8% agarose gel.

Total RNA extractions were performed using the RNeasy
Plus Mini Kit (Qiagen) with the following modifications: the
samples were centrifuged for 8 min at 6000 x g to promote flow
through the RNAlater® before initiating the cell lysis step. The
remaining DNA was removed using a TURBO DNA-free™ kit
(Fisher Scientific). The quantity and quality of the treated RNA
were assessed using a NanoDrop 2000 spectrophotometer and
an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Courtaboeuf,
France). Finally, the treated RNA was either stored at —80°C until
the RNA-Seq analysis or underwent reverse transcription using a
SuperScript® III First-Strand Synthesis System (Fisher Scientific)
to generate 16S rRNA-based amplicons for the barcoding
analysis.

16S rDNA/rRNA Amplicon Sequencing

and Analysis

Library construction and paired-end sequencing (2 x 300 bp)
were conducted at UMR1289 TANDEM (Toulouse, France)
on an Illumina MiSeq platform. The V3-V4 region of the
16S rRNA genes was amplified using the “universal” bacterial
primers 343F (ACGGRAGGCAGCAG) (Liu et al, 2007) and
784R (TACCAGGGTATCTAATCCT) (Andersson et al., 2008),
and the library construction was assessed using the TruSeq
DNA library preparation protocol (Illumina). 16S rDNA/rRNA
amplicon sequencing was performed on both gDNA (referred
to as 16S rDNA amplicon sequencing) and reverse-transcribed
RNA (referred to as 16S rRNA amplicon sequencing). gDNA was
used to investigate the presence of bacteria that are dead or alive
within the sample, and cDNA from rRNA was used to investigate
bacteria that are alive and active within the sample.

Paired-end reads were joined with fastq-join from the ea-utils
software package (Aronesty, 2013), and the resulting sequences
were analyzed using the software package Quantitative Insights
Into Microbial Ecology (QIIME v. 1.8.0) (Caporaso et al., 2010).

After de-multiplexing, the sequences were assessed for quality
with PRINSEQ (Schmieder and Edwards, 2011), and chimeras
were removed using USEARCH 6.1 (Edgar, 2010). Operational
taxonomic units (OTUs) were generated with a 97% similarity
threshold and taxonomically assigned using the Greengenes
database (DeSantis et al., 2006) with UCLUST (Edgar, 2010).

The samples were randomly normalized to the same
sequencing depth (16,595 and 10,716 sequences for the FM-1
samples (for the rDNA and rRNA amplicons, respectively),
30,495 and 24,538 sequences for the FM-2 samples (for the
rDNA and rRNA amplicons, respectively). The alpha- (Chaol,
Shannon index) and beta-diversity (PCoA on a weighted
Unifrac distance matrix) analyses were performed using QIIME.
Statistical analyses of the microbial relative abundances were
conducted using the Mann-Whitney U-test with GraphPad Prism
5 software (San Diego, CA, United States), and the statistical
significance was set at p < 0.05.

Microbial Volatolome Analysis

The volatile compounds in the samples were analyzed via
solid-phase microextraction (SPME) coupled with gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) as previously
described (Bouhlel et al., 2017). Briefly, an automated sampler
(MPS2, Gerstel) was used to conduct the following successive
steps: (i) the sample was preheated in the agitator (500 rpm) for
10 min at 40°C, (ii) the volatile compounds were trapped by
SPME (75 pm carboxen-polydimethylsiloxane, 23 gauge needle,
Supelco) for 30 min at 40°C, and (iii) thermal desorption was
performed at 280°C for 2 min in splitless mode in the GC inlet.
A volatile compounds analysis was performed by GC-full scan
MS (GC6890, MS5973N, Agilent). The volatile compounds were
separated on a RTX-5MS column (60 m x 0.32 mm x 1 pm,
Restek) according to previously established settings (Bouhlel
etal., 2017). The volatiles were tentatively identified according to
a comparison between their mass spectra and the NIST 14 mass
spectral library and between published retention indices (RI)
values and the RI values of an internal databank. The peak area
of the tentatively identified compounds was determined for each
of the targeted molecules using a mass fragment selected for its
specificity and freedom from co-elution.

The data were processed using the Statistica Software (v.10)
(StatSoft, Maisons-Alfort, France) and the R software (v.2.1.4).
ANOVAs (p < 0.05) with a Dunnett’s post hoc test were conducted
on the data and principal component analyses (PCA) were
performed on the discriminant volatile compounds selected to
visualize the structure of the data.

RNA Sequencing (RNA-Seq) and Analysis
Pooled total RNA (from the three biological replicates) was
depleted in the 16S and 23S rRNA using a solution hybridization
method (adapted from Ribo-Zero™ rRNA Removal kit). Library
construction (following the TruSeq Stranded mRNA Sample
Preparation, Illumina) and paired-end sequencing (MiSeq,
2 x 300 bp) were performed at Fasteris (Plan-les-Ouates,
Switzerland).

The paired-end sequences were assessed for quality with
PRINSEQ (Schmieder and Edwards, 2011) and joined with
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fastq-join from the ea-utils software package (Aronesty, 2013),
and the rRNA sequences were removed from the data set
using SortMeRNA (v. 2.0) software (Kopylova et al., 2012).
The rRNA depleted-data set was then submitted to a BLASTX
analysis with Diamond (Buchfink et al., 2014) against the NCBI
non-redundant protein database (nr). Hits with an e-value
smaller than 1 x 107° were investigated with the MEGAN
software (v5), (Huson et al, 2007) to perform functional
assignation using the KEGG classification. The MEGAN software
supports, since version4 (Huson et al., 2011) metagenomic and
metatranscriptomic data sets and has been used in studies of
microbial ecology (Yu and Zhang, 2012). Finally, the reads
per kilobase per million mapped reads (RPKM) abundances of
the KEGG functional pathways were obtained using the HMP
Unified Metabolic Analysis Network2 (HUMAnN2) software
(v0.5) (Abubucker et al., 2012).

RESULTS

No Significant Changes in the Structure

of Human Fecal Microbiota Following
B[a]P Exposure

Two human FM were exposed to three B[a]P concentrations
(0.005, 0.05, and 0.5 mg/mL) for 24 h, and their structures
were assessed via 16S rDNA/rRNA-based amplicon sequencing.
Treatments without B[a]P but with sunflower seed oil (vehicle)
or without oil (control) were also conducted to differentiate
the impact of B[a]P on the microbial communities. At T24
for each condition (the three B[a]P concentrations, vehicle and
control), the results are provided as the mean relative abundances
of the three technical replicates. Because all of the conditions
started from the same FM suspension, the results at TO are
considered the mean relative abundances of the fifteen technical
replicates.

At T0, the number of mean observed OTUs for FM-1 and
FM-2 was 250 and 292 for 16S rDNA analysis, respectively,
and 151 and 324 for the 16S rRNA analysis, respectively (see
Supplementary Table S2). The initial microbial structure (based
on the 16S rDNA amplicons) (Figure 1) showed that the
FM-1 and FM-2 compositions were clearly distinct. Although
Bacteroidetes and Firmicutes were the two most represented
phyla found in both structures (82.6 and 12.2% for FM-1
and 69 and 27.1% for FM-2, respectively) (Figures 1A,B),
the dominant family compositions differed (Figures 1C,D).
Indeed, the Bacteroidaceae and Prevotellaceae families strongly
dominated the FM-1 structure and showed 50.7 and 26%
relative abundances, respectively, whereas Bacteroidaceae
(48.1%), Rikenellaceae (12.2%), Porphyromonadaceae
(8.8%), Lachnospiraceae (8.4%), Tissierellaceae (7.9%), and
Ruminococcaceae (7%) were the most represented families in
the FM-2 structure. The most represented OTUs were assigned
to Bacteroides uniformis (34.1% of sequences) and Bacteroides
sp. (33.8% of sequences) for FM-1 and FM-2, respectively.
The 16S rRNA-based amplicon analysis (see Supplementary
Figure S1) presented differences in the composition of the active

microbiota, even at the phylum level (see Supplementary Figures
S1A,B). Although the phylum Bacteroidetes is represented in
both structures with the same relative abundance (60-65%),
the microbial activity in FM-1 and FM-2 was dominated by the
phyla Fusobacteria (28%) and Firmicutes (26.9%), respectively.
The differences increased at the family level (see Supplementary
Figures S1C,D), with three dominant active families for
FM-1 [Prevotellaceae (29.8%), Fusobacteriaceae (28%), and
Bacteroidaceae (25.5%)] and four for FM-2 [Bacteroidaceae
(31.5%), Ruminococcaceae (21.8%), Rikenellaceae (17.8%),
and Porphyromonadaceae (15.4%)]. The most represented
OTUs were assigned to Prevotella copri (28% of sequences)
and Bacteroides sp. (20.4% of sequences) for FM-1 and FM-2,
respectively.

At T24 and depending on the experimental conditions, the
number of observed OTUs for FM-1 ranged from 341 to 373
for the 16S rDNA analysis and from 147 to 190 for the 16S
rRNA analysis. For FM-2, the number of observed OTUs ranged
from 242 to 309 for the 16S rDNA analysis and from 264 to 310
for the 16S rRNA analysis (see Supplementary Table S2). In the
batch cultures, dead cells were not removed from the medium;
therefore, after 24 h of fermentation, the DNA extracted from
the medium could not be used to determine the structure of the
microbial community, and only the 16S rRNA sequences were
used to analyze and compare the FM structures.

For both FM, significant differences were not observed in the
alpha-diversity among the vehicle, control and B[a]P exposed
samples. The diversity (Shannon’s index) and richness (chaol,
observed_otus) values were equivalent for each condition tested
(see Supplementary Table S2). A PCoA shows that sunflower
seed oil exposure induced a change in the fecal bacterial pattern
compared to the control samples (without B[a]P nor oil) (see
Supplementary Figure S2). This result confirms the need to
include a vehicle control in such an experimental design as
observed in other studies (Maurice et al., 2013; Zhang L. et al.,
2015). Thus, to remove the sunflower oil effects, the B[a]P
conditions were further directly compared with vehicle samples.
After 24 h of incubation, significant changes were not observed
in the structure of the active FM after B[a]P exposure (see
Supplementary Figure S3). However, relative abundance trends
occurred at the family level (Figure 2), as the increase in the
abundance of the Alcaligenaceae family for both microbiota
primarily at the lowest dose of B[a]P (0.005 mg/mL). The mean
relative abundance increased from 11.4 to 13.4% and from 5.4%
to 12.2% for FM-1 and FM-2, respectively. The Ruminococcaceae
and Tissierellaceae families also increased from 1.0 to 1.8% for
FM-1 (at 0.005 mg/mL) and from 3.3 to 5.1% (at 0.5 mg/mL)
for FM-2. Finally, the Lachnospiraceae (from 5.9 to 3.4% at
0.005 mg/mL) and the Rikenellaceae (5.2 to 4.4% at 0.5 mg/mL)
families decreased for FM-1 and FM-2, respectively.

B[a]P Exposure Alters the Microbial

Volatolome

Although B[a]P did not significantly perturb the FM structures,
the microbial activity could be altered. Microbial VOCs are
the result of microbial biological activity. The volatolome may
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FIGURE 1 | Initial fecal microbiota structures. Relative abundances (%) at the phylum (A,B) and family (C,D) levels of both FM-1 (A-C) and FM-2 (B-D) at TO.
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thus reflect deviations in microbial metabolism in response to a
stimulus. In this work, a non-targeted analysis of the microbial
volatolome was conducted to detect potential volatile biomarkers
as a response to B[a]P exposure.

To characterize the effect of B[a]P on the microbial
volatolome, more than 200 VOCs were determined by
SPME-GC-MS after the incubation step (T24). PCAs were
performed on the discriminant VOCs selected by ANOVA with
Dunnetts post hoc test. To account for the sunflower seed oil
effect, the B[a]P results were compared with the vehicle sample
results. For each microbiota (FM-1 and FM-2), vehicle samples
were clearly differentiated from the three B[a]P conditions, and
each B[a]P condition was distinct from the others (Figure 3).
Furthermore, B[a]P exposure appears to change the microbial
volatolome in a dose-dependent manner because a linear trend
was observed between the three dose groups.

To determine the combined FM responses under B[a]P
exposure, an ANOVA with Dunnett’s post hoc test was performed
on the combined data set of the two microbiota. The Table 1
lists the seven VOCs which are detected in the microbiota

volatolome as significantly altered by the exposure to B[a]P,
among which six out of them have been tentatively identified.
These shared markers highlight similar functional responses
for the two microbiota in terms of volatolome, even if the
two microbiota structures were clearly different as shown in
Figure 1.

B[a]P Exposure Alters the Microbial
Metatranscriptome

The volatolome analysis showed that the microbial activity
changed after 24 h of B[a]P exposure. Thus, we investigated
the microbial gene response. The FM metatranscriptome
analysis was performed on the samples exposed to the highest
concentration of B[a]P (0.5 mg/mL) at T24 to identify how
B[a]P exposure affected the transcript levels. A functional
assignation of metabolic pathways was performed using the
KEGG classification, and the results are given as RPKM
abundances. To avoid sunflower seed oil effect, the B[a]P samples
were directly compared with the vehicle samples. More than 200
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B L]
® Vehicle
BaP 0.005
3 © BaP 005
S 2| A BaPODS
o~ -
o o
2 \
é &
§ 2® ¢
]
2 L ]
e
&
-2 ®
-4

5 -3 -3 -1 1 3

Principal component 1 (55%)

metabolic KEGG pathways derived from the KEGG Orthology
(KO) database were mapped to the samples (206 and 200 for
FM-1 and 240 and 235 for FM-2 for the B[a]P and vehicle
samples, respectively).

Upregulated and downregulated pathways are represented
in Figure 4 as the log of the B[a]P and vehicle RPKM
abundance ratios. Four metabolic groups (including several
KEGG metabolic pathways) that were over-expressed in both
metatranscriptomes emerged from the analysis. These pathways
included vitamin and cofactor metabolism, cell wall compound
metabolism, DNA repair and replication systems, and aromatic
compound metabolism. Few pathways involved in carbohydrate
metabolism were downregulated by B[a]P exposure for both FM.
Glycolysis/gluconeogenesis and the pentose phosphate pathway
were repressed in the FM-1 metatranscriptome, whereas bacterial

chemotaxis toward simple carbohydrate (glucose and galactose)
was repressed in the FM-2 metatranscriptome.

DISCUSSION

Bla]P is a ubiquitous environmental pollutant that
bioaccumulates in organisms and is formed de novo by
certain food processing methods, such as smoking and high
cooking temperatures. Although digestive and extra digestive
pathologies have been linked to compositional or functional
alterations of the gut microbiota, B[a]P-induced perturbations of
the human gut microbiota have not been previously studied.

The B[a]P dosages chosen for this work were informed by
two previous studies carried out on the interaction between the
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B[a]P and the gut microbiota allowing us to make comparisons
and discussions (van de Wiele et al., 2005; Ribiéere et al., 2016).
These doses are higher than the typical daily consumption
of B[a]P; however, B[a]P exposure is chronic throughout a
person’s life. The experiment included two clearly distinct
FM structures which might reflects the large individual gut
microbiota variations found in the human population. Thus
similar responses of the two FM toward the B[a]P exposure could
not be attributed to a restricted microbial composition.

Surprisingly, B[a]P did not induce a significant change
in the microbial structure, although slight modifications
were observed at the family level, such as increases in the
Sutterellaceae (formerly Alcaligenaceae), Tissierellaceae and
Ruminococcaceae families and reductions in the Rikenellaceae
and Lachnospiraceae families. Our laboratory previously
investigated the impact of 28 days of oral B[a]P exposure on
the fecal and intestinal mucosa-associated bacteria in mice
(Ribiere et al, 2016). Similar to the results of the present
work, we showed that B[a]P did not have a significant impact
on the bacterial richness (Shannon index) and diversity
(chaol index, observed_otus) during the course of exposure.
However, we showed that B[a]P induced significant shifts
in the composition and relative abundance of the stool and
mucosa associated bacterial communities. These results differed
from those presented here because significant variations in
the bacterial structure were not observed, which might have
been caused by various aspects of the experimental design.
Murine models are widely used in gut microbiota studies;
however, discrepancies between human and mice gut bacterial
composition have been reported. Although Bacteroidetes and
Firmicutes are the two major phyla dominating the human and
mouse gut microbiota (Eckburg et al., 2005; Ley et al., 2005),
85% of the bacterial genera found in mouse gut microbiota
are not present in humans (Ley et al, 2005). Finally, several
environmental factors may shape the mice gut microbiota,
specifically cage effects (including coprophagy), dietary factors
(standardized chow diet composed mainly of plant materials),
and genetic background (including inbreeding to preserve
genetic homogeneity).

Similarly to our present work, Maurice et al. (2013) showed
that a short period of exposure (4 h) with six host-targeting

drugs did not alter the microbial active community structure of
the human gut microbiota. A prior work from Sawulski et al.
(2014) demonstrated that in the soil environment, alterations
in the bacterial community structure may be correlated to the
pattern of degradation of a given PAH. B[a]P was degraded
much more slowly than less complex PAHs and to a lower
extent, which was reflected in slow changes of the bacterial
community structure (no significant variations were observed
after 2 days of exposure). Changes of the gut microbiota structure
after xenobiotic exposure has previously been reported, and
most studies in which xenobiotic exposure (antibiotics excluded)
altered the mice microbial structure lasted at least several days
and often weeks (Breton et al., 2013; Chassaing et al., 2015; Zhang
Y. et al., 2015; Ribiére et al., 2016). Thus, to test such a chronic
exposure, a 28-days experiment in continuous fermentor will be
carried out in the laboratory.

Although the two FM structures appeared to remain stable
after a short exposure time, the bacterial activity may have
adapted to the presence of the toxic compound. The volatolome
profiling has been rapidly emerging in disease diagnosis
(Arasaradnam et al., 2014), and changes in VOC patterns have
been reported in many physiological and pathological states,
including gut dysbiosis in gastrointestinal diseases. Seven VOCs
were found to have significantly altered concentrations in both
FMs tested under exposure to B[a]P (Table 1). There are no
reported links between these compounds and known microbial
metabolic processes. As end-products, these compounds may
arise from diverse microbial metabolic pathways. Control
samples with the pollutant but without gut microbiota were
assessed in the SPME-GC-MS analysis. VOCs that are identified
as shifting in the manuscript were either not found in control
samples or were present in control samples but showed no
abundance variation between vehicle and B[a]P samples. We did
not look at the fungi community. However, using the SortmeRNA
software (Kopylova et al., 2012) on the RNA-Seq data, we did not
see any ribosomal eukaryote sequences. Thereby, excluding an
abundance below the detection limit, VOCs seem to arise from
prokaryote activity.

The depletion of volatolome esters like butyl butanoate has
recently been reported in response to gastrointestinal metabolic
disorders (De Preter et al., 2015). Accordingly, Ahmed et al.

TABLE 1 | Volatile metabolites detected in the volatolome of the two fecal microbiota as significantly altered by Bla]P exposure compared to control.

Volatile metabolite’ m/z LRI2 Peak abundance (x103)
Vehicle BaP 0.005 BaP 0.05 BaP 0.5

Benzaldehyde 106 971 510.8 456.1 527.0 604.4*
3-octanone 99 986 64.0 33.9* 39.8* 46.9*
2-pentylfuran 138 992 43.6 32.1 24.8* 18.0*
Butyl butanoate 57 994 292.4 142.2* 149.7* 171.0*
Unknown 99 1032 7.3 3.1* 3.3* 3.4*
2-methyl-phenol 108 1049 9.6 8.1 101 13.6*
2-hexylfuran 81 1087 23.0 17.9 16.7 14.8*

1 Tentative identification based on mass spectrum and LRI from literature or internal databank. 2Linear retention indices on a DB5 capillary column. *Significance (o < 0.05)

according to Dunnett’s post hoc test (control: vehicle).
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FIGURE 4 | Modulation of the microbial transcript levels following Bla]P exposure. KEGG metabolic pathways that are upregulated and downregulated at T24 by
Bla]P exposure at 0.5 mg/mL are shown in the FM-1 (A) and FM-2 (B) metatranscriptomes. Variations are expressed as the log of B[a]P and vehicle RPKM
abundance ratios. Blue: vitamin and cofactor metabolism; orange: cell wall compound metabolism; green: DNA repair and replication systems; and dark gray:

(2015) suggested that differences in levels of fecal esters may
reveal changes in the fermentation process of the gut microbiota.
Regarding changes in benzaldehyde, 2-methyl-phenol,
3-octanone, 2-pentylfuran, 2-hexylfuran, De Preter et al. (2013)
reported that the depletion or augmentation of metabolites
belonging to benzenoids, ketones and furan derivatives
would probably be a consequence of the disruption of the
normal bacterial ecology in pathologies like IBD. It could be
hypothesized that these same compounds would also trigger a
gut metabolic response to chemical agents such as B[a]P.

In the present study, B[a]P exposure alters the gut microbiota
volatolome in a dose-dependent manner. Furthermore, although
the bacterial composition of the two studied microbiota were
clearly different, their metabolic responses were similar with
seven markers significantly altered by B[a]P exposure in
both microbiota. This shift in the volatolome shows that
Bla]P induces a deviation in the microbial metabolism. At
present, no systematic studies have been conducted on the
identification of gut microbiota volatolome after xenobiotic

exposure. Nonetheless, Berge et al. (2011) noted a shift in
the volatolome of liver cells of chickens exposed to various
dietary chemical contaminants, including a mixture of three
PAHs among which was B[a]P. Therefore, the present work may
enlarge again the field of potential applications of volatolomics,
which already includes cancer diagnosis (Hakim et al.,, 2012;
Broza et al., 2015), food authentication (Engel et al, 2007;
Sivadier et al., 2008), and ecotoxicology (Ratel and Engel, 2009;
Berge et al., 2011).

Finally, to further characterize the influence of B[a]P
on the active gut microbiota, we analyzed gene expression
using RNA sequencing. Transcripts related to four KEGG
metabolic pathways were found to be upregulated in both
fecal metatranscriptomes. These pathways include vitamin
and cofactor metabolism, cell wall compound metabolism,
DNA repair and replication systems, and aromatic compound
metabolism.

Some of these results may be linked to previous data from
the literature as for the lipophilic and mutagenic properties of
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the B[a]P. As lipophilic compounds, PAHs have been shown
to penetrate into the cytoplasmic membrane, which results in
an increase in membrane fluidity that leads to the loss of
membrane functionality and bacterial cell damage (Sikkema
et al., 1994). One of the major adaptive mechanisms of bacteria
cells to counteract this effect is to increase membrane rigidity
(enhance membrane lipid saturation) to prevent compound
accumulation (Murinovd and Dercova, 2014). This bacterial
physiological adaptation may explain the increase observed in
the level of transcripts implicated in the metabolism of cell wall
compounds. The mutagenic effect of B[a]P is also known to occur
via DNA adducts (Baird et al., 2005). DeMarini et al. (2011)
characterized the mutagenic potencies and mutation spectra
of B[a]P in Salmonella strains TA98, TA100, and TA104. The
results from this study showed that (i) 24% of the mutations
induced by B[a]P in Salmonella led to complex frameshifts, (ii)
B[a]P produced primarily GC to TA transversions and (iii) the
majority (96%) of stable adducts induced were at a guanine site.
Similarly, the mutagenic potencies of the B[a]P might explain the
observed induction of the DNA repair and replication systems.
Furthermore, within the vitamin and cofactor metabolism
pathway, the transcript levels related to folate biosynthesis, which
is a major cofactor in DNA synthesis (Harvey and Dev, 1975;
Sangurdekar et al., 2011), increased in both metatranscriptomes.

In the FM-2 metatranscriptome, transcripts related to the
steroid hormone biosynthesis pathway were also upregulated,
which is consistent with prior work from van de Wiele et al.
(2005). They implemented a batch fermentation system and
showed the ability of the human gut microbiota to metabolize
several PAHs, including B[a]P, to metabolites with estrogenic
activity. Indeed, several hydroxylated-PAH metabolites are
structurally similar to the steroidal hormones that bind the
human estrogen receptor (ER) (Fertuck et al, 2001; Hirose
et al.,, 2001; Sievers et al., 2013). These authors confirmed the
PAH biotransformation by the identification of the metabolites
1-hydroxypyrene and 7-hydroxybenzo[a]pyrene in colon digests
of pyrene and B[a]P, respectively. Finally, few pathways were
downregulated, such as the glycolysis-gluconeogenesis and
the bacterial chemotaxis toward simple carbohydrates. This
reduction in energy metabolism may be part of the cell
adaptation process. Stressful environmental conditions, such
as B[a]P exposure, may lead the cells to rapidly perform
coping mechanisms. Microorganisms may thus engage energy
for adaptation mechanisms to ensure necessary physiological
functions prior to devoting resources to energy consumption
for growth and multiplication (Murinova and Dercova, 2014).
The ability of gut microbial strains to bind B[a]P via physical
adsorption to peptidoglycans has also been reported (Hongfei
et al., 2013). Thus, another hypothesis is that steric hindrance
caused by B[a]P adsorption limits the bacterial ability to sense
carbohydrates in its environment.
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PREPARATION FOR: 1L UNIT VITAMIN SOLUTION mg.L?

Tween 80 1 g Menadione 1
Demineralized water 990 mL D-biotin 2
Reach 50°C with microwave heating Panthothenate 10
Incorporate with a Turrax homogenizer: Nicotinamide 5
Potato starch 4 g Vitamine B,, 0.5
Corn starch 1 g Thiamin 4
Cellulose 2 g Para-aminobenzoic acid 5
Pectin 2 g
Xylan 1 g
Arabinogalactan 2 g
Arabic gum 0.67 g
Guar 0.33 g
Inulin 1 g
Primatone 5 g
Bacto tryptone 5 g
Bacto Peptone 3 g
Yeast extract 4 g
Mucin type Il 4 g
Soy lecithin 375 mg
Egg yolk 125 mg
Bile salts 200 mg
NaH2P0O4 2H20 19.4 g
K2HPO4 3H20 5.8 g
NaCl 4.5 g
KCl 45 g
MgS04 7H20 200 mg
FeSO4 7H20 solution (2.5 g.L ) 2 mL
Hemin solution (5 g.L %) 1 mL
L-cystein-HCI 500 mg
Resazurin solution (1 g.L) 1 mL
Ajust pH at 6.2
CaCl2 2H20 100 mg

Supplementary Table S1. Media composition and preparation for batch fermentation. After homogenizing all
of the media components, the media were flushed with nitrogen via shaking (500 rpm) and heating (75 °C) on a
Labotech EM3300T. Under nitrogen flow, 22 mL of media was aliquoted into 50-mL vials and autoclaved at
115 °C for 15 min. Before the incubation period (T0), 1 pL of a vitamin solution was added to each 50-mL vial
along with the FM suspension sampled from the continuous fermentor ECSIM (7.5 mL) and either the B[a]P-
sunflower seed oil solution (0.5 mL) or the sunflower seed oil alone (0.5 mL). The final fermentation volume
was 30 mL.






FM-1

TO T24
Shannon chaol observed_otus Shannon chaol observed_otus
a BaP 0.005 4.25+0.04 645.3+70.3 349.7 £12.5
BaP 0.05 4.28 +0.09 744.2 +147.0 373.3+17.9
BaP 0.5 3.57+0.34 411.3 +104.9 250.1+64.9 4.35+0.16 670.0+72.0 357.3+324
CT 4.06 +0.05 596.4 +18.2 341.3+11.8
Vehicle 4.27+0.18 667.2 +105.8 354.3+34.9
b BaP0.005 3.37+0.04 315.9+76.4 163.7 +10.7
BaP 0.05 3.47 £0.10 311.8+38.3 182.5+0.7
BaP 0.5 3.07 £0.18 247.1 £ 64.5 151.3 £ 28.4 3.51+0.19 289.8 +11.7 157.0+ 1.4
CcT 2.83+0.09 269.4+10.2 147.3+5.8
Vehicle 3.54+0.15 325.5+40.9 190.0 £ 23.0
TO FM-2 T24
Shannon chaol observed_otus Shannon chaol observed_otus
a BaP 0.005 3.60 £ 0.03 514.8 +107.5 285.3+24.8
BaP 0.05 3.65+0.09 511.3 +64.2 300.0 £ 26.6
BaP 0.5 3.57+0.04 566.4+77.7 291.9+215 3.65+0.10 499.4 +47.4 299.3+21.9
CT 3.36+0.16 447.5+23.6 241.7 £13.7
Vehicle 3.72+0.06 516.6 +54.9 309.3+9.3
b BaP 0.005 3.20£0.08 514.4+16.2 293.3+14.2
BaP 0.05 3.30+0.02 594.7 +90.9 307.7+39
BaP 0.5 3.71+0.12 574.6 £99.2 323.6 +50.7 3.34+0.13 591.4+44.4 310.3 +40.5
CcT 3.31+0.34 485.4 +217.4 279.0 +111.4
Vehicle 3.01+0.19 486.4 +46.4 263.7+28.0

Supplementary Table S2. Diversity and richness values for the fecal microbiota samples at TO and T24 for each
condition studied. Diversity (Shannon) and richness (chaol, observed_otus) values were derived from 16S rDNA (a)
or 16S rRNA (b) amplicon sequencing. At T24 for each condition, the results are listed as the mean + SD of the
relative abundances of the three biological replicates. Because all of the conditions started from the same FM
suspension, the results at TO are listed as the mean + SD of the relative abundances of the fifteen biological
replicates (5 conditions and three replicates). The operational taxonomic units (OTUs) were defined with 97%
sequence identity. Calculations were performed based on rarefied OTU tables with 16,595 and 10,716 sequences for
the FM-1 samples (for the rDNA and rRNA amplicons respectively) and 30,495 and 24,538 sequences for the FM-2

samples (for the rDNA and rRNA amplicons respectively).
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Supplementary Figure S1. Initial structure of the active microbial community. Relative abundances (%) at the
phylum (a-b) and family (c-d) levels of FM-1 (a-c) and FM-2 (b-d) at TO. Analysis based on 16S rRNA

amplicon sequencing.
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Supplementary Figure S2. Fecal bacterial patterns following B[a]P exposure. FM-1 (a) and FM-2 (b)
structures after 24 hr of B[a]P exposure; the values are differentiated by a principal coordinate analysis
(PCoA) on a weighted UniFrac distance matrix. Analysis based on 16S rRNA amplicon sequencing. The
p-values from ADONIS were 0.013 (R*=0.769) and 0.007 (R*=0.666) for FM-1 and FM-2 respectively.
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Supplementary Figure S3. Structure of the active microbial community following B[a]P exposure. Relative
abundances (%) at the phylum (a-b) and family (c-d) levels of both FM-1 (a-¢) and FM-2 (b-d) at T24.
Analysis based on 16S rRNA amplicon sequencing. A Mann-Whitney U-test showed no significant
differences.
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1.4. Conclusion et perspectives

Dans nos conditions expérimentales, 1’exposition au B[a]P n’a pas eu d’impact
significatif sur la structure de deux microbiotes fécaux humains. De précédents travaux
réalisés au sein du laboratoire, ont montré en modele murin, qu’une exposition chronique au
B[a]P pendant 28 jours ne modifiait pas la richesse ni la diversité microbienne (Ribiére et al.,
2016). Cependant, une altération modérée de 1’abondance relative de certains taxa a pu étre
mise en évidence. D’autres travaux, ayant rapporté une dysbiose du microbiote fécal murin,
présentaient une plus longue durée d’exposition aux xénobiotiques (antibiotiques exclus),
souvent de plusieurs jours voire plusieurs semaines (Breton et al., 2013; Chassaing et al.,
2015; Zhang et al., 2015¢). Il serait ainsi intéressant de mener une exposition chronique en
systeme continu afin de déterminer si le B[a]P peut induire, sur un plus long terme, une
dysbiose du microbiote intestinal pouvant conduire ultérieurement a de potentiels effets
pathologiques chez I’hdte. Cette hypothése est notamment soutenue par les travaux de
Sawulski et al. (2014), qui démontrent que dans les sols, une altération de la structure de la
communauté bactérienne peut étre corrélée au profil de dégradation d’un HAP donné en
fonction du temps. Le B[a]P (5 cycles aromatiques) étant dégradé plus difficilement que
d’autres HAPs moins complexes, les changements induits dans la structure microbienne de la
communauté sont plus longs a se mettre en place. L’exposition au B[a]P a induit un
changement significatif de la structure de la communauté microbienne du sol a partir du 20°™
jour d’exposition avec une diminution de la concentration initiale en B[a]P de prés de 20%
(Sawulski et al., 2014). Ainsi, des expériences avec une durée de fermentation plus longue
pourraient permettre de mettre en évidence et d’identifier des métabolites issus de la

dégradation du B[a]P.

Bien que la structure des deux microbiotes fécaux soit restée stable apres 1’exposition,
le B[a]P a induit une perturbation des fonctions microbiennes. En effet, une modification du
profil du volatolome microbien a ¢été observée suggérant une altération des activités
métaboliques microbiennes pouvant étre néfaste pour 1’hdte (De Preter et al., 2015) (De Preter
et al., 2013). De plus, les variations observées dans certaines voies métaboliques telles que le
métabolisme des composés pariétaux et les systémes de réparation et de réplication de I’ADN,
mettant en évidence les propriétés lipophiles et mutagénes du B[a]P, suggerent la mise en
place de mécanismes adaptatifs et de protection des microorganismes vis-a-vis de la toxicité

du polluant. De plus, la répression des voies métaboliques impliquées dans le métabolisme
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des glucides suggére également la mise en place de processus d’adaptation cellulaire en
réponse a une situation de stress. Les microorganismes vont préférentiellement engager de
I’énergie aux fonctions physiologiques associées aux mécanismes adaptatifs avant de
consacrer des ressources a la croissance et la multiplication (Murinovéa and Dercova, 2014).
L’analyse métatranscriptomique ayant été réalisée a la plus forte dose de B[a]P, il serait
intéressant de voir si des doses plus faibles seraient capables d’induire la mise en place des

mémes réponses de protection microbienne.

Ces travaux ont ¢t¢ conduits sur la communauté bactérienne du microbiote fécal.
Cependant, dans d’autres environnements comme les sols, les champignons démontrent des
capacités métaboliques importantes dans la dégradation de polluants environnementaux
comme le B[a]P (Godoy et al., 2016; Morelli et al., 2013). Le suivi des microorganismes
fongiques du microbiote fécal pourrait ainsi étre mené dans de prochaines études d’exposition

aux polluants environnementaux.

Enfin, les systémes in vitro, présentent de nombreux avantages en termes de cotit, de mise
en place et d’utilisation, qui rendent leur utilisation pertinente pour des études de crible.
Cependant, une validation des travaux en mod¢le animal reste importante, notamment car ces
modeles prennent en compte la physiologie de I’hdte incluant les systémes immunitaires et
neurologiques ainsi que le métabolisme des xénobiotiques par 1’hdte. Des études en modele
murin ont notamment montré que 1’induction d’une perturbation du microbiote intestinal par
des xénobiotiques était dépendante du récepteur aux hydrocarbures arylés (AhR) (Korecka et
al., 2016; Zhang et al., 2015b). Dans ce contexte, la poursuite des travaux initiés
précédemment au laboratoire serait une bonne perspective de travail. L’étude d’une
exposition au B[a]P a plus long terme (2-3 mois) sur des souris conventionnelles et axéniques
permettrait de mettre en évidence a la fois 'impact de la chronicité et le role du microbiote

intestinal dans la toxicité médiée par le polluant sur I’hote.
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2. Impact de polluants chimiques alimentaires sur I’activité du microbiote
intestinal humain et potentielles perturbations de I’homéostasie intestinale

2.1. Introduction a la publication n°2

L’Homme est exposé aux polluants environnementaux issus de 1’industrie, des
transports, ou encore de 1’agriculture. Les polluants organiques persistants (POPs) sont des
composés chimiques prioritaires en termes de santé publique du fait (i) de leur toxicité pour
les organismes, (i1) de leur persistance dans I’environnement, et (iii) de leur capacité a se
déplacer sur de longues distances et a s’accumuler dans les organismes (Ahlgren, 2014; Jones

and de Voogt, 1999; UNEP, 2009).

Un lien entre I’exposition a ces polluants et certaines pathologies métaboliques
(Labaronne et al., 2017; Ruiz et al., 2016), immunitaires (Kinoshita et al., 2006; Liamin et al.,
2017), reproductives (Yang et al., 2017) mais également certains cancers (Rehman et al.,

2017; Sévere et al., 2015; Shen et al., 2017; Wei et al., 2016) a pu étre mis en évidence.

Les composés chimiques alimentaires, comprennent ¢galement les polluants
néoformés par la transformation des aliments. La cuisson a haute température de la viande et
du poisson, génere notamment des amines hétérocycliques (AHs), dont la structure chimique

et la toxicité sont proches des POPs.

De récents travaux ont montré que I’interaction xénobiotique-microbiote conduisait a
des modifications de la structure et des fonctions du microbiote intestinal, pouvant
ultérieurement altérer I’homéostasie de I’hdte (Defois et al., 2017; Jin et al., 2017; Lefever et
al., 2016; Roca-Saavedra et al., 2017; Stedtfeld et al., 2017; Zhang et al., 2015b). En retour, le
microbiote intestinal a démontré la capacité a métaboliser les xénobiotiques, détournant ainsi
leurs propriétés thérapeutiques (molécules pharmacologiques) ou toxiques (composés
chimiques alimentaires) pour I’hdte (Claus et al., 2016; Fekry et al., 2016; Spanogiannopoulos
et al., 2016; Tralau et al., 2014; Wilson and Nicholson, 2016; Zhang et al., 2017).

L’objectif de cette seconde étude a été de caractériser I'impact d’un panel de six
contaminants chimiques alimentaires sur les fonctions du microbiote intestinal humain. Les
contaminants inclus dans 1’étude sont représentatifs des principales familles retrouvées dans
I’alimentation : les dioxines, les retardateurs de flammes bromés (RFBs), les pesticides
(pyréthrinoides), les amines hétérocycliques (AHs) et les hydrocarbures aromatiques

polycycliques (HAPs). L’exposition a été réalisée a partir d’un microbiote fécal humain, en
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systéme batch pendant une période de 24h. Les fonctions microbiennes ont été appréhendées
par des approches de métatranscriptomique et de volatolomique. Enfin, les propriétés
inflammatoires des métabolites issus de I’interaction polluant-microbiote ont été évaluées sur

une lignée cellulaire intestinale tumorale.

2.2. Principaux résultats obtenus

Apres une exposition de 24h de différentes classes de polluants chimiques alimentaires
sur le microbiote fécal humain, une altération de 1’activité microbienne a été observée dans le
niveau d’expression des genes ainsi que dans le profil du volatolome microbien. Des
composés volatils marqueurs de 1’exposition aux polluants ont pu é&tre identifics.
Globalement, aprés exposition aux polluants, une augmentation des composés souftés,
couplée a une déplétion des esters, des cétones, des composés aromatiques et des
hydrocarbures a été observée suite a 1’étude du profil volatolomique. Bien que 1’information
sur I’activité biologique des composés volatils microbiens soit encore limitée, certaines études
ont établi un lien entre des modifications du volatolome fécal humain et certaines pathologies
digestives (Boots et al., 2015; De Preter et al., 2015). La déplétion du volatolome en cétones,
en esters et en composés aromatiques comme les furanes a récemment été reportée chez des
patients atteints de la maladie de Crohn ou encore de la colite ulcérative (De Preter et al.,

2015).

Au niveau de I’expression des genes, une augmentation de I’abondance relative des
transcrits impliqués dans le métabolisme des lipides, la membrane plasmique, 1’espace
périplasmique, 1’activité protéine kinase et 1’activité de liaison aux récepteurs a ¢été¢ mise en
évidence suite a I’exposition aux polluants chimiques. A D’inverse, une diminution de
I’abondance relative des transcrits en lien avec la traduction et la liaison aux acides nucléiques
a ¢té¢ observée. Plusieurs genes codant pour des rubrédoxines ont été identifiés comme
surexprimés par trois familles de polluants : les AHs, les RFBs et les HAPs. Les rubrédoxines,
ont été notamment décrites comme impliquées dans la voie de dégradation des alcanes incluse

dans le métabolisme des hydrocarbures (Shanklin and Whittle, 2003; van Beilen et al., 2002).

La réponse de 1’hote au niveau de 1’environnement digestif a été appréhendée par
I’exposition de cellules épithéliales intestinales TC7 au surnageant issu du milieu de

fermentation. La viabilité cellulaire et la production de cytokines de I’inflammation ont été
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¢valuées apreés ’exposition. Les métabolites issus de 1’interaction polluant-microbiote ont,
pour la majorité des polluants, stimulé la production d’IL-8 par les cellules épithéliales
intestinales pouvant potentiellement conduire a 1’établissement d’un état pro-inflammatoire de
bas niveau dans I’environnement digestif. Cependant, aucun effet apoptotique ou nécrotique
n’a été observé.

Enfin, pour mettre en évidence le role potentiel du microbiote dans la toxicité médiée
par le polluant, nous avons également exposé les cellules épithéliales intestinales avec du
surnageant de milieu de culture stérile supplémenté par chaque polluant a leur concentration
expérimentale initiale. En absence de microbiote intestinal, une légere diminution de la

viabilité cellulaire a été observée pour trois polluants (PhIP, B[a]P et HAPs) suggérant un

potentiel role protecteur du microbiote vis-a-vis de la toxicité des polluants sur 1’hote.

2.3. Article n°2 : “ Persistent Organic Pollutants and Foodborne Chemicals Induce
Changes of the Human Gut Microbiota Activity with Potential Impact on the Gut

Homeostasis ”

Article en préparation
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ABSTRACT

Exposure to environmental pollutants has been associated with various health
disorders, including dysregulation of the immune and reproductive systems, metabolic
diseases and cancer. Growing evidences indicate that the gut microbiota, which plays major

roles in host metabolic and immune functions, interacts with xenobiotics including persistent
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organic pollutants (POPs) and foodborne chemicals. The toxicological relevance of the gut
microbiota-pollutant interplay is of great concern for the host since the chemicals may disrupt
the gut microbiota functions leading to a potential impairment of the host homeostasis. The
impact of a panel of POP and foodborne chemical families on the human gut microbiota was
investigated at the metatranscriptome and the volatolome levels. Metabolites from the
supernatant, resulting from this interaction, were added to intestinal epithelial TC7 cells to
decipher a potential inflammatory host cell response. We identified microbial volatiles and
gene families that shifted after chemical exposure leading to an imbalance of the microbial
activity. Overall, in the volatolome, sulfur compounds were increased following the pollutant
exposure while esters, ketones, aromatic compounds and hydrocarbons were decreased. At the
gene level, an increase in the transcript levels related to lipid metabolism process, plasma
membrane, periplasmic space, protein kinase activity and receptor activity was observed
following pollutant exposure. Conversely, the transcript levels related to ribosome, translation
and nucleic acid binding were depleted. We finally demonstrated that gut microbiota-pollutant
interplay may potentially lead to the establishment of a pro-inflammatory state in the gut with

a release of IL-8 cytokine by the intestinal epithelial cells.

INTRODUCTION

People are daily exposed to a myriad of environmental pollutants arising from
industries, transports, heating or agriculture. Persistent organic pollutants (POPs) such as
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), polychlorobiphenyls (PCBs), brominated flame
retardants (BFRs), polychlorinated dibenzo-p-dioxins (PCDD) and pesticides are compounds
that cause concern because of their toxicity, persistence in the environment, their capacity to
move over very long distances and ability to accumulate in organisms (Ahlgren, 2014; Jones

and de Voogt, 1999; UNEP, 2009).
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Exposure to these pollutants has been linked with various pathologies including
metabolic (Labaronne et al., 2017; Ruiz et al., 2016), immune (Kinoshita et al., 2006; Liamin
et al., 2017) and reproductive disturbances (Yang et al., 2017), and even cancers (Rehman et
al., 2017; Sévere et al., 2015; Shen et al., 2017; Wei et al., 2016). Heterocyclic amines
(HCAs) are foodborne chemicals produced by some cooking practices close to POPs in terms
of structure and toxic properties. HCAs are mutagenic and characterized as possible human
carcinogens (WHO and TARC, 1993), increasing the risk of the emergence of the colorectal

cancer (Bouvard et al., 2015; Rohrmann et al., 2009).

Because exposure to POPs and foodborne chemicals occurred mainly through the diet,
the host gastrointestinal tract and the gut microbiota are likely to be exposed to these
compounds. Recent works have shown that the xenobiotic-microbiota interactions may lead to
modifications of the gut microbiota composition and functions, which could then impact the
host homeostasis (Jin et al., 2017; Roca-Saavedra et al., 2017). Zhang and colleagues have
shown in a murine model that five days of orally administered 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzofuran (TCDF) lead to deep modification of the structure of the mice gut
microbiota by reducing the ratio of Firmicutes to Bacteroidetes accompanied by an activation
of the microbial fermentation (elevation of short chain fatty acids in feces and cecal content
extracts) (Zhang et al., 2015). Conversely, a 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD)
chronic exposure (26 weeks) induced in the mice gut microbiota a major increase in the
Firmicutes to Bacteroidetes ratio, while the same exposure on a short time scale (2 days) did
not appear to have any significant effects (Lefever et al., 2016). To complement these
observations, a recent study observed, within 8 days of TCDD exposure, the increase of 13
antimicrobial resistance genes and 1 mobile genetic element gene in the murine gut
microbiome (Stedtfeld et al., 2017). Finally, acute exposures to a mixture of PCBs or to

benzo[a]pyrene (B[a]P), induced, respectively, either a substantial decrease in the level of
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Proteobacteria in the mice gut microbiota or showed no significant impact on the human gut
microbiota but induce a shift in the microbial metabolic activity (Choi et al., 2013; Defois et

al., 2017).

The gut microbiota may, in return, metabolize the chemical compounds, which might
deflect its therapeutic (drugs) or toxic (environmental and foodborne chemicals) properties
toward the host (Claus et al., 2016; Spanogiannopoulos et al., 2016; Tralau et al., 2014;
Wilson and Nicholson, 2016). A previous work reported that six commonly used host-
targeted drugs, induced some 328 microbial genes, most of which could be associated with
drug transport or degradation (Maurice et al., 2013). Dichlorodiphenyltrichloroethane (DTT),
an organochlorine insecticide, has been found to be metabolized in dichlorodiphenyl-
dichlorophenylethane (DDD) by the rat and human fecal microbiota, though it remains
unclear whether this biotransformation corresponds to bioactivation or detoxification, as both
DDT and DDD are probable endocrine disruptors in humans (Mendel and Walton, 1966; Yim
et al., 2008). Finally, the human gut microbiota has been shown to biotransform the B[«a]P and
the 2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine (PhIP), into the 7-
hydroxybenzo[a]pyrene and the 7-hydroxy-5-methyl-3-phenyl-6,7,8,9-
tetrahydropyrido[3°,2’:4,5]imidazo[ 1,2-a]pyrimidin-5-ium chloride (PhIP-M1) identified as
the B[a]P and PhIP derivatives, respectively (Fekry et al., 2016; Van de Wiele et al., 2005;

Vanhaecke et al., 2006).

In the present work we characterized the impact of six POPs and/or foodborne
chemicals, most frequently found in diet and considered as models from various classes of
pollutants, on the human gut microbiota functions at the metatranscriptome and volatolome
level. We also measured the inflammatory properties of the metabolites arising from this

xenobiotic-gut microbiota interaction to characterize their effects on the gut homeostasis.
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MATERIALS AND METHODS

Chemicals

Deltamethrin (pyrethroid insecticide), a-hexabromocyclododecane (a-HBCD) and y-
hexabromocyclododecane (y-HBCD) (BFRs), B[a]P (PAH), PAH Mix 3, methanol and
dichloromethane were purchased from Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France).
TCDD (PCDD) and PhIP (HCA) were purchased from LGC Standards (Molsheim, France).
To avoid solubility issues in batches, all pollutants were dissolved in methanol (vehicle 1)
except PAH Mix 3 which was purchased already dissolved in a methanol:dichloromethane
(1:1) (v/v) solution (vehicle 2). The HBCD solution was an equal mixture of the o and y
isomers. The composition of the PAH Mix 3 solution is detailed in Supplementary Table 1.
Chemicals and all contaminated effluents and materials were handle in an advised and safe

manner with all necessary precautions.

Experimental design

The pollutants were incubated in batches along with a fecal microbiota suspension
sampled from the continuous fermentor Mini Bioreactor Applikon® (Applikon, The
Netherlands) following seven days of microbial settlement. The fecal microbiota suspension
contained in vitro cultured feces collected from a human volunteer donor. This study was a
non-interventional study with no additions to usual clinical care. According to the French
Health Public Law (CSP Art L 1121-1.1), such a protocol does not require approval of an

ethics committee.

The pollutant concentrations in batches were 0.005, 0.90, 2.60, 5, 21 and 38 ug/mL for
TCDD, PhIP, HBCD, B[a]P, deltamethrin, and PAHs, respectively. The vehicle 1 and vehicle
2 were added at 0.5% (v/v) in batches. The concentration of methanol might be kept below

1% (v/v) in medium to avoid potential microbial growth inhibition (Caldwell, 1989; Patterson






130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

and Ricke, 2015; Wadhwani et al., 2008). To remove the impact of the vehicles on the fecal
microbiota, batches with the vehicles 1 and 2 (vehicle 1 condition and vehicle 2 condition) at
0.5% (v/v) and batches without pollutant nor vehicle (control condition) were added in the
experimental design. Five replicates were carried out for all control and experimental
conditions. The incubation step was performed in a volume of 10 mL as previously described

(Defois et al., 2017).

At the beginning (T0) and the end (T24 hr) of the incubation step, samples dedicated
to RNA extractions were immediately centrifuged at 2000 x g for 8 min. The pellets were then
resuspended in 5 volumes of RNA/ater® (Fisher Scientific, Illkirch, France) and maintained
at -80 °C until extraction. The remaining incubation medium was either directly maintained at
-20 °C for SPME-GC-MS analysis or centrifuged at 2000 x g for 10 min (referred as
fermentation-derived supernatants (FDS)). The five FDS replicates were pooled and

maintained at -20 °C until challenging on TC7 cells.

Microbial volatolome analysis

The volatolome analysis was performed as previously described by Defois et al.,
(2017). Briefly, the volatile compounds in the samples were analyzed via solid-phase
microextraction (SPME) coupled with gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). A
volatile compounds analysis was performed by GC-full scan MS (GC6890, MS5973N,
Agilent). The volatiles were tentatively identified according to a comparison between their
mass spectra and the NIST 14 mass spectral library and between published retention indices
(RI) values and the RI values of an internal databank. Peak areas of the volatile compounds
were determined with a home-made automatic algorithm developed under Matlab R2014b
(The MathWorks, Natick, USA) (Bouhlel et al., 2017). The data were processed using the
Statistica Software (v.10) (StatSoft, Maisons-Alfort, France) and the R software (v.2.1.4).

ANOVAs (p<0.05) were conducted on each data set comparing exposed group with vehicle
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group and principal component analyses (PCA) were performed on the discriminant volatile
compounds selected to visualize the structure of the data. Datasets were normalized using the
systematic ratio normalization (SRN) procedure developed by Lehallier et al. (2012) to
improve sample set discrimination. The procedure consists in calculating all the log-ratios
between variables for each sample, then selecting the log-ratio(s) that best maximize the
discrimination between sample-sets by one-way ANOVA at 1% level of significance
corrected by the Bonferroni post-test. 3D projection of microbial volatolome patterns were
realized according to the 3 best ratios of volatile compounds selected by linear discriminant

analysis.

RNA extraction, sequencing and analysis

RNA extractions and rRNA depletion were performed as previously described (Defois
et al., 2017). The metatranscriptome analysis was performed on the pooled rRNA-depleted

RNA arising from the five technical replicates.

Library construction (following the TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation,
[llumina) and paired-end sequencing (MiSeq, 2x250 bp) were performed at Fasteris (Plan-les-
Ouates, Switzerland). The paired-end sequences were assessed for quality with Trimmomatic
(Bolger et al., 2014) and PRINSEQ (Schmieder and Edwards, 2011), joined with fastq-join
from the ea-utils software package (Aronesty, 2013) and the remaining rRNA sequences were
removed from the data set using SortMeRNA (v. 2.0) software (Kopylova et al., 2012). The
UniRef50 gene family and the Gene Ontology (GO) slim terms relative abundances in copies
per million units (CPM) were obtained using the HMP Unified Metabolic Analysis Network2
(HUMAnNN2) software (v0.5) (Abubucker et al., 2012). Genes and GO slim terms derived

heatmaps were created using the Shinyheatmap software (Khomtchouk et al., 2017).

TC7 cell culture
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TC7 cells (clone of the parenteral Caco-2 epithelial cell line) was kindly provided by
Dr Adeline Sivignon (M2iSH, Clermont-Ferrand, France). The cell culture medium contained
Dulbecco’s Modified Eagle Medium with high glucose (4.5 g/L) supplemented with 10% fetal
bovine serum, 1% of glutamine, 1% of non-essential amino acids (100X) and 1% of
penicillin-streptomycin (100X). The DMEM and the added components were purchased from

Gibco® (Fisher Scientific).

TC7 cells were maintained in 75 cm? flasks (Falcon™, Fisher Scientific) at 37°C, in a
humidified atmosphere of 5% CO,. When TC7 cells reached 80% confluence, the medium
was removed from the dish and cells were washed twice with 10 mL of PBS solution (Gibco,
Fisher Scientific). The cells were then supplemented with trypsin-EDTA 0.25% (Gibco,
Fisher Scientific) and left in the incubator for 5 min. Trypsin action was arrested by addition
of 10 mL of complete medium and cell suspension was centrifuge 5 min at 900 g. After
removing supernatant, cell pellet was resuspended in complete medium and seeded directly
into 12-well plates Nunclon™ (Fisher Scientific) (2.10° cells/well) and were maintained in
culture for 14 days before challenging to allow full cell differentiation (Zeller et al., 2015).
The medium was changed three times a week the first week and every other day until day 14.

TC7 cells were used between passages 30 and 41.
Exposure of fermentation-derived supernatants on TC7 cells

Cells were treated for 4 hr with the FDS from each pollutant, vehicle and control
conditions. Furthermore, TC7 cells were also exposed to fecal microbiota-free colon medium
supplemented with each pollutant at its initial experimental concentration (microbiota-free
condition). The supernatants were diluted 1:4 in DMEM as this dilution of the colon medium
showed no cytotoxic effect on TC7 cells (results not shown). Finally, cellular control
conditions (DMEM, dimethyl sulfoxide (DMSO) 10% (Eurobio, Les Ulis, France) and

Interleukin (IL) 1 beta (IL-1B) (Sigma Aldrich) at 25 ng/mL) were added in the experimental
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design and each condition was done with three replicates. DMSO and IL-1p were used as
positive controls for the induction of toxicity (apoptosis and necrosis) and inflammation
(cytokine release) to TC7 cells, respectively (Bai et al., 2005; Da Violante et al., 2002; Meng

etal., 2017).

Following the 4 hr of exposure, the cellular supernatants were stored at -80 °C for
cytokine release measurements and the cell monolayers were harvested for apoptosis/necrosis
detection. Results are the mean of the three replicates and statistical analyses were conducted
using the Mann-Whitney U-test with GraphPad Prism 5 software (San Diego, CA, USA). The

statistical significance was set at p<0.05.

Apoptosis detection

TC7 cell monolayers were washed twice with Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
(Gibco, Fisher Scientific) and treated with trypsin-EDTA 0.25%. Cells were recovered with
cold Phosphate-Buffered Saline (Gibco, Fisher Scientific), centrifuged (500 g, 4 °C, 5 min)
and handled with the Annexin AS5-FITC Kit (Beckman Coulter, Villepinte, France) following
the manufacturer’s instructions. The assay combines Annexin A5 and Propidium lodide
staining, distinguishing viable cells from apoptotic cells and necrotic cells, respectively. Cells

were then analyzed with a Cytomics FC 500 MPL flow cytometer.

TC7 cytokine quantification

TC7 cells supernatants were centrifuged (1,000 g, 4 °C, 12 min) and the amount of IL-
8, Tumor Necrosis Factor alpha (TNFa) and IL-10 released was determined using the Human
IL-8 / CXCL8 ELISA Kit, Human TNF-Alpha ELISA Kit and Human IL-10 ELISA Kit
(Sigma Aldrich), respectively. Cytokine concentrations were assessed according to the

manufacturer’s instructions.
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RESULTS

Pollutant exposure alters the fecal microbiota volatolome pattern.

The analysis of the microbial volatolome is a promising approach to detect an
imbalance of the microbial activity. Five pollutants (TCDD, deltamethrin, HBCD, B[a]P and
PhIP) and one mixture of pollutants (PAHs) were screened for their impact on the human
fecal microbiota functions following a 24 hr exposure. Volatolome patterns were assessed by
SPME-GC-MS analysis and vehicle (methanol (vehicle 1) and methanol:dichloromethane
mixture (vehicle 2)) conditions were conducted to remove the effects of the vehicles on the

microbial community.

More than 250 volatile organic compounds (VOCs) were detected by SPME-GC-MS
following the 24 hr of pollutant exposures. PCAs were performed on the discriminant VOCs
selected by ANOVA (p<0.05). All pollutant conditions were clearly differentiated from their
respective vehicle samples with 19, 16, 20, 14, 18 and 53 VOCs identified as significantly
altered by the deltamethrin, TCDD, PhIP, HBCD, B[a]P and PAHs exposure, respectively
(Supplementary Figure 1). Deltamethrin, PhIP, TCDD, B[a]P and HBCD samples having the
same vehicle condition, it is of interest to determine if the exposure to these pollutants leads to
a specific or a shared response in terms of microbial volatolome signatures. 3D projections of
deltamethrin, PhIP, TCDD, B[a]P and HBCD volatolome patterns were realized according to
the three best discriminant ratios of VOCs (Figure 1). Relative to the vehicle 1 condition,
three different shifts were observed. The deltamethrin, PhIP and TCDD samples responded
similarly while the B[a]P and the HBCD samples showed other distinctive volatolome
patterns. The Supplementary Table 2 lists the VOCs detected in the microbial volatolome as
significantly altered by the exposure to the different pollutants. Sulfur (including thioesters)
and phenol compounds increased in exposed samples in deltamethrin, PhIP, TCDD, HBCD

and B[a]P conditions with 6, 4, 8, 3 and 4 (exclusively sulfur) compounds, respectively. In
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contrary, only one sulfur compound (carbon disulfide) decreased for deltamethrin, PhIP and
TCDD. An overall decrease in ester compounds was observed in PhIP, TCDD, HBCD, B[a]P
and PAHs conditions with 4, 2, 2, 9 and 8 compounds respectively although some esters
increased in PhIP, HBCD and PAHs samples with 1, 1 and 8 compounds, respectively.
Finally, ketones, aromatic compounds and hydrocarbons decreased in all samples except 1
ketone for deltamethrin (1-octen-3-one) and 2 ketones (3-octanone and methylacetophenone)
and 3 aromatic compounds (indole, 2-(3-methylbutyl)-3,5-dimethylpyrazine and 3-
methylindole) for PAHs exposure which increased. It is interesting to note that carbon
disulfide and an unknown compound (m/z = 73, LRI = 1452) strongly decreased only for
deltamethrin, PhIP and TCDD whose microbiote response appears close. Finally each

pollutant shows specific compounds modulated during the microbiote response.

Pollutant exposure alters the fecal microbiota metatranscriptome.

The volatolome analysis showed that chemicals shifted the microbial volatile pattern,
indicating changes in the microbial activity. Thus, using RNA-sequencing, we investigated
the microbial gene response to determine the potential altered genes expression and by

deduction metabolic pathways.

The functional assignation was realized at the GO and at the gene family levels, and
the results are given as CPM abundances. To avoid the effects of both vehicles on the fecal
microbiota, the pollutant samples were directly compared to the vehicle samples. Following
the 24 hr of exposure, variations observed at the GO level clustered the pollutant samples in
two main groups (Figure 2). The PAHs, the B[«¢]P and the deltamethrin samples showed
higher down regulation of GO slim terms combined to lower up regulated slim terms, whereas

the PhIP, the TCDD and the HBCD samples showed higher up regulation of GO slim terms
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combined with lower down regulated slim terms. General trends largely shared by the six
pollutant samples (even if each pollutant shows specific response from the microbiota) are an
increase in the transcript levels related to lipid metabolism process, plasma membrane,
periplasmic space, protein kinase activity and receptor activity. Conversely, a depletion in the
transcript levels related to ribosome, translation and nucleic acid binding was observed

(Supplementary Figure 2).

At the gene family level the number and the mean abundance of the differentially
expressed (DE) genes (> 3-fold change) differed between the pollutant samples (Figure 3).
The number of up regulated genes varies from 157 to 456 for the B[a]P and the PAHs
exposures, respectively. The number of down regulated genes varies from 174 to 245 for the
PhIP and the PAHs exposures, respectively (Figure 3.A). While the mean abundance per up
regulated gene is in a similar range for all samples (from 29 to 43 CPM for B[a]P and HBCD
samples, respectively), the mean abundance per down regulated gene is far higher for the
PAHs sample (from 7 to 63 CPM for deltamethrin and PAHs samples, respectively) (Figure
3.B). The high mean abundance of down regulated genes in the PAHs sample might explain

the substantial down regulation observed for some GO slim terms (Figure 2).

Among the DE genes, we identified three rubredoxin (Rdx) coding genes that were
found in the most up regulated genes in the PhIP and PAHs samples (27 to 437-fold change)
(Supplementary Table 3). The products of this gene family have been described as implicated
in the pathway of the alkane degradation, which is part of the hydrocarbon metabolism

(Shanklin and Whittle, 2003; van Beilen et al., 2002).

Some genes were found to be specifically induced by the pollutants (not expressed in
the vehicle samples) (Supplementary Table 4). PhIP/PAHs is the couple of samples that
shared the largest number of pollutant-specific genes (41 genes) highlighting common

microbial metabolic pathways activated by the exposure (Figure 4.A). Conversely, the PAHs
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sample shared few pollutant-specific genes (7 to 11 genes) with the other chemicals (except
with PhIP). We identified 109 to 1 core pollutant-specific genes shared by 2 to 6 of the
chemicals, respectively (Figure 4.B and Supplementary Table 4). Among the pollutant-
specific genes, a Rdx coding gene (different from the three others previously described) was
the most highly induced gene by the HBCD (344 CPM). Finally, a specifically induced gene
by the PhIP and PAH pollutants encodes an uncharacterized protein harboring the Toluene X
Outer Membrane Transport family domain (UniRef50 R5K1C5). Proteins of this family are
implicated in toluene catabolism and degradation of aromatic hydrocarbons. One gene found
specifically expressed by the 6 pollutants is an uncharacterized protein coding gene

(UniRef50 R7EHVS5) (Supplementary Table 4).

Fermentation-derived supernatants did not induce TC7 cell death.

The pollutant exposure modifies the microbial activity and thus modifies the
compounds produced in the FDS. The microbial community may also metabolize the
chemicals generating potentially less or more harmful compounds for the host. These
compounds may induce damages at the intestinal epithelium level potentially through the

release of inflammatory molecules.

We exposed TC7 cells to FDS for 4 hr. Cells were analyzed by cytometry to assess
their viability and cell culture supernatant was harvested to quantify pro (IL-8, TNFa) and
anti (IL-10) inflammatory cytokine release. No difference in the proportion of necrotic or
apoptotic cells was observed between the pollutant and the vehicle samples. Only the
exposure of DMSO 10%, as necrotic and apoptotic reagent, leads to a significant increase in
both the necrotic and the apoptotic cells with 25.7% and 7.9% of the total cells, respectively

(Supplementary Figure 3). FDS were also compared to fecal microbiota-free colon medium
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supplemented with each pollutant at its initial experimental concentration. Slight but
significant modifications were seen for PhIP, B[a]P and PAHs samples (Figure 5). Without
the fecal microbiota, a slight increase in necrotic (and apoptotic for PAHs) cells was
observed. Necrotic cells increase from 0.72, 0.72 and 0.76% to 1.40, 1.31 and 1.49% for PhIP,
B[a]P and PAHs samples, respectively. Apoptotic cells for PAHs sample increase from 0.64

to 1.14%.

Fermentation-derived supernatants alter IL-8 production in TC7 cells.

IL-8, TNFa and IL-10 release was measured in TC7 cell supernatants to highlight a

potential pro or anti-inflammatory cell response.

The vehicle samples did not induce the release of IL-8 compare to the DMEM
condition (Figure 6). However the control condition induced a slight significant increase of
IL-8 compare to the vehicle 1 condition (62.1 to 101.5 ng/mL). Deltamethrin, HBCD and
PAHs samples induced a significant increase of IL-8 compare to their associated vehicle
sample. The strongest increase was observed for the PAHs sample with a 3.85-fold increase
(from 62.1 to 239 ng/mL). The PAHs and the IL-1B (pro-inflammatory control) responses
were close, with 239 and 298 ng/mL of IL-8 release. Compared to the microbiota-free
conditions, significant variations were observed for deltamethrin and PAHs samples with, on
average, a 2-fold increase. Interestingly, PhIP and B[a]P samples induced less IL-8 release
compared to the microbiota-free condition but these variations were not significant.
Conversely to IL-8, TNFa and IL-10 cytokines were not detected in any of the culture cell

supernatants.

DISCUSSION
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Food pollution by chemical is of great concern due to the toxicity of the compounds
accumulating in the food chain and because the exposure is chronic throughout people life.
While the toxicity toward the host has been evaluated for some representatives of the main
groups of contaminants, their impact on the gut microbiota has received less attention. We
investigated in this work, the impact of six pollutants on the human gut microbiota activity at
the volatolome and metatranscriptome level. The microbial and chemical compounds derived
from this microbial-pollutant interplay were then assessed on TC7 cell monolayers to

characterize their toxicity and inflammatory properties on the host.

The doses used in this work are lower or in the range of previous studies carried out on
the impact of the TCDD, PhIP and B[a]P on the gut microbiota allowing us to make
comparisons and discussions (Defois et al., 2017; Lefever et al., 2016; Stedtfeld et al., 2017;
Van de Wiele et al., 2005; Vanhaecke et al., 2006). Doses used for PAHs, HBCD and
deltamethrin exposures were far lower than doses used for toxicity studies in mice (Ben Slima
et al., 2017; Bernhard et al., 2016; Long et al., 2017; Szabo et al., 2017). The doses used in
this study are still higher than the expected daily consumption; however, the exposure to these

chemicals is chronic throughout a person’s life.

Volatile organic compounds (VOCs) are small molecules produced by living
organisms, which play an important role in chemical ecology specifically in the biological
interactions between organisms (Schenkel et al., 2015). During the past decade, VOCs have
gained recognition in the health care field as they are presently used as a biomarker to detect
various human diseases including cancers (Agarwal et al., 2016; Arasaradnam et al., 2014). In
this work, we analyzed the volatolome pattern of the fecal microbiota following 24 hr of
pollutant exposure. Overall, a similar response to the presence of the pollutants was observed
with the microbial volatolome being enriched in sulfur compounds, and depleted in esters,

ketones, aromatic compounds and hydrocarbons (Supplementary Table 2). Interestingly,
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similar alterations were identified in a previous work from the laboratory where two human
fecal microbiota were exposed to B[a]P at three gradual concentrations (Defois et al., 2017).
More precisely, in both studies, octanone, furan and ester compounds were depleted, while
phenolic compounds, arising from bacterial metabolism of aromatic amino acids, were
enhanced by the pollutants. Until now, studies on microbial VOCs are scarce in the literature
and there is still few available databases describing VOCs, their emitting organisms and their
biological activities (Abdullah et al., 2015; Lemfack et al., 2014). Despite limited information
on the VOC biological activities some links between microbial VOC patterns and many
physiological and pathological states have been reported including gastrointestinal metabolic
disorders (Boots et al., 2015; De Preter et al., 2015). The depletion of volatolome ketones,
esters and heterocyclic compounds like furans has recently been reported in patients with
inflamed gut (Crohn’s disease, ulcerative colitis or pouchitis) (De Preter et al., 2015).
Moreover, Crohn’s patient showed higher level of phenol as observed in our present results
with the TCDD and PhIP exposures. However, sulfur compounds, showed to be increased in
our study, were observed as depleted in Crohn patients. As alterations in microbial VOC
patterns are probably a consequence of the disruption of the normal bacterial ecology in
pathologies like IBD, it could be hypothesized that these same compounds would also be a
consequence of the disruption of the normal bacterial ecology triggered to chemical agents

such as environmental pollutants.

To go deeper in the characterization of the altered metabolic pathways we analyze the
gene expression using the RNA sequencing. Variations observed at the GO level were
pollutant dependent; however, general trends emerge from the analysis, with an increase in
the transcript levels related to lipid metabolism process, plasma membrane and periplasmic
space. A previous work from the laboratory also identified an increase in these metabolic

pathways after a 24 hr of B[a]P exposure (Defois et al., 2017), indicating a clear impact of
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such hydrophobic compounds on the cell membranes. It has been proposed that lipophilic
compounds, crossing through membranes, increase the membrane fluidity that leads to the
loss of membrane functionality (Sikkema et al., 1994). One of the major adaptive mechanisms
of bacteria cells to counteract this effect is to increase their membrane rigidity (enhance
membrane lipid saturation) to prevent compound accumulation (Murinova and Dercova,

2014).

We also identified an increase in the transcript levels related to protein kinase activity
and receptor activity. Such variations have never been identified elsewhere following
environmental toxicant exposures. However the increase in the transcript levels of these two
GO slim terms might indicate an increase in cell signaling network and thus an activation or

repression of cellular responses due to the presence of the pollutants.

A decrease in transcript levels related to the GO slim terms ribosome, translation and
nucleic acid binding was observed. Recently in a previous work, we identified a reduction in
energy metabolism following B[a]P exposure and we proposed that the bacteria cells may
engage adaptive processes to manage stressful events. Microorganisms may thus engage
energy for adaptation mechanisms to ensure necessary physiological functions prior to
devoting resources to energy consumption for growth and multiplication (Murinova and
Dercova, 2014). Ribosome assembly and protein synthesis processes are major targets for a
large number of antibiotics (Hong et al., 2014; Wilson, 2009, 2014). This observation
potentially raises the hypothesis that POPs may act as antibiotics targeting the bacterial
translation apparatus. Interestingly, a >2-fold increase of 13 ARGs was observed in the
murine gut microbiome within 8 days of TCDD exposure (Stedtfeld et al., 2017). Among
these genes, some of them (multidrug resistant genes) were associated with resistance to
antibiotic targeting bacterial protein synthesis (aminoglycoside, glycylcycline, macrolide and

erythromycin).
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Rubredoxin coding genes have been found highly over expressed in PhIP and PAHs
samples and found specific (absence from the vehicle condition) for the HBCD sample. Rdxs
are essential electron transfer components of bacterial membrane-bound alkane hydroxylases
found in aerobic n-alkane degradation pathways (Ji et al., 2013; Nie et al., 2014; van Beilen et
al., 2002). However, in anaerobic organisms, Rdxs have been identified as crucial for
oxidative stress responses (reduction of oxygen or reactive oxygen species) (Hagelueken et

al., 2007).

Interestingly, an uncharacterized protein coding gene, identified as specific of the PhIP
and PAHs samples, was carrying the Toluene X Outer Membrane Transport family domain
(Kahng et al., 2000; Wang et al., 1995). This family includes in part, membrane proteins of
uncertain function that are involved in toluene catabolism and degradation of aromatic
hydrocarbons highlighting a potential metabolism of PhIP and PAHs compounds by the
human gut microbiota. Previous studies demonstrated that the gut microbiota was capable of
metabolizing these two chemical compounds and identified the 1-hydroxypyrene, 7-
hydroxybenzo[a]pyrene and PhIP-M1 as pyrene, benzo[a]pyrene and PhIP metabolites,

respectively (Fekry et al., 2016; Van de Wiele et al., 2005; Vanhaecke et al., 2006).

Gut microbial products play a major role in human health and disease (Lee and Hase,
2014). An imbalance of these compounds (mediated by an altered microbial activity) may,
first of all, directly or indirectly, impacts the gut environment. Furthermore, the microbial
metabolism of xenobiotics such as POPs has been demonstrated, leading to pollutant-derived
compounds whose toxicity remains unknown. We thus characterize the impact of a 4 hr
exposure of the FDS on the TC7 cell line. The induction of the necrotic and apoptotic

processes along with the release of inflammatory cytokines were measured.

The FDS did not induce specifically necrosis or apoptosis in TC7 cell line in these

experimental conditions. However, we observed that microbiota seems to limit the necrotic
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effect of PhIP, B[a]P and PAHs. Thus, microbiota for some pollutants could play a protective
role for host against toxic compounds. At this stage, it is not possible to precisely identify the
protective mechanism and discriminate between a potential pollutant degradation or
sequestration. No necrotic or apoptotic effects have been observed for the other pollutants in
our experimental conditions. We cannot exclude toxicity effects for prolonged contact period
and/or on other cellular types. Concerning inflammatory response, FDS from deltamethrin,
HBCD and PAHs samples induced a significant increase of IL-8 release. In this situation,
pollutants could induce a functional dysbiosis limiting the production of anti-inflammatory
metabolites or increasing pro-inflammatory metabolites. In contrary, we also observed that
microbiota in contact to pollutants like PhIP and B[a]P could slightly reduce IL-8 release. In
this case, microbiota could also play a protective role against inflammatory induction by
chemical compounds but as previously, we cannot determine the involved mechanisms
(pollutant degradation and/or sequestration, anti-inflammatory metabolites production).
Previous in vivo studies showed the establishment of a pro-inflammatory intestinal
environment following B[a]P exposure (Ajayi et al., 2016; Ribicre et al., 2016). B[a]P has
also been shown to potentiate murine intestinal inflammation caused by a high-fat diet (Khalil
et al, 2010). Chronic pollutant expositions may induce a progressive inflammatory
installation. To our knowledge, no data is available on inflammatory properties induced by
POPs on intestinal epithelial cells. However, aromatic chemicals have already been
characterized as triggering a pro-inflammatory response mediated by the aryl hydrocarbon
receptor (AhR) in different cell types (Henley et al., 2004; Pei et al., 2002; Tamaki et al.,
2004). The AhR is a cytosolic transcription factor activated by numerous environmental
hydrophobic chemicals leading to their metabolic clearance and detoxification. While the
AhR is often regarded as a xenobiotic receptor, it is becoming increasingly clear this receptor

exhibits activity influencing numerous endogenous functions, including immune function
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(Schiering et al., 2017; Stockinger et al., 2014). As an example, Kobayashi and colleagues
have shown that environmental exposure to TCDD, through binding to AhR, exacerbates
rheumatoid arthritis pathophysiology via the stimulation of the NF-xB and ERK signaling
pathways (Kobayashi et al., 2008). The rodent AhR homolog is known to bind TCDD and
PAHs with ~10-fold higher affinity than the human AhR (Ramadoss and Perdew, 2004).
These results highlight the functional disparities that may exist in rodent model systems

failing to accurately predict human AhR function in response to given ligands.

The intestinal epithelial cells are simultaneously exposed to, (i) gut microbiota-
generated metabolites, (ii) gut microbiota-generated metabolites issued from the presence of
the chemicals and (iii) the pollutant along with its potential degradation compound(s). This
result indicates that pollutant exposure risks, based primarily on human biotransformation
enzymes, may also take into account gut microbial processes leading to potential more or less
toxic compounds and/or microbial pro-inflammatory molecules. Depending of the pollutants,
intensity and contact frequency, microbiota could protect or contribute to the toxicity and
inflammation response of host cells. Each microbiota being unique its responses could also be

different face to contaminants and host susceptibility.

Finally, TNFa and IL-10 cytokines were not detected in any of the culture cell
supernatants. These two cytokines have already been detected in Caco-2 experiments,
however, immune cells (Hyun et al., 2015; Panja et al., 1995) and/or bacteria cells (Bahrami
et al., 2011; Jung et al., 1995; Parlesak et al., 2004) seem to be obligate partner to induce their
expression and release. Other experimental parameters such as cell differentiation and
incubation time must be taken into account as cytokine expression variates throughout these
parameters. As an example, general inflammatory response is higher in proliferating cells

compared to fully differentiated cells (Van De Walle et al., 2010; Zeller et al., 2015).
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CONCLUSION

The present work highlights for the first time the impact of a panel of POPs and
foodborne chemical families on the human gut microbiota functions. Potential protective or
inflammatory effects of this gut microbiota-pollutant interaction on the host gut environment
have been shown. We identified microbial volatiles and metabolic pathways that shifted after
chemical exposure leading to an imbalance of the microbial activity. We finally showed that
this gut microbiota-pollutant interplay may potentially lead to the establishment of a pro-
inflammatory state in the gut. Therefore, chemical exposure risk assessment, based primarily

on human biotransformation enzymes, might be underestimated.
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Abbreviations:

POP persistent organic pollutant

PAH polycyclic aromatic hydrocarbon
PCB polychlorobiphenyl

BFR brominated flame retardant

PCDD polychlorinated dibenzo-p-dioxin
HCA heterocyclic amine

TCDF 2,3,7,8-tetrachlorodibenzofuran
TCDD 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
B[a]P benzo[a]pyrene

DTT dichlorodiphenyltrichloroethane
DDD dichlorodiphenyl-dichlorophenylethane
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PhIP  2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine

PhIP-M1 7-hydroxy-5-methyl-3-phenyl-6,7,8,9-tetrahydropyrido[3°,2°:4,5]imidazo[ 1,2-
a]pyrimidin-5-ium chloride

a-HBCD a-hexabromocyclododecane
vy-HBCD y-hexabromocyclododecane

SPME-GC-MS solid phase micro extraction coupled to gas chromatography and mass
spectrometry

SRN systematic ratio normalization

FDS fermentation-derived supernatants

GO  gene ontology

CPM copies per million units

HUMAnNN2 HMP unified metabolic analysis network2
DMSO dimethyl sulfoxide

IL  interleukin

TNFa tumor necrosis factor alpha

DE  differentially expressed

Rdx rubredoxin

AhR aryl hydrocarbon receptor
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Figure 1: 3D projections of microbial volatolome patterns following pollutant exposures. The
projections were realized according to the 3 best ratios of volatile compounds selected by
linear discriminant analysis. The five replicates for each condition are shown. (A). Projection
of deltamethrin, PhIP, TCDD, B[a]P and HBCD volatolomes. Ratio 1: Disulfide, dimethyl- /
Heptane, 4-methyl-; Ratio 2: Cyanoacetic acid methyl ester / Unknown; Ratio 3: Ethyl
Acetate / Dimethyl trisulfide. (B). Projection of deltamethrin, PhIP and TCDD volatolomes.
Ratio 1: Butanoic acid, 3-methyl-, propyl ester / Dimethyl trisulfide; Ratio 2: Butanethioic
acid, S-methyl ester / 3-Pentanone, 2,2,4,4-tetramethyl-; Ratio 3: Pentanoic acid, 1-
methylethyl ester / Tetrasulfide, dimethyl-.
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represent GO slim terms, columns represent pollutant samples.
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Figure 5: Percentage of necrotic and apoptotic TC7 cells after 4 hr of FDS and microbiota-
free medium exposure. Values are shown as the mean of the three replicates + SEM.
Significant variations were assessed using the Mann-Whitney test (p-value < 0.05). mf:

microbiota-free.
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Figure 6: IL-8 release in the TC7 cell culture supernatants. TC7 cells were exposed to FDS
and microbiota-free medium for 4 hr. Values are shown as the mean of the three replicates +
SEM. Significant variations were assessed using the Mann-Whitney test (p-value < 0.05).
DMEM is a negative control for toxicity and inflammation to TC7 cells whereas DMSO 10%
and IL-1PB are positive controls for toxicity and inflammation to TC7 cells, respectively.

Vehicle 1: methanol; Vehicle 2: methanol:dichloromethane 1:1; mf: microbiota-free.
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Supplementary Figure 2: Transcript levels related to microbial GO slim terms that are up
and down regulated after the 24 hr of pollutant exposure. Variations are expressed as the log2
of the pollutant and the vehicle CPM abundances ratio (y-axis). GO slim terms are

represented on the x-axis.
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Supplementary Figure 3: Percentage of necrotic and apoptotic TC7 cells after 4 hr of FDS
exposure. Values are shown as the mean of the three replicates = SEM. Significant variations
were assessed using the Mann-Whitney test (p-value < 0.05). DMEM is a negative control for
toxicity and inflammation to TC7 cells whereas DMSO 10% and IL-1f are positive controls
for toxicity and inflammation to TC7 cells, respectively. Vehicle 1: methanol; Vehicle 2:

methanol:dichloromethane 1:1.
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Supplementary Table 1. Composition of the PAH mix 3 solution, proportion and PAH

characteristics.
PAHs proportion (%) aromatic rings molecular weight (g/mol)
Anthracene 1,3 3 178,23
Phenanthrene 1,3 3 178,23
Benz[a]anthracene 1,3 4 228,29
Chrysene 1,3 4 228,29
Fluoranthene 1,3 4 202,25
Pyrene 1,3 4 202,25
Benzo[b]fluoranthene 1,3 5 252,31
Benzo[k]fluoranthene 1,3 5 252,31
Benzo[a]pyrene 1,3 5 252,31
Indeno[1,2,3-cd]pyrene 1,3 6 276,34
Fluorene 2,6 3 166,22
Dibenz[a, h]anthracene 2,6 5 278,35
Benzo[ghi]perylene 2,6 6 276,33
1-Methylnaphthalene 13,2 2 142,20
2-Methylnaphthalene 13,2 2 142,20
Naphthalene 13,2 2 128,17
Acenaphthene 13,2 3 154,21
Acenaphthylene 26,3 3 152,20







Supplementary Table 2: Volatile metabolites detected in the fecal microbiota volatolome as

significantly altered by the pollutants.

3

Ratio (Pollutant/Vehicle)

Volatile metabolite m/z LRI ID

Deltamethrin ~ PhIP TCDD HBCD B[a]P PAHs
Sulfur compounds
Methanethiol 47 <500 a,b 1,3
Carbon disulfide 76 <600 ab _
Dimethyl sulfide 62 <600 a,b 2,84
Dimethyl disulfide 94 748 a,b 1,69 2,07 2,14 2,02
Disulfide, methyl propyl 122 940 a,b 1,49 1,76 1,71 1,7
Dimethyl trisulfide 126 983 a,b 1,78 2,39
Thiazole compound 126 1116 a 1,51 1,4
Tetrasulfide, dimethyl 79 1243 ab 3,68 621 2,53
Thioesters
S-Methyl thiobutanoate 71 892 a 1,42 1,58 1,65 1,43
S-Methyl 3-methylbutanethioate 85 945 a,b 1,28 1,31 1,46 1,32
Phenols
Phenol 94 983 a,b 1,66 2,35
Phenol, 4-methyl- 105 1076 a,b 1,3
Aldehydes
Butanal, 3-methyl- 58 655 a,b 0,68
nonanal 98 1107 a,b 1,57
Esters
Acetic acid, methyl ester 74 <600 a,b 0,67
Acetic acid, ethyl ester 61 611 a,b 0,6
Acetic acid, propyl ester 61 712 a,b 0,57
Propanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester 71 757 a,b 0,64
Acetic acid, butyl ester 56 813 a,b 0,64
Butanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester 102 849 a,b 0,6
Butanoic acid, 3-methyl-, ethyl ester 88 853 a,b 0,68
Propanoic acid, 2-methyl-, propyl ester 89 855 a,b 0,65
Acetic acid, 3-methylbutyl ester 70 875 a,b 0,56 0,54
Acetic acid, 2-methylbutyl ester 70 877 a,b 0,6 0,54
Cyanoacetic acid methyl ester 68 882 a 0,61 0,64
Pentanoic acid, ethyl ester 85 899 a,b 0,87
Acetic acid, pentyl ester 70 911 a,b 0,59
Pentanoic acid, 1-methylethyl ester 103 937 a 0,77
Butanoic acid, 3-methyl-, propyl ester 103 949 a,b 0,62
Heptanoic acid, methyl ester 74 996 a 0,58
Acetic acid, hexyl ester 56 1009 a,b 0,58
Butanoic acid, 2-ethyl-, 2-methylpropyl ester 99 1098 a,b 1,47 1,71
Benzoic acid, methyl ester 105 1104 a,b 0,86 1,51
Benzeneacetic acid, methyl ester 91 1182 a,b 0,76 0,76 1,65
Benzeneacetic acid, ethyl ester 91 1249 a,b 1,46
Acetic acid, 2-phenylethyl ester 104 1262 a,b 0,56
Benzenepropanoic acid, methyl ester 104 1283 a,b 0,57
phenylacetic acid propyl ester 91 1345 a,b 2,86
Undecanoic acid, methyl ester 74 1386 a,b 2,47
Tridecanoic acid, methyl ester 71 1595 a,b 1,56 1,69
1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-methylpropyl) ester 149 >1800 a 2,57
Ketones
acetone 45 <500 a 0,82
2-Pentanone, 4-methyl- 58 739 a,b 0,62
2-Pentanone, 3-methyl- 72 752 a,b 0,63
2-Heptanone, 4-methyl- 58 938 a,b 0,67
3-Pentanone, 2,2,4,4-tetramethyl- 85 939 a,b 0,52 0,56 0,53 0,63
1-Octen-3-one 70 978 a,b 1,33
3-octanone 57 986 ab 1,25
2-Octanone 58 990 ab 0,81 0,82 0,87 0,84
2-Methoxyacetophenone 135 1132 a 0,91
2-Decanone 58 1163 a,b 0,77
Methylacetophenone 119 1198 a,b 1,61







Ratio (Pollutant/Vehicle)

Volatile metabolite m/z LRI 1D
Deltamethrin PhIP TCDD HBCD B[a]P PAHs

Alcohols
1-Butanol 56 660 a,b 0,86
Aromatic compounds
Benzene 78 661 a,b 0,83
Furan, 2-pentyl- 81 992 a,b 0,5 0,42 0,53
Cymene isomere 119 1033 a,b 0,52
Limonene 68 1038 a,b 0,37 0,47
Benzene, 1-methyl-3-(1-methylethenyl)- 117 1099 a,b 0,51
indole 117 1308 a,b 1,97
2-(3-Methylbutyl)-3,5-dimethylpyrazine 122 1318 a 1,52
3-methylindole 130 1405 a,b 1,53
Acids
Propanoic acid, 2-methyl- 73 752 a,b 0,64
butanoic acid 60 815 a,b 0,83
Butanoic acid, 2-methyl- 74 861 a,b 0,68
Pentanoic acid 60 887 a,b 0,87
4-Methylhexanoic acid 71 1036 a 0,83
Hydrocarbons
2-butene 41 <500 a 0,63
1,3-Pentadiene 67 <600 a 0,74
Heptane, 4-methyl- 114 765 ab | o1 0,37
1,3-Octadiene 110 829 a,b 0,73 0,76
2,4-Dimethyl-1-heptene 83 841 a,b 0,46
Ethers
Propane, 2-ethoxy-2-methyl- 87 617 a,b -
Unknown
Unknown 57 <600 _
Unknown 73 <600 0,37
Unknown 59 610 0,61
Unknown 73 639
Unknown 58 664 0,71
Unknown 55 749 0,71
Unknown 113 764 0,51
Unknown 83 831 0,33
Unknown 60 854 0,69
Unknown 91 875 0,38 0,38 0,36
Unknown 93 942 0,33
Unknown 103 945 0,67
Unknown 121 1008 0,56 0,64
Unknown 71 1014 0,83
Unknown 85 1027 0,7 0,75
Unknown 111 1044 0,8
Unknown 85 1103 0,63
Unknown 149 1160 0,64
Unknown 57 1200 0,63
Unknown 122 1204 0,76
Unknown 93 1208 0,76 1,22
Unknown 73 1452
Unknown 129 1479 1,24
Total 19 20 16 14 18 53

! Mass fragment used for peak area determination

? Linear retention index on a RTX-5MS capillary column

3 Tentative identification based on (a) mass spectrum, (b) linear retention index from the literature
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Supplementary Table 4 : Relative abundances (CPM) of the genes specifically induced by the pollutants (not

expressed in the vehicle samples), Only genes shared by at least two pollutants (n > 2) are represented in the table.

Gene ID TCDD Deltamethrin HBCD PhIP B[a]P PAHs n Function
UniRef50_R7EHV5 39,35 23,78 50,16 46,65 27,25 152,51 6 0
UniRef50_R6DEK6 10,43 12,25 17,53 25,82 13,22 0,00 5 0
UniRef50_UPIO003B516BB 11,87 12,72 0,00 53,60 11,34 44,86 5  ATPase AAA
UniRef50_E1WR09 26,77 29,77 34,82 46,67 43,59 0,00 5 0
UniRef50_A6L772 21,39 22,18 28,22 28,62 10,11 0,00 5 0
UniRef50_D1K7M6 0,00 12,39 215,15 112,75 174,48 0,00 4 0
UniRef50_A7V9C4 0,00 71,06 17,51 90,86 84,78 0,00 4 0
UniRef50_J9G429 74,09 0,00 41,12 48,92 51,80 0,00 4 0
UniRef50_R6XCLO 13,36 53,11 28,36 0,00 10,84 0,00 4 ATP synthase delta epsilon subunit beta sandwich domain protein
UniRef50_A7V6N1 39,02 27,93 51,48 330,33 0,00 0,00 4 0
UniRef50_R6R584 20,19 23,20 17,50 52,56 0,00 0,00 4 0
UniRef50_19QBUO 34,51 68,65 10,85 30,45 0,00 0,00 4 0
UniRef50_Q8A9V0 95,07 14,11 13,67 10,32 0,00 0,00 4 ATP synthase subunit ¢
UniRef50_A7VOX1 47,82 58,54 0,00 0,00 915,01 267,44 4 0
UniRef50_Q8A690 0,00 10,13 11,56 20,53 0,00 19,92 4 0
UniRef50_R6DP28 0,00 10,89 12,49 38,44 0,00 13,29 4 0
UniRef50_A7M192 74,14 64,04 41,57 0,00 38,11 0,00 4 0
UniRef50_R7EJP6 16,20 21,67 21,76 0,00 28,89 0,00 4 0
UniRef50_Q8A8N1 16,98 20,42 14,29 0,00 12,11 0,00 4 0
UniRef50_D1B006 20,83 11,00 17,60 28,40 0,00 0,00 4 Response regulator receiver
UniRef50_A7V4H1 0,00 30,44 17,35 0,00 0,00 111,43 3 0
UniRef50_R5U9G9 0,00 29,68 11,17 0,00 0,00 31,79 3 6 carboxy 5,6,7,8 tetrahydropterin synthase
UniRef50_R6JL68 39,26 0,00 0,00 0,00 34,14 15,60 3 0
UniRef50_A7VA37 0,00 0,00 63,10 150,33 100,04 0,00 3 0
UniRef50_R7ERJ2 38,79 190,26 0,00 0,00 31,43 0,00 3 0
UniRef50_S3YK21 0,00 27,18 18,03 0,00 28,46 0,00 3 0
UniRef50_D6D403 21,40 0,00 18,74 0,00 25,33 0,00 3 Predicted ATPase
UniRef50_E5SVEA9 0,00 0,00 10,33 14,87 17,21 0,00 3 0
UniRef50_R6KNVO 12,68 61,34 0,00 0,00 12,62 0,00 3 Thioredoxin
UniRef50_R7JOE4 20,04 10,34 0,00 0,00 11,56 0,00 3 0
UniRef50_I9T6H3 0,00 67,50 0,00 26,94 10,83 0,00 3 0
UniRef50_R7NR20 0,00 10,19 25,55 0,00 10,64 0,00 3 0
UniRef50_R7DK08 0,00 15,08 11,69 38,39 0,00 0,00 3 0
UniRef50_I8WIF5 0,00 11,53 19,98 30,75 0,00 0,00 3 0
UniRef50_A6LB18 14,09 0,00 34,79 28,74 0,00 0,00 3 0
UniRef50_E4VDP5 0,00 12,00 12,15 10,65 0,00 0,00 3 0
UniRef50_E6SVF3 11,56 44,66 49,22 0,00 0,00 0,00 3 0
UniRef50_R6C381 18,54 10,07 25,94 0,00 0,00 0,00 3 Protease prtH
UniRef50_D2FOM4 14,61 12,84 14,87 0,00 0,00 0,00 3 0
UniRef50_A7UY33 0,00 0,00 16,93 0,00 19,82 60,78 3 0
UniRef50_U2CQQ3 10,44 0,00 0,00 13,80 0,00 26,25 3 0
UniRef50_K1SS20 0,00 0,00 0,00 42,25 14,43 13,59 3 Protein containing Clp ATPase
UniRef50_R6T4A9 36,33 17,26 0,00 0,00 86,85 0,00 3 0
UniRef50_R9HFL7 0,00 10,76 0,00 314,07 28,10 0,00 3 0
UniRef50_C3Q3W7 17,46 0,00 10,06 0,00 27,98 0,00 3 0
UniRef50_G1UKN1 0,00 31,71 48,89 0,00 25,48 0,00 3 0
UniRef50_C3QS03 33,16 0,00 15,01 0,00 24,66 0,00 3 0
UniRef50_U2R7C3 0,00 0,00 26,88 40,02 17,25 0,00 3 0
UniRef50_C3QNK7 0,00 20,16 24,68 0,00 15,80 0,00 3 0
UniRef50_I8Z3T0 14,27 0,00 0,00 12,33 11,71 0,00 3 0
UniRef50_A7I13K1 0,00 18,56 15,68 0,00 10,44 0,00 3 Transformation system protein
UniRef50_S3XFD1 0,00 11,89 21,00 19,61 0,00 0,00 3 0
UniRef50_UPI000361638B 0,00 13,94 11,97 14,55 0,00 0,00 3 hypothetical protein
UniRef50_R6J9L3 0,00 11,42 16,32 13,19 0,00 0,00 3 0
UniRef50_R9HWK2 11,77 12,48 11,38 0,00 0,00 0,00 3 0
UniRef50_A8FKN5 0,00 0,00 21,69 0,00 0,00 433,68 2 50S ribosomal protein L28
UniRef50_R7ENG3 0,00 28,19 0,00 0,00 0,00 81,47 2 0
UniRef50_C3QNF5 0,00 16,29 0,00 0,00 0,00 27,71 2 0
UniRef50_R6XRK4 40,08 0,00 0,00 0,00 0,00 25,91 2 0
UniRef50_A7UZP3 72,34 0,00 0,00 0,00 50,01 0,00 2 0
UniRef50_C3Q0TO 0,00 0,00 15,46 0,00 47,59 0,00 2 0
UniRef50_C3QMR9 0,00 0,00 57,84 0,00 25,90 0,00 2 0
UniRef50_A7LXE8 0,00 14,64 0,00 0,00 22,09 0,00 2 0
UniRef50_R6RYX7 0,00 0,00 10,56 0,00 21,95 0,00 2 0
UniRef50_R7N8L8 19,47 0,00 0,00 0,00 19,82 0,00 2 0
UniRef50_D1JYAS 0,00 31,06 0,00 0,00 18,55 0,00 2 0
UniRef50_C3PYTO 21,70 0,00 0,00 0,00 17,29 0,00 2 0
UniRef50_U5QAC3 0,00 0,00 0,00 26,27 13,84 0,00 2 XRE Family Transcriptional Regulator
UniRef50_19QQ11 0,00 27,61 0,00 17,13 0,00 0,00 2 0
UniRef50_C6Z9T9 13,59 0,00 0,00 10,67 0,00 0,00 2 0
UniRef50_R7EP71 194,66 0,00 138,83 0,00 0,00 0,00 2 0
UniRef50_A7LQNO 17,93 0,00 50,48 0,00 0,00 0,00 2 0
UniRef50_Q8ABX4 11,25 47,20 0,00 0,00 0,00 0,00 2 0
UniRef50_A7V476 16,28 12,68 0,00 0,00 0,00 0,00 2 0
UniRef50_W6NMGO 0,00 0,00 0,00 352,27 0,00 393,00 2 0
UniRef50_UPIO0046AB6B9 0,00 0,00 0,00 51562 0,00 338,23 2 hypothetical protein
UniRef50_R5K1C5 0,00 0,00 0,00 16,13 0,00 94,48 2 0
UniRef50_J9GEZ5 0,00 0,00 0,00 111,14 0,00 56,92 2 0
UniRef50_I8VVB9 0,00 0,00 0,00 26,90 0,00 54,57 2 0
UniRef50_UPIO003A8B9B4 0,00 0,00 0,00 13,20 0,00 44,20 2 transcriptional regulator
UniRef50_R6DELS 0,00 0,00 0,00 97,64 0,00 42,85 2 0






UniRef50_R6RY56 0,00 0,00 0,00 51,04 0,00 37,85 2 0

UniRef50_K6BCU8 0,00 0,00 0,00 20,00 0,00 36,04 2 0

UniRef50_W4PFZ8 0,00 0,00 0,00 27,84 0,00 34,90 2 Similar to glycogen synthase
UniRef50_E4VRP1 0,00 0,00 0,00 10,92 0,00 33,56 2 Toxin antitoxin system, antitoxin component, Xre domain protein
UniRef50_U2B9L2 14,50 0,00 0,00 0,00 0,00 30,71 2 0

UniRef50_J9F6U4 0,00 0,00 0,00 36,44 0,00 30,67 2 Transposase
UniRef50_U2DIO08 0,00 16,82 0,00 0,00 0,00 29,04 2 0

UniRef50_B3JI139 0,00 0,00 0,00 26,25 0,00 28,08 2 0

UniRef50_W6P356 0,00 0,00 0,00 27,95 0,00 27,65 2 0

UniRef50_A7LQE7 0,00 0,00 0,00 26,56 0,00 25,14 2 0
UniRef50_UPI000474161C 43,03 0,00 0,00 0,00 0,00 24,99 2 lysis protein E, partial
UniRef50_A7LYL1 0,00 0,00 0,00 16,32 0,00 23,24 2 0

UniRef50_E2NIX9 0,00 0,00 0,00 20,93 0,00 22,76 2 0

UniRef50_AOA015V969 0,00 13,55 0,00 0,00 0,00 21,23 2 0

UniRef50_AOA016HZG3 0,00 0,00 0,00 29,01 0,00 21,14 2 0
UniRef50_UPIO0046A3D72 0,00 0,00 0,00 51,27 0,00 20,18 2 toxin

UniRef50_A1ZPL8 0,00 0,00 0,00 21,35 0,00 18,38 2 0

UniRef50_S3XPY6 0,00 0,00 0,00 12,66 0,00 16,98 2 0

UniRef50_D6CWC7 0,00 0,00 13,71 0,00 0,00 16,93 2 0

UniRef50_W4P636 0,00 0,00 0,00 17,41 0,00 16,72 2 Fructose 1,6 bisphosphatase
UniRef50_R5MK88 0,00 0,00 0,00 11,06 0,00 16,72 2 0
UniRef50_UPI000476247B 0,00 0,00 0,00 13,14 0,00 16,36 2 RNA binding protein
UniRef50_A7LTD2 0,00 0,00 0,00 11,13 0,00 16,17 2 0

UniRef50_R5JGM1 0,00 0,00 0,00 14,19 0,00 16,16 2 0

UniRef50_K9E5U9 0,00 0,00 0,00 26,91 0,00 15,83 2 0

UniRef50_C3QTB7 0,00 0,00 0,00 15,16 0,00 15,02 2 Virulence associated protein D conserved region (Fragment)
UniRef50_Q8A268 0,00 0,00 0,00 19,23 0,00 14,62 2 0

UniRef50_A71284 0,00 0,00 0,00 0,00 12,59 14,15 2 0

UniRef50_J9D3TO 0,00 0,00 0,00 10,41 0,00 13,03 2 0

UniRef50_K1TBM1 0,00 0,00 0,00 27,91 0,00 12,97 2 Protein containing DUF140
UniRef50_R5KSU4 0,00 0,00 0,00 33,17 0,00 12,51 2 0

UniRef50_R6K4B4 0,00 0,00 0,00 10,17 0,00 11,73 2 0

UniRef50_W0T974 0,00 0,00 0,00 10,97 0,00 11,19 2 0

UniRef50_W4PM36 0,00 0,00 0,00 45,60 0,00 10,78 2 ADP heptose
UniRef50_A9KD32 0,00 0,00 0,00 13,69 35,70 0,00 2 30S ribosomal protein S10
UniRef50_A7M5J5 0,00 0,00 29,82 0,00 30,88 0,00 2 0

UniRef50_R6HZ23 0,00 0,00 10,06 0,00 29,16 0,00 2 0

UniRef50_D1K4S3 0,00 0,00 0,00 36,57 28,13 0,00 2 0

UniRef50_R5TTZ5 0,00 15,06 0,00 0,00 19,86 0,00 2 Phosphocarrier protein HPr
UniRef50_W6PD11 16,93 0,00 0,00 0,00 18,96 0,00 2 Probable truncated transposase
UniRef50_U5Y126 0,00 25,01 0,00 0,00 15,75 0,00 2 0

UniRef50_Q7VJ75 0,00 0,00 19,83 0,00 15,57 0,00 2 50S ribosomal protein L33
UniRef50_A7V0A1 0,00 0,00 14,17 0,00 15,57 0,00 2 0

UniRef50_A7ZFZ1 0,00 44,77 0,00 0,00 11,78 0,00 2 Translation initiation factor IF 1
UniRef50_K4ZID4 0,00 10,28 0,00 0,00 10,46 0,00 2 0

UniRef50_BONB82 0,00 0,00 0,00 16,11 10,26 0,00 2 0

UniRef50_I9R8F8 22,39 0,00 0,00 96,22 0,00 0,00 2 0

UniRef50_AS5ZEX7 0,00 0,00 3509 76,59 0,00 0,00 2 0

UniRef50_AOA015PF56 0,00 12,08 0,00 56,91 0,00 0,00 2 NigD like family protein
UniRef50_A7VOH4 24,33 0,00 0,00 48,32 0,00 0,00 2 0

UniRef50_C3QTH1 0,00 0,00 138,83 43,62 0,00 0,00 2 0

UniRef50_Q5L8B7 96,96 0,00 0,00 43,57 0,00 0,00 2 50S ribosomal protein L29
UniRef50_W4PJAO 0,00 18,34 0,00 32,21 0,00 0,00 2 Ferritin like protein 2
UniRef50_R5USR2 0,00 0,00 13,03 30,08 0,00 0,00 2 0

UniRef50_I9TWR6 0,00 0,00 13,52 25,53 0,00 0,00 2 0

UniRef50_A7HOB6 19,13 0,00 0,00 23,33 0,00 0,00 2 Conserved domain protein
UniRef50_18VI90 0,00 0,00 14,38 20,82 0,00 0,00 2 0

UniRef50_Q8A4D8 0,00 0,00 2580 18,16 0,00 0,00 2 0

UniRef50_R7NXX0 10,32 0,00 0,00 17,80 0,00 0,00 2 0

UniRef50_B9KFWO 0,00 12,49 0,00 17,13 0,00 0,00 2 DNA directed RNA polymerase subunit omega
UniRef50_R7KP04 0,00 0,00 13,94 16,49 0,00 0,00 2 0

UniRef50_C3Q3D7 28,17 0,00 0,00 14,55 0,00 0,00 2 0

UniRef50_B5U1Z0 0,00 10,97 0,00 14,31 0,00 0,00 2 0

UniRef50_AOA016AXU6 0,00 0,00 13,95 13,95 0,00 0,00 2 0

UniRef50_R7NW82 23,49 0,00 0,00 13,95 0,00 0,00 2 0

UniRef50_A7UY13 0,00 0,00 47,99 12,88 0,00 0,00 2 0

UniRef50_B7AI126 12,64 0,00 0,00 11,56 0,00 0,00 2 0

UniRef50_C3PZW?7 11,56 0,00 0,00 10,17 0,00 0,00 2 0

UniRef50_R9HTY4 30,97 0,00 40,83 0,00 0,00 0,00 2 0

UniRef50_Q30NU1 0,00 11,91 33,49 0,00 0,00 0,00 2 Protein translocase subunit secG
UniRef50_D7J8F7 0,00 31,71 33,05 0,00 0,00 0,00 2 0

UniRef50_A7V4D5 48,67 0,00 32,66 0,00 0,00 0,00 2 0

UniRef50_D1K9F1 0,00 95,13 28,86 0,00 0,00 0,00 2 0

UniRef50_R7HPH6 18,17 0,00 24,79 0,00 0,00 0,00 2 0

UniRef50_D6D7R2 30,98 0,00 15,37 0,00 0,00 0,00 2 Helix turn helix
UniRef50_C3QPL3 13,90 0,00 14,77 0,00 0,00 0,00 2 0

UniRef50_C9LML2 0,00 10,60 14,15 0,00 0,00 0,00 2 0
UniRef50_UPI0003755F11 10,32 0,00 13,57 0,00 0,00 0,00 2 hypothetical protein
UniRef50_D1K220 13,10 0,00 12,62 0,00 0,00 0,00 2 0

UniRef50_R6JFM2 0,00 11,53 11,77 0,00 0,00 0,00 2 0

UniRef50_A7LUI9 10,11 19,88 0,00 0,00 0,00 0,00 2 0

UniRef50_W6P1J9 10,99 14,04 0,00 0,00 0,00 0,00 2 0

UniRef50_R6TGQ5 12,46 10,28 0,00 0,00 0,00 0,00 2 0






Travaux expérimentaux_Article n°2

2.4. Conclusion et perspectives

Ces travaux ont mis en évidence une modification de ’activité du microbiote intestinal
humain par diverses familles de polluants chimiques alimentaires. Les changements induits,
observés au niveau de la régulation des geénes et de la production de composés volatils
microbiens, ont ¢ét¢ mis en évidence des 24h apres 1’exposition. La encore, des études
d’exposition chronique en systéme de fermenteur continu, permettraient de mettre en
évidence une évolution de I’activité microbienne allant potentiellement vers une accentuation

des changements de I’activité ou vers une résilience fonctionnelle du microbiote intestinal.

L’étude volatolomique a mis en évidence une augmentation des composés soufrés
suite a I’exposition du microbiote intestinal aux polluants. La réponse de I’hdte, induite par la
présence de ces composés soufrés, pourrait notamment étre évaluée en modele animal pour
comprendre leurs roles dans le métabolisme et la physiologie de I’organisme. Les modeles
animaux permettraient également de confirmer ou non les effets pro-inflammatoires des
métabolites issus de I’interaction polluant-microbiote mis en évidence dans nos conditions in
vitro de culture cellulaire. Les travaux réalisés par Ribicre et al., ont notamment montré
qu’une exposition au B[a]P en mod¢le murin pendant 28 jours, conduisait a I’établissement
d’une inflammation modérée de la muqueuse iléale et colique (Ribicre et al., 2016).
L’utilisation de modeles murins axéniques serait également pertinente pour appréhender le

role de I’interaction polluant-microbiote sur I’homéostasie de I’hote.

En modele in vitro, les tests de cytotoxicité et d’inflammation développés dans notre
étude, pourraient étre réalisés sur d’autres lignées cellulaires intestinales, sur un temps plus
long d’exposition ou encore en co-culture avec des cellules de I’immunité pour se rapprocher

au plus pres des conditions physiologiques rencontrées chez 1’hote.

Enfin, les polluants (excepté les HAPs) ont été utilisés séparément afin de discriminer
les mécanismes d’action de chaque famille. Cependant, I’Homme est exposé continuellement
a de nombreuses familles de composés, et ce de maniere simultanée. Ainsi 1’étude d’un
mélange de polluants permettrait de mettre en évidence de potentiels effets synergiques ou

antagonistes sur les fonctions du microbiote intestinal.
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L’Homme est exposé¢ a une myriade de molécules chimiques issues d’activités
anthropiques (e.g. industrie, transports, agriculture, transformation des aliments) et naturelles
(e.g. feu de forét, volcanisme). L’industrialisation de notre société, qui s’est accélérée au
cours du XX®™ siécle, a notamment conduit a la production d’une grande diversité de
molécules chimiques potentiellement toxiques pouvant étre déversées accidentellement ou
non dans I’environnement. Depuis les années 70-80, la production des molécules chimiques
résultant de ces activités industrielles a fortement été réduite par 1’interdiction de certains
produits ainsi que par la modification de certains procédés technologiques. Pourtant, de par
leurs propriétés physico-chimiques, ces molécules polluantes persistent dans I’environnement
et peuvent encore y étre distribuées entre autre par le mauvais entretien des décharges, le
déversement illégal ou inapproprié des déchets. Ces molécules polluantes contaminent tous
les écosystemes (eau, terre, air), s’accumulent dans les tissus vivants au cours de la production

végétale et animale, et se retrouvent, a terme, transférées dans les produits alimentaires.

Ces dernicres années, une attention particuliére a été portée aux POPs puisqu’ils sont
un des nombreux facteurs pouvant participer a la hausse des cas d’obésité, de diabéte et de
certaines maladies auto-immunes et troubles neurologiques dans le monde (Jin et al., 2014;
Neel and Sargis, 2011). Par ailleurs, des études épidémiologiques ont notamment montré que
I’incidence de pathologies digestives, comme les MICI ou les CCR, apparait plus élevée dans
les zones urbaines ou 1’exposition aux polluants est plus importante (Bishehsari et al., 2014;

Kaplan et al., 2010).

Etant donné que I'exposition aux POPs et aux produits chimiques d'origine alimentaire
se produit principalement via l'alimentation, le TGI et le microbiote intestinal sont
perpétuellement exposés a ces composés. Le microbiote intestinal joue un role clé dans le
maintien de I’homéostasie du TGI, en réalisant des fonctions métaboliques, immunologiques
et structurales, essentielles a la physiologie de son hote. Il posseéde un répertoire métabolique
extensif, spécifique mais complémentaire des activités enzymatiques de I’hote. Pres de 40%
des petites molécules retrouvées dans le sang sont issues du métabolisme microbien (Saad et
al., 2012). Ces molécules sont donc assimilables par I’hdte et peuvent ainsi étre utilisées pour
son propre métabolisme. Il n’est donc pas surprenant de retrouver des altérations de la
structure du microbiote intestinal associées a un état pathologique chronique de 1’héte (Lynch
and Pedersen, 2016). Ces pathologies ne se limitent pas a I’environnement digestif mais
touchent 1’ensemble de I’organisme. Le role de 1’alimentation et d’autres facteurs

environnementaux tels que la prise de molécules pharmacologiques dans la modulation de la
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composition et de I’activité¢ métabolique du microbiote intestinal est reconnu (Conlon and
Bird, 2015; Heinritz et al., 2016; Koropatkin and Martens, 2017; Maurice et al., 2013). Plus
récemment, I’exposition du microbiote intestinal a des contaminants alimentaires (e.g. métaux
lourds, nanoparticules, additifs alimentaires, POPs) a également montré induire des
perturbations du microbiote pouvant conduire a une altération de 1’homéostasie intestinale

(Jin et al., 2017).

Les travaux menés au cours de cette thése ont eu pour objectif d’étudier I’impact de
POPs et de contaminants néoformés dans les aliments sur le microbiote intestinal humain en
modele in vitro. Les contaminants inclus dans ce travail sont représentatifs des principales
familles retrouvées dans [’alimentation: les dioxines, les RFBs, les pesticides
(pyréthrinoides), les AHs et les HAPs. Pour la premiere fois, une exposition aigiie de B[a]P
sur le microbiote fécal humain a été initiée. Dans nos conditions expérimentales, bien que le
polluant n’ait pas induit de changement significatif de la structure du microbiote, I’activité
microbienne a été modifiée indiquant une rapide déviation du métabolisme microbien en
réponse a la présence du polluant. Ainsi, I’étude de I’impact de six classes de contaminants
chimiques sur [D’activit¢ du microbiote fécal humain a ¢été initiée et les propriétés
inflammatoires des métabolites issus de I’interaction polluant-microbiote ont été évaluées sur
une lignée cellulaire intestinale. La encore, une altération de 1’activité microbienne a été
observée dans le niveau d’expression des genes ainsi que dans le profil du volatolome
microbien. Des composés volatils marqueurs de 1’exposition aux polluants ont pu étre
identifiés. Enfin, nous avons montré que les métabolites issus de I’interaction polluant-
microbiote meénent potentiellement a 1’établissement d’un état pro-inflammatoire au niveau du

tractus digestif.
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Discussion & Perspectives

Les résultats obtenus tout au long de cette thése ouvrent de nombreuses perspectives de
travail dans 1’étude de I’interaction des contaminants chimiques alimentaires avec le
microbiote intestinal. Cette partie de la rédaction permet donc de discuter des modeles

d’études ainsi que des axes de recherche qui peuvent faire suite a ce travail de thése.

1. Modeles d’étude de ’interaction polluant-microbiote intestinal

1.1. Les modéles in vitro

Le choix du modele d’étude du microbiote intestinal est 1ié aux questions scientifiques
posées et doit prendre en compte les avantages et les inconvénients inhérents a chaque
systéme. Pour des raisons éthiques évidentes, les études menées sur I’interaction de polluants
chimiques avec le microbiote intestinal sont impossibles chez I’Homme. A ce jour, les seules
¢tudes in vitro disponibles ont étudié la biodisponibilit¢ des HAPs pour le métabolisme
microbien (Laird et al., 2007; Van de Wiele et al., 2004b) et ont démontré les capacités de
dégradation des HAPs du microbiote intestinal humain, sans mettre en évidence I’impact des
polluants sur la communauté microbienne (Van de Wiele et al., 2004a, 2005). Ainsi, nos
travaux ont été conduits en modeles in vitro, en systetme batch, afin de cribler I’impact de
diverses familles de polluants sur la structure et les fonctions du microbiote intestinal de
I’Homme. Les mode¢les in vitro sont une alternative aux mode¢les animaux et représentent une
plateforme technologique innovante essayant de mimer au plus pres le tractus digestif humain.
La complexité des modeles s’étend de systemes de type batch (systeme fermé, statique) a des
systémes en flux continu (systéeme dynamique) a plusieurs compartiments (Payne et al., 2012).
L’utilisation de systémes in vitro de fermentation, développés au sein du laboratoire,
permettent d’examiner les effets directs d’une exposition aux polluants sur les structures et

fonctions du microbiote intestinal humain.

Du fait de I’appauvrissement en nutriments, de 1’accumulation des métabolites microbiens
ainsi que de I’acidification non contr6lée du milieu, le systéme batch est utilisé sur une courte
période (24-48h). Cependant, son faible colt, son haut débit ainsi que sa simplicité
d’exécution font de ce systéme un modele d’étude privilégié précédant l’utilisation de
modeles plus complexes. Les modeles de fermentation continue, a un ou plusieurs
compartiments, permettent quant a eux, d’effectuer des études sur le long terme par I’entrée et
la sortic des substrats et métabolites (Berner et al., 2013; Feria-Gervasio et al., 2014;
Maikivuokko et al., 2006). Ces systémes offrent un environnement plus proche des conditions

physico-chimiques coliques que les systemes fermés (efflux constant des nutriments, des
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déchets métaboliques et des gaz, contrdle du pH, du potentiel d’oxydoréduction). Ces modeles
de fermentation ont notamment été utilisés pour 1’étude du métabolisme des archées
méthanogeénes au sein du microbiote fécal humain ou encore pour le crible de différentes
méthodes de préservations du microbiote fécal (Gaci et al., 2017; Tottey et al., 2015). Dans ce
cadre, des travaux ont été initiés au sein du laboratoire en modéle de fermentation continu
(Mini Bioreactor Applikon®) pour étudier les effets d’une exposition chronique du B[a]P sur
le microbiote fécal de I’Homme. Parallélement a cette exposition chronique, une exposition
en systeme batch de 24h est réalisée a partir de la méme suspension fécale afin de comparer

les potentielles perturbations de la communauté microbienne dans les deux systémes.

Les expositions chroniques en modeles continus ouvrent de nouvelles perspectives
d’études dans I’interaction des xénobiotiques avec le microbiote intestinal. Notamment, des
cinétiques de fermentation pourraient étre effectuées pour le dosage de potentiels produits de
dégradation des contaminants (Koppel et al., 2017) ou encore pour mettre en évidence la mise
en place de mécanismes d’adaptation pouvant aboutir a une résilience fonctionnelle ou
structurale des communautés microbiennes aprés exposition (Sommer et al.,, 2017).
L’utilisation de systémes dynamiques a plusieurs compartiments permettrait de se rapprocher
un peu plus des conditions physiologiques coliques notamment par la prise en compte de la
présence de mucus comme retrouvé dans le modele M-SHIME (Van den Abbeele et al.,
2012). Ce modele présente des microspheres enrobées de mucine permettant le maintien et la
croissance des bactéries adhérentes au mucus. En utilisant les propriétés de ce systéme, nous
pourrions ainsi évaluer I’impact de la présence de mucus sur le microbiote fécal apres
exposition aux polluants. Enfin, ’Homme est exposé a diverses familles de polluants, ainsi,
les microbiotes pourraient également Etre expos€s a des mélanges de contaminants pour
mettre en évidence de potentiels effets synergiques, additifs ou antagonistes (Liess et al.,

2016; Mauderly and Samet, 2009; Piggott et al., 2015).

1.2. Les modé¢les in vivo

Les modéeles animaux monogastriques se rapprochent du systeme digestif humain
puisqu’ils prennent en compte 1’organisme en entier, incluant les processus endocriniens,
immunologiques, le réle des cellules de 1’hote et du microbiote (Venema and van den
Abbeele, 2013). Ces modeles comportent de nombreux avantages comme (i) le contrdle de
I’environnement (e.g. stress, nutrition, exercices physiques), (ii) le contréle du fond génétique

de la population, (iii) acceés aux microorganismes commensaux non encore cultivables et (iv)
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acces aux contenus intestinaux, tissus et organes apres sacrifice des animaux (Boureau et al.,
2000). Les travaux de Ribiere et al., ont souligné une modification de 1’abondance relative de
certains taxa du microbiote fécal murin apres exposition au B[a]P, pouvant suggérer que les
effets du polluants peuvent étre dépendants de la physiologie et du métabolisme de 1’hote
(Ribiere et al., 2016). Pour compléter cette hypothése, des études en modele murin ont
notamment montré que I’induction d’une perturbation du microbiote intestinal par des
xénobiotiques €tait dépendante du récepteur AhR (Korecka et al., 2016; Zhang et al., 2015b).
Les travaux de Ribiere ef al., ont également mis en évidence la mise en place d’une
inflammation modérée au niveau iléal et colique, cependant il est impossible de déterminer si
I’inflammation est due au métabolisme du polluant par I’héte ou si une modification du
microbiote par le polluant a induit un état pro-inflammatoire de 1’environnement intestinal.
Ainsi, I’utilisation de modéles murins axéniques permettrait de déterminer 1’implication du
microbiote intestinal dans la toxicité des contaminants chimiques alimentaires. Si les souris
axéniques exposées aux polluants développent de 1’inflammation, 1’effet des polluants est
donc indépendant du microbiote, bien qu’il puisse étre exacerbé par ce dernier. En revanche,
si aucune inflammation intestinale n’est observée chez les souris axéniques en comparaison a
des souris conventionnelles, alors le microbiote est requis. Enfin, le transfert d’un microbiote
intestinal altéré par un polluant a des souris axéniques permettrait de savoir si seule la
dysbiose du microbiote est nécessaire pour induire 1’état inflammatoire. Néanmoins, il existe
des différences génétiques, physiologiques, métaboliques et microbiennes entre les modeles
animaux et ’Homme qui doivent étre considérées lors de I’extrapolation des résultats

(Nguyen et al., 2015).

1.3. Quels microbiotes intestinaux ?

De par les nombreuses fonctions physiologiques qu’il remplit, le microbiote intestinal
joue un rdle primordial dans I’homéostasie du TGI et plus globalement dans celle de 1’hote.
Ainsi, les dysbioses du microbiote intestinal sont trés fréquemment associées a des
pathologies digestives telles que les MICI ou le SII. Il pourrait ainsi étre intéressant d’évaluer,
si ’exposition aux polluants peut exacerber la dysbiose pré-établie du microbiote intestinal
dans ce type de pathologie, voire exacerber 1’état physio-pathologique de 1’hote. L’impact du
microbiote intestinal ne se limitant pas a I’environnement digestif, ce type d’étude pourrait

¢galement étre mené sur le microbiote de patients atteints de dysfonctionnements
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immunitaires, métaboliques ou neurologique (Schroeder and Béckhed, 2016). L’utilisation de
modeles murins de colite induite pourrait également étre envisagée (Antoniou et al., 2016;

Chassaing et al., 2014; Keubler et al., 2015).

Les travaux de Ribiere ef al., ont montré le développement d’une inflammation du
tube digestif par le B[a]P avec des 1ésions plus prononcées au niveau iléal que colique. De
plus une exposition au TCDF (famille des furanes) montre une forte déplétion des bactéries
filamenteuses segmentées du microbiote iléal murin, déplétion non observée chez des souris
mutées pour le gene du récepteur AhR (AhR7/) (Zhang et al., 2015b). Les bactéries
filamenteuses segmentées stimulent les réponses du SI et protégent [’hote des pathogenes, en
partie par leur capacité a induire la production des Thl7 dans la muqueuse intestinale
(Schnupf et al., 2015, 2017). De plus, le métabolisme des xénobiotiques par les enzymes de
I’héte ayant principalement lieu au niveau du foie et de I’intestin gréle (Lu and Xie, 2017),
des modifications importantes du microbiote iléal pourraient étre induites par 1’exposition aux
polluants. Chez I’Homme, la principale limite a cette approche expérimentale serait la
difficulté¢ d’obtention d’échantillons iléaux impliquant une procédure invasive pour les

patients.

Enfin, le microbiote intestinal de 1’enfant peut étre soumis a de fortes doses de
contaminants chimiques par I’ingestion de sol contaminé (Calabrese et al., 1997; Lin et al.,
2017; Neri et al., 2006). L acquisition des communautés bactériennes a principalement lieu au
cours de la naissance mais également durant I’enfance, en particulier durant les trois a cinq
premicres années de la vie (Cheng et al., 2015; Koenig et al., 2011; Rodriguez et al., 2015).
Cette colonisation est influencée par plusieurs facteurs tels que le mode de délivrance,
I’alimentation, [’administration d’antibiotiques ou encore potentiellement I’ingestion de
polluants environnementaux. Dans ce cadre, des <dtudes d’exposition de polluants
environnementaux retrouvés dans les sols chez ’enfant (HAPs, pesticides) permettraient de
mettre en évidence des modifications structurales et fonctionnelles du microbiote d’une
population sensible. D’autres populations a risque dans 1’exposition aux contaminants
environnementaux, tels que les pompiers, les agriculteurs, les opérateurs en industrie
chimique et pétrochimique, ainsi que les fumeurs, pourraient notamment étre incluses dans
des études de cohortes pour I’exploration du microbiote intestinal. Parall¢lement a 1’étude
structurale et fonctionnelle du microbiote fécal, des marqueurs sanguins de 1’inflammation
(e.g. protéine C réactive, cytokines pro-inflammatoires, hyperleucocytose et thrombocytose)

et fécaux (e.g. calprotectine, lactoferrine), des marqueurs sanguins hépatiques (aspartate-
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aminotransférase (ASAT), alanine-aminotransférase (ALAT)) et des marqueurs de la

métabolisation des contaminants (métabolites urinaires hydroxylés) pourraient étre analysés.

2. Outils pour ’étude de I’interaction polluant-microbiote intestinal

2.1. Etude de la structure des communautés microbiennes

Nos travaux n’ont pas pu mettre en évidence de perturbations de la structure du
microbiote intestinal apres une exposition aigiie au B[a]P. Ces résultats peuvent étre dus a nos
conditions expérimentales, comme évoqué précédemment dans la discussion, mais peuvent
également étre dus aux limites de I’approche de séquencage du géne exprimant ’ARNr 16S.
L’identification des populations microbiennes est établie le plus généralement sur 1’étude
d’une portion du gene exprimant I’ARNr 16S, limitant souvent I’affiliation des séquences au
niveau du genre voire de la famille, sans compter les biais liés a la technique PCR limitant la
détection des taxa rares (Brooks et al., 2015; Gonzalez et al., 2012; Kanagawa, 2003).
Neufeld et al., ont mis en évidence que méme avec des amorces spécifiquement déterminées
pour cibler les membres rares des communautés bactériennes du sol, I’amplification par PCR
pouvait échouer montrant ainsi la difficulté d’explorer ces taxa via le séquengage des
amplicons du gene exprimant I’ARNr 16S (Neufeld et al., 2008). De plus, lorsque ces taxa
rares sont amplifiés, ils peuvent ne pas €tre conservés lors des traitements bioinformatiques
permettant d’éliminer les séquences chimériques générées par 1’amplification PCR (Poretsky
et al., 2014). Cependant, si les taxa constituant la biosphére rare sont présents en faible
abondance, ils peuvent jouer un rdéle écologique trés important, notamment lorsque les
¢cosystémes microbiens sont soumis a des perturbations (Jousset et al., 2017; Preisner et al.,
2016). En Avril 2010, ’explosion de la plateforme pétroliere Deepwater Horizon est la cause
d’un déversement massif d’hydrocarbures dans le golfe du Mexique. Une augmentation
rapide de ’abondance de taxa rares affiliés aux genres Cycloclasticus, Colwellia et a la
famille des Oceanospirillaceae, a pu €tre mise en évidence soulignant I'importance des sous-
populations spécialisé€es lors des rejets massifs d'hydrocarbures en haute mer (Kleindienst et
al., 2016). Egalement, I’importance des capacités métaboliques de la biosphére rare a été mise
en évidence dans la dégradation de contaminants organiques comme 1’acide 2.4-
dichlorophénoxyacétique (substance active dans la composition d’herbicides) (Wang et al.,
2017). Ce contaminant, normalement absent du microcosme et ajouté intentionnellement, a
induit le développement d’organismes capables de le dégrader. Ces communautés,

initialement non détectées par des approches de qPCR et de séquencage métagénomique (sous
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le seuil limite de détection), ont présenté un pic d’abondance apres la perturbation. Ceci
souligne que certains taxa rares peuvent devenir abondants lorsque la ressource pour laquelle

ils sont spécialisés devient disponible.

Récemment, une approche développée au sein du laboratoire, basée sur une méthode
de capture de geénes en solution, permet 1’enrichissement sélectif d’une région génomique
spécifique (biomarqueur phylogénétique ou fonctionnel) tout en s’affranchissant des biais liés
a l'utilisation de ’amplification PCR. Appliquée aux genes exprimant les ARNr 16 et 18S,
cette technique a montré un taux d’enrichissement supérieur a 90% (Gasc et al., 2016). De par
cet enrichissement, cette approche permet ainsi I’identification des populations rares de
I’environnement étudié, mais permet également une affiliation des séquences précises par la
reconstruction complete du biomarqueur d’intérét voire également de ses régions flanquantes
(Denonfoux et al., 2013; Gasc et al., 2016). Cette approche, appliquée au geéne exprimant
I’ARNTr 168, est en cours de réalisation sur des échantillons de microbiote intestinal exposés
au B[a]P. Si cette approche permet de mettre en évidence certaines espéces voire certaines
souches bactériennes dont 1’abondance augmente en présence du polluant, il pourrait étre
intéressant de mettre ces organismes en culture pour les isoler et caractériser leurs potentielles
capacités de dégradation du contaminant. Cette approche d’isolement par la culture sera
dépendante de la croissance, du maintien et du métabolisme des organismes ciblés en dehors
du consortium microbien. En effet, la coopération entre les taxa est considérée comme
essentielle au fonctionnement des communautés microbiennes dans de nombreux contextes,
dont la nutrition, la communication par quorum sensing, la formation de biofilm, la résistance
aux antibiotiques ou encore la pathogénicité (Porter and Martens, 2016; Rakoff-Nahoum et

al., 2016).

Les études de la diversité du microbiote intestinal, basées sur le séquencage a haut
débit, se sont concentrées presque exclusivement sur les communautés bactériennes. Pourtant,
le tractus intestinal des mammiféres abrite aussi des archées, des eucaryotes (protozoaires,
champignons) et des virus. Bien que ce sujet n'ait ét¢ que peu exploré a ce jour, il a été
démontré que les champignons de la muqueuse intestinale sont capables de moduler les
réponses immunitaires innées et adaptatives (Iliev et al., 2012; Rizzetto et al., 2014; Romani,
2011; Underhill and Iliev, 2014; Wheeler et al., 2016). Récemment, Wheeler et al. ont
montré, en modéle murin a colite induite, qu'une dysbiose des communautés fongiques,
induite par un traitement antifongique, résulte en une réponse immunitaire exacerbée chez

I’hote suggérant le role potentiellement protecteur des champignons dans 1’homéostasie
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immunitaire (Wheeler et al., 2016). Des altérations du mycobiote intestinal ont été associées a
différentes pathologies allant des troubles métaboliques (obésité) aux adénomes colorectaux
et aux maladies inflammatoires de l'intestin (Luan et al., 2015; Mar Rodriguez et al., 2015;
Sokol et al., 2017). Certaines études mettent en évidence que les communautés fongiques
semblent plus sensibles aux facteurs environnementaux et donc que leur population sont
amenées a varier plus rapidement que les populations bactériennes (Dollive et al., 2013; Strati
et al., 2016; Underhill and Iliev, 2014). Le réle du mycobiote intestinal dans la santé est
encore loin d'étre appréhendé puisque les études menées jusqu'ici se sont principalement
concentrées sur les taxa pathogenes. Néanmoins, le mycobiote des mammiferes possede un
large réservoir d'enzymes dégradant les polymeres complexes et certaines levures ont été
caractérisées comme ayant des propriétés probiotiques potentielles, ce qui suggere un rdle
bénéfique de certains champignons pour la santé de 1'hote (Hatoum et al., 2012; Solomon et

al., 2016).

Il a été montré que les champignons endogénes aux environnements pollués sont
capables de dégrader un large panel de polluants dont des composés polyaromatiques souvent
halogénés. Ces capacités de dégradation sont observées dans des environnements complexes
tels que les sols, les sédiments, les boues et les eaux polluées (Ali et al., 2017; Godoy et al.,
2016; Pacia et al., 2016; Zafra et al., 2017; Zafra and Cortés-Espinosa, 2015). Ainsi, de par la
reconnaissance grandissante du rdéle des communautés fongiques dans 1’homéostasie
intestinale et leurs capacités a dégrader des composés de nature tres variée, il serait intéressant
dans de futurs travaux de suivre I’impact de contaminants chimiques sur cette sous-population

intestinale.

2.2. Etude des fonctions des communautés microbiennes

Les capacités fonctionnelles du microbiote sont principalement établies sur des approches
a haut débit afin de comprendre les interactions métaboliques microbiennes établies au sein du
microbiote ainsi que les interactions microbiote-hote. La métagénomique est, a I’heure
actuelle, 1’approche majoritairement employée pour mettre en évidence les capacités
métaboliques du microbiote intestinal (abondance relative des especes et de leurs génes) (Igai
et al., 2016; Lloyd-Price et al., 2016; Montella et al., 2017; Zhernakova et al., 2016).

Cependant, ces approches sont encore coliteuses et les analyses complexes, sans pouvoir pour
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Figure 23 : A. Méthodes ciblant les processus cellulaires de cellules microbiennes « actives ».
Substrats marqués (rouge), composants cellulaires (bleu), processus cellulaires (vert). BrdU :
bromodésoxyuridine (nucléoside synthétique analogue structurel de la thymidine) ; AA : acide aminé ;
PTR : peak-to-trough ratio (mesure quantitative du taux de croissance d’une espéce sous différentes
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autant accéder a la totalit¢é des informations notamment pour les populations sous
dominantes. Pour comprendre et prévoir les processus environnementaux ainsi que les
organismes acteurs de ces processus, la distinction entre les cellules microbiennes actives,
inactives et mortes est essentielle (Singer et al, 2017). Les approches de
métatranscriptomique et de métabolomique deviennent de plus en plus accessibles et
populaires dans 1I’étude du microbiote intestinal (Franzosa et al., 2014; Heinken and Thiele,
2015; Morgan and Huttenhower, 2014; Schaubeck et al., 2016; Yen et al., 2015). Ces
dernieres approches, d’un niveau hiérarchique plus élevé que les genes présents dans les
génomes, donnent une image hautement résolutive des interactions microbiote-hdte nécessaire
a la compréhension du réle du microbiote dans le métabolisme de I’hdte et des pathologies
(Franzosa et al., 2015). D’autres approches, intégrant le marquage des composés cellulaires
ont été congues pour étudier l'activité microbienne in situ afin de capturer spécifiquement les
membres actifs du microbiote dans l'environnement. Les méthodes de détection de l'activité
microbienne in sifu visent une variété de processus physiologiques pour déterminer 1'état
d'activité d'une cellule (Figure 23). Les approches de marquage isotopique dites stables
« stable isotope probing » (SIP) permettent de cibler spécifiquement les microorganismes
dégradant un composé d’intérét. Apres I’incubation d’un échantillon environnemental avec le
substrat d’intérét marqué, les acides nucléiques (ADN ou ARN) extraits sont soumis a une
ultracentrifugation sur gradient de densité¢ afin de les séparer. La purification des acides
nucléiques marqués (plus lourds) permettra par la suite une caractérisation moléculaire de ces
acides nucléiques cibles enrichis (e.g. biopuces, séquencage haut débit) (Fortunato and Huber,
2016; Pepe-Ranney et al., 2016) (Figure 24). Dans ce contexte, cette approche pourrait étre
développée en systeme in vitro pour mettre en évidence les taxa microbiens dégradant des
contaminants chimiques marqués. La technique SIP a notamment été reportée pour I’étude des
communautés microbiennes dégradant le B[a]P dans des sols de forét. Les genres Terrimonas
(Sphingobacteria) et Burkholderia (B-Proteobacteria) ont été identifiés comme les organismes
clés de la dégradation de ce composé (Song et al., 2015). La mise en place de cinétiques de
fermentation couplées au marquage isotopique permettrait de mettre en évidence les
organismes primo-dégradants, des organismes bénéficiaires de cette dégradation utilisant les

métabolites secondaires produits.
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3. Approches thérapeutiques

La toxicité des contaminants alimentaires est étroitement liée a leur biodisponibilité chez
I’hote et a leur interaction avec le microbiote intestinal. Ainsi, une élimination rapide des
formes natives des polluants via les selles et les urines est une approche thérapeutique de
détoxication a explorer. La nature de la matrice alimentaire par laquelle les contaminants sont
ingérés peut jouer un role non négligeable sur la bioaccessibilité et ainsi la biodisponibilité de
ces molécules. Notamment, plusieurs travaux ont mis en évidence le potentiel de
séquestration des fibres alimentaires sur les polluants environnementaux réduisant leur
absorption au niveau du tube digestif (Boki et al., 2007; Stavric and Klassen, 1994). En effet,
la cellulose a montré réduire I’absorption intestinale du B[a]P chez le rat et des fibres solubles
(pectine) et insolubles (cellulose) diminuent I’excrétion urinaire d’un métabolite du pyréne
(HAP) indiquant une diminution du métabolisme du polluant par les enzymes de 1’hote (Boki
et al., 2007; Viau et al., 2004). L’action potentiellement détoxifiante des fibres est également
couplée a leur métabolisme par le microbiote intestinal qui résulte en la production de

produits finaux de fermentation aux propri¢tés anti-oxydantes et/ou anti-inflammatoires.

Une autre approche thérapeutique a étudier pour la séquestration des composés chimiques
sont les bactéries intestinales. En effet le genre Lactobacillus a déja été reporté comme
capable de séquestrer des métaux lourds (Kirillova et al., 2017; Monachese et al., 2012) mais
¢galement des contaminants chimiques organiques comme le B[a]P (Hongfei et al., 2013) ou
certains pesticides (Trinder et al., 2016). Il est montré que cette séquestration est indépendante
de D’activité bactérienne et il est proposé que les peptidoglycanes jouent un réle important
dans la liaison aux polluants (Hongfei et al., 2013; Trinder et al., 2016). Seuls les effets du
genre Lactobacillus sur les contaminants alimentaires ont ¢été reportés a ce jour dans la
littérature. Il serait opportun de tester un panel de souches probiotiques afin de déterminer si
cette séquestration est spécifique ou non a ce genre bactérien. Ainsi, les interactions fibre-
polluant et Lactobacillus (probiotique)-polluant pourraient étre étudiées en modele murin afin
de mettre en évidence les potentiels effets bénéfiques de ces deux approches de « détoxication

thérapeutique » sur le microbiote intestinal et son hote.
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Abstract

Prokaryotes are the most diverse and abundant cellular life forms on Earth. Most of them, identified by indirect molecular approaches, belong
to microbial dark matter. The advent of metagenomic and single-cell genomic approaches has highlighted the metabolic capabilities of numerous
members of this dark matter through genome reconstruction. Thus, linking functions back to the species has revolutionized our understanding of
how ecosystem function is sustained by the microbial world. This review will present discoveries acquired through the illumination of pro-

karyotic dark matter genomes by these innovative approaches.

© 2015 Institut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Dark matter; Metagenomics; Single-cell genomics; Complete genome reconstruction

1. Introduction

With an estimated total number of 4—6 x 10%° cells, pro-
karyotes are the most diverse and abundant cellular life forms
on Earth [190]. For example, 1 g of soil may contain up to 10°
bacterial cells [190], and mathematical treatment of the data
suggests that 10° distinct prokaryotic taxa may be present
[27,54,184]. Prokaryotes are small and undergo a rapid cell
cycle coupled with a metabolic versatility that enables them to
be key players in the functioning of all ecosystems, even the
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most extreme ones [190]. Nevertheless, studies aiming to
investigate the diversity and functions of microbial commu-
nities have been hampered by the inability of the vast majority
of microorganisms to grow in standard culture media [19,188].
Consequently, molecular approaches that circumvent limita-
tions related to bacterial cultivation have increasingly been
applied. The PCR amplification of marker genes was first
performed to define barcodes that reflect the phylogenetic
diversity of the studied environment [63] as reviewed in many
papers [5,22,186]. Thus, the classical method used to char-
acterize members of complex microbial communities relies on
16S small subunit ribosomal RNA gene (16S rRNA) analysis.
Using this approach, the taxonomical classification of pro-
karyotes was refined [41,119], and new branches of the tree of
life, termed candidate divisions, have been uncovered from
various ecosystems. Today, at least 60 major branch points
(phyla or divisions) in the bacterial and archaeal domains of
life have been identified [80], with approximately half being
represented by candidate divisions [62].

0923-2508/© 2015 Institut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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The first application of high-throughput 16S rRNA
amplicon sequencing has also revealed the rare biosphere
[168]. Indeed, the long tail in rank-abundance curves used to
depict diversity demonstrates that natural microbial com-
munities are typically composed of a large number of rare
bacterial taxa that may be representatives of unidentified
microbial lineages [20,88]. In addition, even the highly
abundant genera and species comprise multiple strains, some
of which may be included in the rare biosphere group [90].
Furthermore, members of the rare biosphere may become
abundant depending on environmental conditions [17,82].
Finally, some studies focused on these populations have
shown that a significant portion was active in the environ-
ment [17,82], sometimes even more active than abundant
taxa [83], and played crucial roles in biogeochemical cycles
and overall metabolic fluxes [196]. These different obser-
vations allowed the reclassification of the rare biosphere as
not being simply a dormant seed bank and suggested that its
ecological significance [141] and roles should be further
evaluated.

Microbiologists are additionally confronted with a prob-
lem similar to that of astrophysicists: dark matter. As astro-
physicists deduced the existence of a large amount of yet-
undetected mass in the universe by indirect approaches, mi-
crobiologists can only estimate the main part of microbial
diversity using techniques such as barcoding analysis.
Indeed, it has been estimated that <1% of bacterial species
have been axenically cultured [132,146], thus confirming that
we have merely touched upon the environmental microbial
world. Terms such as ‘“‘biological dark matter’’ and ‘“‘mi-
crobial dark matter’” [36,110,153] have then been proposed
to describe this vast uncultured microbial world [72].
Consequently, illuminating this microbial dark matter by
complete genome sequencing is a real challenge in microbial
ecology. Indeed, to improve our understanding of ecosystem
functioning, it is necessary to obtain deeper insight into mi-
crobial processes and to establish a link between identified
microbial populations and metabolic capabilities in the
environment, even for its members present at very low
abundance [104].

The development of cultivation-independent methods has
led to obtaining drafts or complete genomes of vast numbers
of uncultured prokaryotes from complex environments.
Acquisition of these genomes has led to a better defined
classification of superphyla, phyla and candidate divisions
[153], as well as a better knowledge of microbial evolutionary
history [114,157]. In addition, genome reconstruction of un-
cultured prokaryotes permits highlighting ecosystem func-
tioning and revealing new metabolic potentialities, so far
unsuspected [49,110,176,185,194]. However, separated from
other data, functional information obtained from genomic
analyses should be considered as clues rather than strong ev-
idence. Thus, the aim of this review is to expose contributions
to the microbial ecology of genome reconstruction by meta-
genomic strategies through the different sequencing genera-
tions and by two new approaches to complexity reduction,
single-cell genomics (SCG) and gene capture.

2. Illuminating microbial dark matter genomes via
metagenomic approaches

Successive sequencing improvements combined with
dedicated bioinformatics tools (Fig. 1) have contributed to the
exponential acquisition of complete genomes (Tables 1 and 2
and Supplementary Table S1).

2.1. The first genomes from the first sequencing
generation

Shotgun sequencing of complex samples, hereafter defined as
metagenomics, provides valuable information on the genomes of
uncultivated microbial lineages. The pioneering study used
metagenomics and the Sanger sequencing method to reconstruct
two genomes of uncultured bacteria (i.e., Leptospirillum group 11
and Ferroplasma group II) from an acid mine drainage (AMD)
pink biofilm composed of only five bacterial and archaeal
dominant taxa [185]. Genome analyses have provided insight
into their nutritional requirements and biogeochemical func-
tions. Similarly, metagenomic analysis of an anaerobic digester
has provided a first glimpse of the bacterial division WWEI
[142]. The genome of Candidatus ‘Cloacamonas acid-
aminovorans’, a representative bacterium of this division, was
reconstructed, and its annotation revealed that this organism is
probably a syntrophic bacterium whose microbial partners are
still unknown. With the same sequencing approach, an almost
complete genome sequence for a single dominant green sulfur
bacteria species (Chlorobiaceae) from the O,—H,S interface of
the water column of Ace Lake Antarctica was assembled [130].
Based on metaproteogenomic analyses, the authors have pro-
posed an explanation for the active biological processes pro-
moted by those cold-adapted green sulfur bacteria, likely
involving the synthesis of mono-unsaturated lipids. Symbiotic
lifestyles have also been explored through genome reconstruc-
tion, as was the case for Candidatus ‘Liberibacter asiaticus’ from
infected psyllids [38], Cenarchaeum symbiosum from sponges
[69] and Gamma- and Deltaproteobacteria from the marine
oligochaete Olavius algarvensis [192].

In a few studies, nearly complete genomes were also ob-
tained after Sanger shotgun sequencing of enrichment cultures
such as anaerobic ammonium-oxidizing (anammox) bacte-
rium, Kuenenia stuttgartiensis, from an anoxic bioreactor
[173], Candidatus ‘Accumulibacter phosphatis’ strain UW-1
in the enhanced biological phosphorus removal (EBPR) pro-
cess [56], rice cluster I archaea, the key methane producer in
the rice rhizosphere [48] and Candidatus ‘Nitrospira defluvii’,
from an activated sludge that differs dramatically from other
known nitrite oxidizers, suggesting multiple independent
evolution events of chemolithoautotrophic nitrite oxidation
[105]. The genome of Candidatus ‘Korarchaeum cryptofilum’,
belonging to the Korarchaeota candidate division, was ob-
tained after enrichment culture based on its ability to resist
high sodium dodecyl sulfate concentrations [44]. Phylogenetic
analysis and metabolic investigations have revealed that this
Korarchaeota member might have retained a set of cellular
features representing the ancestral archaeal form and that
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Overlap-layout-consensus (OLC)

OLC is an intuitionistic assembly algorithm, initially developed by
Staden [171]. OLC generally works in three steps: first overlaps (0)
among all the reads are found, then it carries out a layout (L) of all
the reads and overlaps information on a graph and finally the
consensus (C) sequence is inferred. Many widely used assembly
programs adopted OLC (even for NGS), such as CAP3 [77], Celera
Assembler [127] or Newbler [111].

de Bruijn graph (DBG) and
clustering-aided methodologies (CAM)
DBG is an algorithm, working by first chopping reads into much
shorter k-mers and then using all the k-mers to form a DBG and
finally inferring the genome sequence on the DBG. This algorithm

Roche/454 Short reads was originally introduced in 1995 [84] and the first DBG assembler
7 Modest error rates EULER was published in 2001 [145]. Several short-read assembly
lltumina/ S'olexa e software have since been developed based on DBG, Velvet [204],
AB/solid ABYSS [166], AllPath-LG [64] or SOAPdenovo [100]. CAM divide reads
into clusters in such a way that each cluster contains a
compositionally homogeneous set of reads like in MetaCAA [149].
For a survey on error correction methods for second-generation

sequencing, see Yang et al. [197].

Moderate-throughput Basic local alignment with successive refinement

Single molecule Hierarchical genome-assembly process (HGAP) uses the longest reads
3" GENERATION Very long reads as seeds to recruit all other reads for construction of highly accurate
PacBioRS T e R preassembled reads through a directed acyclic graph-based
8 consensus procedure, which is followed with assembly using off-the-

Moderate cost shelf long-read assemblers [23].

Hybrid correction

It has been proposed to use a hybrid assembly approach in the
attempt to enhance error-prone reads. Early hybrid techniques were
L . based on combining the reads from first- and second-generation
HYBRID APPROACHES Combination of 1#/2™ or 2"4/34 generations sequencers such as Sanger with 454, or lllumina reads [35]. AllPath-

LG [64] assembles the lllumina reads first using a de Bruijn graph and
incorporates PacBio reads afterwards to patch coverage gaps and
resolve repeats. For a review on sequence assembly see El-
Metwally et al. [43].

Fig. 1. Overview and features of metagenomic strategies in microbial ecology [23,35,43,64,77,84,100,111,127,145,149,166,171,197,204].

some essential nutrients for growth could be supplied in situ
by other mat-forming organisms. Genomic data from three
other archaeal lineages (Candidatus ‘Micrarchaeum acid-
iphilum’, Candidatus ‘Parvarchaeum acidiphilum’ and Can-
didatus ‘Parvarchaeum acidophilus’ [6,103]) have described
inter-organism interactions in biofilms and the formation of
large internal organelles with unknown functions. Finally, to
target microbial subpopulations, Kalyuzhnaya et al. [87] used
stable isotope probing to reveal a novel methylotroph, Meth-
ylotenera mobilis.

2.2. Next-generation sequencing (NGS) accelerates
genome acquisition

The development of high-throughput low cost sequencing
methods (Roche 454 pyrosequencing, Illumina Solexa tech-
nologies, SOLiD/Life Technologies/APG, and Ion Torrent) has
subsequently facilitated the reconstruction of additional mi-
crobial dark matter genomes. High-throughput metagenomic

approaches first targeted large DNA fragments from fosmid
libraries to reduce complexity and subsequently facilitate
sequence assembly. This strategy was used to obtain the
composite genomes of Candidatus ‘Caldiarchaecum sub-
terraneum’ [136] and Candidatus ‘Acetothermum auto-
trophicum’ [177]. As the Candidatus °‘C. subterraneum’
genome was found to be clearly distinct from those of known
archaeal divisions and to encode a eukaryotic protein modifier
system prototype [136], Candidatus ‘A. autotrophicum’ is
considered one of the earliest diverging bacterial lineages and
has a substantially different acetyl-CoA pathway [177]. By
subjecting DNA extracted from an enrichment culture to 454
pyrosequencing and Sanger paired-end sequencing on shotgun
and fosmid libraries, the genome of Candidatus ‘Scalindua
profunda’, an anammox bacteria, was obtained [187]. With a
greater ability to utilize small organic acids and oligopeptides
as well as the capability to use nitrate, nitrite and metal oxides
as terminal electron acceptors, this bacterium is very different
from its freshwater counterparts. Combined Sanger and
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Table 1
Main candidate phylum genomes obtained with metagenomics and/or single-cell genomics approaches.
Kingdom Candidate phylum First description in Sequenced genomes
Metagenomics SCG
Bacteria AD3 Sandy surface soils [206] - —
BD1-5 group/GNO2 [Gracilibacteria] Guerrero Negro hypersaline microbial mat [98] 5 [196] 2 [153]
BHI1 Near-boiling silica-depositing thermal springs [11] — -
BRCI1/NKB19 [Hydrogenedentes] Bulk soil and rice roots 1[133] 4 [133,153]
(BRC1 means Bacterial Rice Cluster) [32]
CD12/BHI80-139 [Aerophobetes] - [153] — 1 [153]
EM3 (former OP2) Obsidian Pool, Yellowstone National Park [81] - 1 [153]
GNO1 Guerrero Negro hypersaline microbial mat [98] - -
GNO04 Guerrero Negro hypersaline microbial mat [98] — -
GOUTA4 Monochlorobenzene-contaminated groundwater [3] — —
KSB1 Sulfide-rich black mud from marine - -
coastal environments [180]
LD1 Anoxic marine sediments [52] — —
Marine Group A/SAR406 [Marinimicrobia] Subsurface of Atlantic and Pacific oceans [53] 1[133] 22 [133,153]
MVP-15 Suboxic freshwater pond [16] — —
NC10 Aquatic microbial formations in flooded caves [74] 1 [49] —
OD1/WWE3 [Parcubacteria] Obsidian Pool, Yellowstone National Park 28 [88,195,196] 9 [153]
(OD1 means OP11-derived 1) [71]
OP1/KB1 group [Acetothermia] Obsidian Pool, Yellowstone National Park [81] 1[177] —
OP11 [Microgenomates] Obsidian Pool, Yellowstone National Park [81] 17 [195,196] —
OP3 [Omnitrophica] Obsidian Pool, Yellowstone National Park [81] — 4 [153]
OP8 [Aminicenantes] Obsidian Pool, Yellowstone National Park [81] — 36 [153]
OP9/JS1 [Atribacteria] Obsidian Pool, Yellowstone National Park [81] 2 [36,133] 18 [36,133,153]
Poribacteria Marine sponge-associated [50] — 1 [165]
SBR1093 Activated sludge from an industrial - -
wastewater treatment system [96]
SC4 Arid soil from Arizona [40] — —
SPAM Alpine soil in the Colorado Rocky Mountains — -
(SPAM means SPring Alpine Meadow) [102]
SR1 Hydrocarbon-contaminated aquifer 2 [88,196] 1[18]
(SR means “Sulfur River”) [37]
T™M6 Peat bog (TM means Torf, Mittlere schicht) [150] - 1[121]
™7 Peat bog (TM means Torf, Mittlere schicht) [150] 5 [2,88] 2 [110,148]
WPS-2 Wittenberg polluted soil [135] - -
WS1 Waurtsmith Air Force Base, Michigan [37] — 2 [133,153]
WS2 Waurtsmith Air Force Base, Michigan [37] - -
WS3 [Latescibacteria] Waurtsmith Air Force Base, Michigan [37] — 7 [153]
WS6 Waurtsmith Air Force Base, Michigan [37] — —
WWEI [Cloacimonetes] Municipal Anaerobic Sludge Digester [25] 2 [133,142] 3 [133]
7ZB3 Mesophilic sulfide-rich spring [46] — -
Archaea Korarchaeota Obsidian Pool, Yellowstone National Park [7] 1 [44] —
Nanoarchaeota Submarine hot vent [78] — —

Based on the works of Rinke et al. [153], McDonald et al. [119], Riesenfield et al. [151] and Hugenholtz [79] and on information available on the Greengenes, Silva
and RDP databases (in February 2015).

pyrosequencing approaches were also used to highlight the

Actinobacteria  genome,

Candidatus

‘Actinomarinidae’,

seven dominant bacterial genomes of an AMD highly
contaminated with arsenic that are involved in the natural
attenuation of such anthropized ecosystems [8]. Two of these
genomes named Candidatus ‘Fodinabacter communificans' be
long to a novel bacterial phylum. To appreciate the EBPR
process mediated by polyphosphate-accumulating organisms
(PAOs), Sanger, pyrosequencing and Illumina technologies
were applied to define another Accumulibacter reference
genome: Candidatus ‘Accumulibacter sp.” strain UW-2 [51].
Unlike UW-1 [56], the UW-2 genome seemed to lack genes
for nitrogen and carbon fixation, but metabolic genes essential
for denitrification and EBPR were conserved. Finally, such an
approach enabled analysis of an wuncultured marine

revealing a photoheterotrophic lifestyle [58].

Examples of genome reconstruction using only high-
throughput sequencing methods directly on extracted DNA
from low diversity ecosystems have been successfully
described. To gain an understanding of the phylogenetic
community structure and metabolic potential of a low-diversity
mineral soil metagenome, Lynch et al. [106] analyzed DNA
extracted from a high elevation Atacama Desert volcano debris
field. The identified genome of Pseudonocardia sp. encodes
complete pathways for the utilization of various low molecular
weight atmospheric substrates (H,, CO and several organic C1
compounds) and CO, fixation. From highly acidic biofilms (pH
0—1) and AMD, near complete Thermoplasmatales genomes
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Main non-candidate prokaryotic phylum genomes obtained with metagenomics and/or single-cell genomics approaches.

Kingdom Phylum Sequenced genomes
Metagenomics SCG

Bacteria Acidobacteria 2 [8,55] —
Actinobacteria 36 [58,59,106,131] 12 [57,61]
Aquificae — —
Armatimonadetes — 2 [133,153]
Bacteroidetes 135 [2,131,179,195] 14 [45,66,73,193,194]
Caldiserica 2 [133] 2 [133,153]
Caldithrix — —
Chlamydiae - -
Chlorobi 2 [130,172] —
Chloroflexi 3 [133,195,201] 1[133]
Chrysiogenetes — -
Cyanobacteria 23 [34,131,169] 2 [68,154]
Deferribacteres — —
Dictyoglomi - -
Elusimicrobia — —
Fibrobacteres — —
Firmicutes 453 [76,99,131,133,155,195] 16 [73,133,139,178]
Fusobacteria 2 [131] —
Gemmatimonadetes — —
Lentisphaerae 2 [131] —
Nitrospirae 5 [76,105,185] —
Planctomycetes 3 [133,173] 1 [45]
Proteobacteria 96 [2,8,38,51,56,70,76,87,91,97,101,108, 25 [24,42,45,47,73,92,116,117,126,133,148,176]

109,120,131,134,137,167,183,192,195]

Spirochetes 3 [131,133,195] 40 [73,133,153]
Synergistetes - 2 [133,153]
Tenericutes 32 [131] -
Thermi — —
Thermodesulfobacteria - -
Thermotogae 3 [133,174] 1 [153]
Verrucomicrobia 4 [2,131] 5 [113]

Archaea Crenarchaeota 6 [6,69,136,162] 61 [10,93,153,175]
Euryarchaeota 32 [6,12,13,48,67,76,85,107,129,131,133,156,185,199] 6 [60,133,153]
Thaumarchaeota 2 [158,205] —

Based on information available from the Greengenes database (in February 2015).

have expanded our knowledge of archaeal toxic metal resis-
tance as well as the phylogenetic diversity of this order
[86,198,199]. Taking advantage of mate-paired NGS, two
marine metagenomic samples have been explored, and the
analysis of the marine group II Euryarchaeota genome has
clarified the origin of proteorhodopsin, which appears to be a
euryarchaeal innovation [85].

Ton Torrent sequencing technology has also been success-
fully used to investigate new microbial dark matter genomes.
As an example, 500 Mbp of Ion Torrent PGM sequence data
led to the recovery of the Candidatus ‘Methanoflorens stor-
dalenmirensis’ genome, revealing genes necessary for hydro-
genotrophic methanogenesis in thawing permafrost [ 124]. This
species appears to be a key mediator of methane-based posi-
tive feedback in response to climate warming.

High-throughput sequencing has enabled the acquisition of
numerous genomes. Even if most of them are partial, they not
only give clues on ecosystem functioning, but improve our
knowledge of the evolutionary history of the microbial world.
Indeed, the definition of several conserved markers in addition
to rRNA genes, in particular for uncultivated microorganisms,

enables establishing a more robust and reliable phylogeny.
Then, to expand resolution of the archaeal domain, fourteen
draft and two complete genomes have recently been obtained
[21]. Genome analysis has improved the resolution of the
physiology and structure of the newly proposed DPANN
superphylum [21,153]. In the same way, through the analysis
of 70 conserved markers, a new archaeal superphylum Pro-
teoarchaeaota was defined and regroups the former phyla
Aigarchaea, Crenarchaea, Korarchaea and Thaumarchaea
[143]. According to these authors, the former archaeal phyla
should be reclassified as classes [144,153], but to date, these
new denominations are not included in databases such as
Greengenes, SILVA or RDP.

2.3. Enrichments combined with NGS enhance genome
data

To ensure comparative genomic analyses of two Candi-
datus ‘Kuenenia stuttgartiensis’ anammox bacterial strains,
enrichments were applied before Illumina sequencing [170].
The high sequence identity between these two bacteria
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indicates that mobile genetic elements are the main source of
variation between these geographically separated strains.
Following an enrichment-based culture strategy, a 1.23 Mbp
genome of the pelagic ammonia-oxidizing thaumarchaeon
Candidatus ‘Nitrosopelagicus brevis’ strain CN25 was re-
ported [158]. Because of the ubiquitous presence of Candi-
datus ‘N. brevis’-like sequences in the surface of the ocean,
such species may represent a model system for understanding
the ecology and evolution of pelagic marine Thaumarchaeota.
The well-studied EBPR process was conducted to draft a
genome of Candidatus ‘Accumulibacter sp.” strain HKU-1
[109] and to perform eight population genome re-
constructions, including seven from phylogenetic clades with
no previously sequenced representatives [167]. A major dif-
ference between the Accumulibacter clades was found in the
encoded nitrate reductase type and the capacity to perform
subsequent steps in denitrification [167]. Furthermore, in an
acetate-fed anaerobic-aerobic membrane bioreactor with
deteriorated EBPR, Candidatus ‘Defluviicoccus tetraformis’
strain TFO71 dominates the microbial community [134].
Genomic analyses have shed light on important differences
between Defluviicoccus-related tetrad formation and PAOs
that may contribute to EBPR community competition and
deterioration. Mcllroy et al. [120] assembled two Com-
petibacter genomes representing distinct species from two
short-term enrichment cultures. These genomes were the first
from any glycogen-accumulating organism (GAO) and pro-
vided new insight into the complex interaction and niche
competition between PAOs and GAOs in EBPR systems.
Moreover, from an enrichment culture, the complete genome
of the dominant bacterium (70—80%), Candidatus ‘Methyl-
omirabilis oxyfera’, was assembled [49]. Genome annotation
of this anaerobic denitrifying bacterium has allowed the
detection of a new biological pathway that uses oxygen from
denitrification to oxidize methane. Finally, three genomes of
the recently identified seventh order of methanogens, the
Methanomassiliicoccales, were recovered from highly
enriched cultures (Candidatus ‘Methanomethylophilus alvus’,
Candidatus ‘Methanomassiliicoccus intestinalis’ and Meth-
anomassiliicoccus luminyensis) [12—14,67]. Comparative ge-
nomics has suggested an original combination of two main
energy conservation processes previously described in other
methanogens [14].

Microbial enrichment has also been carried out using
morphological criteria. For example, Thioploca ingrica fila-
ments were individually removed with forceps from the ma-
terials collected, allowing the complete genome to be obtained
[91]. The authors showed that T. ingrica possesses all of the
genes required for complete denitrification and represents the
first complete genome sequence of a nitrate-storing sulfur
oxidizer. Differential centrifugation has been used to effec-
tively separate the slowly sedimenting Candidatus ‘Chlor-
acidobacterium  thermophilum’, a  chlorophyll-based
photoheterotroph belonging to the Acidobacteria phylum [55].
This organism lacks the capacity to reduce carbon, sulfate and
nitrate, and seems to be unable to synthesize several amino
acids.

2.4. Ultra-high-throughput sequencing combined with
innovative assembly strategies accelerates genome
discovery

With constant technical improvements in NGS systems, the
number of reads produced per run and read length have rapidly
increased (e.g., 4.3—5 billion reads per run with the
HiSeq4000 and 2 x 300 bp read length with MiSeq systems).
Moreover, to exploit the massive amount of data produced and
to take into account microbial diversity, innovative assembly
strategies have been developed. Binning input reads (i.e.,
gathering reads of similar species) is one of most frequently
employed approaches [89,128,161] with 238 high-quality
microbial genomes reconstructed from human gut micro-
biome samples [131]. Thus, these developments have ensured
the identification of a greater number of genomes in complex
environments. From an acetate-amended aquifer, 49 partial to
near-complete genomes have been reconstructed [196]. To
assemble high-quality, near-complete draft genomes of rare
species, composition-independent information as the primary
binning approach has been used by Albertsen et al. [2]. With
this strategy, 31 bacterial genomes, including rare species
(<1% relative abundance) from an activated sludge bioreactor,
were reconstructed. Four of these genomes belong to the
candidate bacterial phylum TM7 and represent the most
complete genomes for this phylum to date.

To facilitate read assembly, researchers have used an iter-
ative approach to address the problem of multiple coverage
levels in metagenomic data. Indeed, Wrighton et al. [195]
reinforced the contributions of ultra-high-throughput
sequencing to understand global metabolic interdependencies
between organisms, with the characterization of 87 genomes
in an unconfined aquifer. Genomic analyses have revealed that
several pathways for anoxic carbon, hydrogen and sulfur
cycling in these organisms of candidate phyla BD1-5, OP11,
OD1 and PER share features previously documented only in
Archaea. The first draft genome from a complex soil meta-
genome, which corresponds to a novel methanogen, was bin-
ned by tetranucleotide frequency and read coverage [107]. It
should be noted that the genome reconstruction succeeded due
to the relatively high abundance of methanogens in the sample
and the low population heterogeneity. Benefiting from the
strategies of coverage clustering, GC content filtering and
paired-end tracking, the near-complete genome of Thauera
aminoaromatica MZ1T was assembled [108]. This draft
genome provides a new genetic reference to deepen our un-
derstanding of this important genus in nitrogen removal from
nitrate-contaminated and organic-deficient water systems. Re-
examination of a fairly simple, well-studied habitat (hyper-
saline environments) with a combination of strategic envi-
ronmental sampling, deep sequencing, and de novo
metagenomic assembly has revealed two nearly complete
genomes representing a novel archaeal class named Nano-
haloarchaea [129]. This class is characterized by highly dis-
similar metabolic capabilities compared with all previously
identified hypersaline microbial species. Ghai et al. [59]
recently carried out this same strategy of deep metagenome
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sequencing and de novo assembly to define key roles for
freshwater Actinobacteria. Seven distinct genomes of uncul-
tured aquatic Actinobacteria were then reconstructed from
~250 million Illumina reads. Genomic analyses revealed how
these bacteria are responsible for the biogeochemical cycling
of important nutrients in relatively pristine freshwater systems.

Lately, using the “divide and conquer” assembly strategy
and integrating a separate metatranscriptomic assembly,
eleven draft genomes were successfully reconstructed, of
which ten were from rare members of the low-diversity AMD
system [76]. As revealed by genomic analyses, these microbial
communities have evolved various mechanisms to survive in
such an extreme habitat including tolerance to low pH, high
heavy metal concentrations and oxidative stress. The complete
2.4 Mbp-long genome of a previously uncultivated Epsilon-
proteobacterium, Candidatus ‘Sulfuricurvum sp.” RIFRC-1,
has been reconstructed via assembly of short-read shotgun
metagenomic data using a complexity reduction approach
[70]. This organism likely contributes to the subsurface car-
bon, sulfur, hydrogen and nitrogen cycles.

For some species, an interesting approach using intrinsic
genome features (e.g., unusual gene family, gene distribution)
can be sufficient to recover complete genomes. For example,
the uniqueness of the Melainabacteria genomes makes them
distinct not only from the genomes of all other organisms in
the community but also from coexisting Melainabacteria [34].
Using unique features, eight genomes from adult human gut
and groundwater were recovered. Metabolic analysis of this
new candidate phylum sibling to Cyanobacteria has suggested
that the ancestors to both lineages were non-photosynthetic,
anaerobic, motile and obligatory fermentative bacteria [34].
Sequencing of additional Melainabacteria genomes has sug-
gested that these organisms represent a class within Cyano-
bacteria and that photosystems were acquired after divergence
of the classes Melainabacteria and Oxyphotobacteria [169].

2.5. Third-generation sequencing: longer is better

The emergence of third-generation sequencing platforms
and the potential to sequence longer DNA sequences [125] has
provided substantial benefits for genome reconstruction.
Indeed, the average read length from the current PacBio RS
instrument is ~3,000 bp, but some reads may reach 20,000 bp
or longer. For example, using 621,000 PacBio reads, the full-
length circular genome sequence of the Dehalococcoides sp.
named D. mccartyi IBARAKI has been determined from a
Dehalococcoides-enriched culture [201]. Irrespective of the
high sequence identity with other Dehalococcoides genomes,
there are significant differences in the distribution of reductive
dehalogenase genes that catalyze the dehalogenation reactions
unique to dehalorespirating bacteria. The complete genome of
Candidatus ‘Nitrososphaera evergladensis’ has been recon-
structed using a PacBio platform from a highly enriched cul-
ture obtained from agricultural soil and was the first genome
analysis of ammonia-oxidizing archaea (AOA) group I.1b
isolated from soil [205]. Comparative genomic analyses have
revealed unique protein-coding genes (e.g., transporters) and

gene duplications that may be associated with the environ-
mental versatility of this group.

2.6. Limits of metagenomics to genome reconstruction
from microbial dark matter

Metagenomic studies actively contribute to the identifica-
tion of new composite genomes from microbial dark matter, as
described above and evidenced by the accumulation of new
published studies in the “Genome Announcements” Journal
[97,99,101,137,155,156,162,163,172,179]. Nevertheless, only
dominant or enriched organisms and communities from low-
diversity environments are highlighted through genome
reconstruction from metagenomic data. The short read lengths
produced by high-throughput platforms present significant
hurdles in regard to reconstruction of complete genomes.
Indeed, the percentage of reads that can be assembled is
directly related to the complexity of the studied microbial
community [160,164]. Thus, in general, depending on the
sequencing technology and bioinformatics treatments used,
the vast majority of metagenomic data can be assembled for
very low complexity environments comprising only a few taxa
(e.g. 85% in AMD) [185], whereas even with tremendous
sequencing effort for very complex ecosystems, only a few
reads can be assembled in large contigs (e.g. unassembled
sequences represent 76% of input reads in soil ecosystems)
[30]. Another obstacle when attempting assembly is intra-
species variation. When these variations consist only of single
nucleotide polymorphisms (SNPs) or homologous recombi-
nation, it is possible to obtain a genome that aggregates a pool
of multiple strain sequence types [4]. Consequently, a genome
from metagenomic data is always a composite genome that
represents a population and not the genome of a single or-
ganism [164]. However, although prokaryotic genomes are
quite stable from one generation to the next, they are plastic on
an evolutionary time scale and are commonly modulated by
horizontal gene transfer (HGT), genome rearrangements and
the activities of mobile DNA elements [28]. Furthermore, as
exchanges of genetic material due to HGT promote microbial
diversification, closely phylogenetically related prokaryotes
may present a divergent gene catalog. Thus, the reconstruction
of genomes from metagenomes is somewhat unreliable,
mostly due to this high intraspecies diversity. In fact, genome
sequence quality is very variable and error rates must be high
compared to genomes obtained from organisms axenically
cultured. To overcome such a problem, several long-read
sequencing methods, including nanopore sequencing and
sequencing by synthesis, coupled with SMRT (single molecule
real time) technology (PacBio RS instruments) have been
proposed. However, these new sequencing methods are less
well developed than the current generation of high-throughput
sequencing and are limited by error rates, throughput and cost,
even for research applications [90].

Finally, despite constantly improving the throughput of
sequencing technologies and bioinformatic tools, the
sequencing depth required to provide a comprehensive view of
microbial communities remains unaffordable for complex
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environments. For example, considering 10° prokaryotic cells
per gram of soil, and even if some of them are identical, the
vast majority present interindividual variations, and assuming
3,000 genes per single bacterial genome [189] with an average
length of 1,000 bp per gene, such cells will thus represent up
to3 x 10" bp. Therefore, Desai et al. [33] estimated that, with
the HiSeq2000 instrument (2 billion of sequences,
2 x 100 bp), 6,000 runs must be realized with a global cost of
$267 million to produce a dataset representing onefold
coverage of the microbial community from 1 g of soil. The
constant and quick improvement of sequencing technologies
reduces the number of runs required, but even with the current
HiSeq2500 instrument (4 billion of sequences, 2 x 125 bp), a
substantial number of runs (i.e. 3,000) still need to be realized
to cover the microbial community from 1 g of soil.

Metagenomic approaches enable reconstruction of
numerous genomes from complex environments. The vast
majority of these genomes are partial, qualified as draft
because constituted of many contigs, and potential errors may
subsist, unlike genomes obtained from cultivated organisms
(Supplementary Table S1). However, these genomes have the
advantage of originating from environmental microorganisms
and therefore allow access to novel phylogenetic and/or
functional information. Due to the wide complexity of mi-
crobial ecosystems, genome reconstruction through meta-
genomics often requires preliminary enrichment (culture
enrichment, physical separations, bioinformatic treatments,
etc.) to be efficient. Constant NGS technical improvements
and the development of new bioinformatics strategies will lead
to reconstructing a growing number of microbial genomes
from complex environments through metagenomic ap-
proaches. Furthermore, new strategies of complexity reduction
complementary to metagenomics have been developed, such
as SCG that allows targeting one specific cell.

3. Illuminating genome dark matter by single-cell
genomic approaches

SCG emerged as a powerful tool to enable unprecedented
access to genomes present in uncultured microbial commu-
nities (Fig. 2). This approach involves numerous steps, from
the isolation of single cells from the environmental sample to
genome sequencing, cell lysis and whole genome amplifica-
tion [94,95].

Due to its ability to reconstruct partial or even complete
genomes from only one targeted organism, SCG allows
exploration of many fields of microbial ecology (Tables 1 and
2 and Supplementary Table S1). This approach has been
broadly used to provide gDNA sequences and some nearly
complete genomes for numerous major taxa with no
sequenced representative genomes in databases. One inter-
esting example is the first genome reconstruction of five low-
salinity type AOAs, named Candidatus ‘Nitrosoarchaeum
limnia’ SFB1, from an enrichment culture [10]. The
sequencing of each organism led to 60% genome recovery and
the combination of the five genomic sequence datasets
permitted the rebuilding of a high-quality draft genome

assembly representing more than 95% of the complete
sequence.

SCG presents the advantage of accessing the genetic makeup
of single uncultivated microbes directly isolated from envi-
ronmental samples, but is particularly interesting for its ca-
pacity to target microbial dark matter and microorganisms
belonging to the rare biosphere, as was highlighted by Marcy
et al. [110] and Podar et al. [148]. Indeed, these authors
demonstrated the possibility of isolating uncultured TM7 cells
present at between 0.7 and 1.9% in the ecosystems studied.
They enabled the partial assembly of two genomes, which
showed high metabolic complexity that explained the adapt-
ability of TM7 cells to a broad range of environments. Mc Lean
etal. [121] assembled the first partial genome from a member of
globally distributed candidate phylum TM6, suggesting its
symbiotic lifestyle, and Woyke et al. [194] characterized the
genome of a coastal ocean water Flavobacteria with a proteo-
rhodopsin metabolism that was biogeochemically significant in
surface oceans. Others studies provided genomes of filamen-
tous Beggiatoa [126], the candidate phylum Poribacteria [165],
and even the SAR324 clade of Deltaproteobacteria [24],
providing new insight into their chemolithoautotrophic, mixo-
trophic and chemoheterotrophic lifestyles, respectively.

Even the partial reconstruction of genomes with SCG
provides essential information on the metabolic capacities of
microorganisms, and consequently, on their roles in the envi-
ronment. A typical example is the partial genome assembly of
a single cell belonging to the yet uncultured candidate division
OP11 that is widely distributed in terrestrial and marine eco-
systems [203]. Little information was initially available
regarding these poorly understood bacteria, although their
various metabolic capabilities that allow stress responses,
production of multiple antibiotics and resistance mechanisms
enhancing their survival in diverse and competitive habitats
have been shown. Thanks to single-cell analysis, the genomic
determination of the heterotrophy of the novel marine protist
group of Picobiliphyta, originally defined as phototrophic, has
been highlighted [202]. Other notable discoveries include the
capacity of Colwellia isolated during the Deepwater Horizon
oil spill to degrade gaseous and aromatic hydrocarbons [116]
and the potential role of Peptococcaceae in alkane degrada-
tion under methanogenic conditions [178].

Broadly, SCG enables collection of information on the
possible role of targeted organisms within ecosystems and their
impact on trophic networks. This was well illustrated by Swan
et al. [176], who showed chemolithoautotrophy pathways in
uncultured Deltaproteobacteria cluster SAR324, Gammapro-
teobacteria clusters ARCTIC96BD-19 and Agg47 and some
Oceanospirillales that constitute a major fraction of dark ocean
biomass and could significantly contribute to carbon cycling in
the ocean. Additionally, all of the ubiquitous freshwater bac-
terioplankton clusters such as acl Actinobacteria, Poly-
nucleobacter sp. and LD12 contain at least one photohetero
trophic member, suggesting that photoheterotrophy is wide-
spread in the euphotic zone of temperate freshwater lakes [114].
Another complementary study revealed that acl Actinobacteria
have particular traits that confer competitive advantages when
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ENVIRONMENTAL SAMPLE

SINGLE CELL ISOLATION
Micromanipulation, Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS), Microfluidics

CELL LYSIS

Freeze/Thawing, Chemical lysis, Enzyme digestion

WHOLE GENOME AMPLIFICATION
Multiple Displacement Amplification (MDA)

GENOME SEQUENCING
Sanger, Pyrosequencing, lllumina, PacBio

GENOME ASSEMBLY AND AMPLIFICATION BIAS CORRECTION
SPAdes, IDBA-UD, Velvet-SP, ALLPATHS

INDIVIDUAL DRAFT GENOME
INDIVIDUAL GENOMIC VARIABILITY
TL“;?;;;;:%?:K METABOLIC POTENTIAL IN POPULATIONS BTG INTERAGTIONS
i : Simultaneous access
MATTER Link between phy.‘ogenenc _HGT, SNP, to host and symblonts
and metabolic markers genomic rearrangements

The list of methods is not exhaustive. Only the most commonly used current methods are presented.

Fig. 2. Single-cell genomics workflow applied to the study of metagenomic communities.

scavenging for energy and nutrients in freshwater habitats, thus
explaining their domination of many freshwater ecosystems
and their impact on trophic networks [61]. Thus, such precise
knowledge of microbial metabolic capabilities through single-
cell approaches opens up new horizons for the development
of biotechnological and medical applications [68,113,191] and
potentially for guided cultivation of uncultured microorganisms
[73].

SCG permits a better understanding of the interactions
between organisms such as those occurring in symbiosis
(commensalism, mutualism and parasitism). Indeed, the
simultaneous access to genomes belonging to hosts and sym-
bionts, which are usually not easily accessible through
cultivation-independent techniques, provides unique insight
into their relationships under true ecological conditions. When
sequencing genomes from individual protists and the pro-
karyotes that are physically associated with them, Martinez-
Garcia et al. [112] revealed single-cell-scale interactions be-
tween diverse unicellular heterotrophic marine eukaryotes and
bacteria, such as the association between Pelagibacter ubique
and MAST-4 protists or that between Actinobacterium and
chrysophytes. Furthermore, with SCG, they suggested marine
protists prey preferences, such as Gammaproteobacteria
grazing among bacterioplancton. Similarly, Hongoh et al. [75]
assembled the complete genome of the uncultured bacterium
Rs-D17, an intracellular symbiont of protists Trichonympha

agili, which themselves are termite Reticulitermes speratus
gut symbionts. They evidenced that the metabolism of this
bacterium belonging to the candidate phylum Termite Group 1
(TG1) coincides with the ecology of wood-feeding termites,
thus elucidating the precise interactions among individual
members of this multilayered symbiotic community. Another
interesting SCG approach was developed to discriminate and
isolate Emiliania huxleyi microalga cells infected by viruses.
This method permitted analysis of the viral genome allowing
viral infection mechanism comprehension [115].

Such interactions can induce genome rearrangements in
microorganism populations that rapidly diversify, such as gene
insertion through HGT and loss. SCG is particularly well
suited to detect that type of genomic variability in natural
microbial populations compared with metagenomics, due to its
capacity to resolve fine-scale heterogeneity at the population
level without ambiguity. Good illustrations of this resolution
include the discovery of HGT and recombination of rhodopsin
genes in freshwater Gammaproteobacteria, Betaproteobac-
teria and Actinobacteria [114], as well as the detection of
HGT in the MAST-4 lineage, both of which provide insight
into its evolutionary history [157]. This technique permitted a
better understanding of the extensive variations in protein-
coding genes within two bee gut symbionts, Gilliamella api-
cola and Snodgrassella alvi, revealing an in situ diversification
of bee gut communities [47]. Even more precisely, single-cell
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approaches revealed SNPs in ammonia-oxidizing Archaea
[10], segmented filamentous bacteria [139] and the Candidatus
‘Sulcia muelleri’ DMIN symbiont [193] at the population
level, which, combined with genomic data, can confidently
resolve phylogenies and inform about organism evolution.
These examples illustrate the power of SCG to provide in-
formation concerning the fine-scale structure of microbial
communities due to its ability to generate high quality non-
composite reference genomes.

SGC thus appears to be a particularly interesting and
promising technique for understanding ecosystem function.
Nevertheless, technical challenges remain. After being isolated
from the environment, cells are lysed to access gDNA. This step
is one of the most critical because subsequent genomic analyses
depend on the quantity and quality of gDNA available, and
conventional bulk cell lysis procedures such as physical
disruption and chemical handling with ionic surfactants are
often irrelevant for single-cell permeation. They subject cells to
harsh treatments which cause DNA fragmentation and loss and
impact on later genomic analysis [9,200]. After cell lysis, single
cell whole genome amplification (WGA) is essential. Some
WGA techniques are PCR-based [29,147], but single microbial
cell WGA is preferentially performed by multiple displacement
amplification (MDA) [115,152,154] even if some biases occur
[147]. The first bias of MDA and all WGA methods is related to
sample contamination because, after WGA, contaminating
DNA can represent a significant fraction likely to be detrimental
to subsequent genome assembly, and up to the entirety of DNA
products in case of lysis failure. MDA reactions generate chi-
meras and are subjected to stochastic and sequence-dependent
priming at the early stages of the reaction, resulting in sub-
stantial variations in the amplifications of the different regions
of the single amplified genome (SAG) [147,154]. Finally,
another major constraint of SCG approaches is the absence of
any robust single-molecule amplification technology.

Although all sequences obtained from SCG approaches
come with certainty from a unique cell, unlike the case for
metagenomics, the success of genome recovery varies widely,
from 12% to a complete genome. It is directly linked to the
correct achievement of each of the different steps leading to a
SAG and to the specific properties of cells. SCG thus still
requires further improvements, such as overcoming techno-
logical limitations, to make it easily applicable for ecosystem
study. Nevertheless, its combination with other approaches
like metagenomics makes it particularly interesting and pro-
vides complete and reliable information.

4. Complementarity between metagenomics and SCG for
dark matter exploration

Because SCG possesses certain strengths and meta-
genomics possesses others, the integration of the two methods
enables a wider comprehension of microbial ecosystems than
allowed by the single methods. The first advantage is the
possibility of combining genomic data provided by each
method to reach complete genome assemblies. Metagenomic
reads can be incorporated into single-cell data, as was

performed for Candidatus ‘Nitrosoarchaeum limnia’ SFB1
[10], and in other cases, single-cell data can be used to guide
and validate genome reconstruction from metagenomic data,
as for the SAR86 genome [42]. Nobu et al. [133] combined
SCG and metagenomics and generated 35 draft genomes
spanning more than 15 phyla, thus permitting the first genomic
insight into 3 candidate phyla belonging to the microbial dark
matter, Atribacteria, Hydrogenedentes and Marinimicrobia.
The second advantage is the possibility of using SCG as a
specific tool to target organisms studied in metagenomic an-
alyses and thus explain community function. For instance,
Mason et al. [117] used single-cell approaches to specifically
characterize and confirm the hydrocarbon degradation poten-
tial of the dominant Oceanospirillales identified with meta-
genomic methods during the Deepwater Horizon oil spill.
Likewise, thanks to metagenomics, Ghai et al. [60] discovered
new abundant microorganisms in hypersaline salt ponds whose
photoheterotrophic and polysaccharide-degrading metabolism
has been investigated with SCG. Gomariz et al. [66] showed
an uncultured group of Bacteroidetes in similar environments
for which single-cell genomes suggest competitive metabolic
characteristics in hypersaline conditions.

A combination of metagenomics and SCG represents a
promising strategy for understanding ecosystem functioning.
Nevertheless, linking specific microbial populations to envi-
ronmental processes does not necessary imply billions of
random-shotgun metagenomic reads or SCG expertise. Gene
capture undeniably represents a promising genomic-scale
sequence enrichment strategy that could contribute to the
reconstruction of large DNA fragments or even complete ge-
nomes from complex environments.

5. Gene capture as an innovative approach for capturing
microbial dark matter

Gene capture approaches, which were first developed for
resequencing application, rely on either solid phase
[1,123,138] or solution phase hybridization [65,182] of nucleic
acid capture probes to the targeted DNA sequences. Denon-
foux et al. [31] described the first adaptation of a gene capture
method for selective enrichment of a target-specific genomic
locus from a complex environmental metagenomic DNA.
Thus, a solution hybrid selection (SHS) method was applied to
a lacustrine environment targeting the methyl coenzyme M
reductase subunit A (mcrA) gene, revealing higher metha-
nogen community diversity than previously observed with
other methods. The enrichment performance (>41%) demon-
strated the relevance of this method compared to a random-
shotgun metagenomic approach (0.003%). Applied to other
genomic loci, including functional [15] and phylogenetic
markers such as 16S or 18S rRNA genes (P. Peyret, unpub-
lished), enrichment performance of the gene capture can be
greater than 90%. Nevertheless, the success of a gene capture
experiment in microbial ecology strongly depends on the high-
quality probe sets encompassing variant specific and explor-
ative probes. Thus, probe design must be carried out with
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dedicated softwares like PhylArray [122], MetabolicDesign
[181], HiSpOD [39] and KASpOD [140].

Adaptation of gene capture for microbial ecology enabled a
better taxonomic and functional description of the studied
microbial communities, including the rare biosphere and un-
known sequences [31]. Additionally, gene capture allows
recovering large DNA fragments, highlighting the ability to
extend beyond the initial targeted biomarker gene sequence; it
thus facilitates the discovery of new genes or genomic orga-
nizations. Initially coupled with pyrosequencing, the emer-
gence of third generation sequencing platforms and the
possibility of sequencing longer DNA sequences without li-
brary construction [118,125,159] should provide real benefits
to gene capture for recovering large genomic regions or even
complete microbial genomes.

6. Conclusion

After undergoing an estimated 3.8 billion years of evo-
lution, microorganisms are the most diverse and abundant

cellular life forms on Earth and are critical to the functioning
of all metabolic niches. Molecular approaches (Fig. 3.) have
highlighted the presence of microbial dark matter [193]
despite cultivation difficulties for the vast majority of pro-
karyotes from the environment. During the last decade, ad-
vances in high-throughput sequencing, DNA amplification
and computing has enabled access to the genetic makeup of
unknown microorganisms by recovering genomes from
complex environments through metagenomics and SCG
methods [87,94]. Thus, unraveling the mysteries of meta-
bolic potential and the ecological roles of this dark matter is
one of the most exciting challenges in microbiology. These
innovative approaches, which are cornerstones for discov-
eries in microbial ecology and environmental microbiology,
have been successfully applied to expand our understanding
of many processes, especially geochemical element cycles.
In addition, access to the complete genomes of these un-
known microorganisms has accelerated the development of
novel compounds and processes for biotechnology, phar-
maceuticals and other applications in industry [193]. The
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strengths of metagenomics are its simplicity in sample
preparation and its ability to give access to all community
members if a sufficient sequencing effort is provided.
However, in high complexity environments, metagenomics
fails to identify numerous complete genomes, especially
those from rare biospheres. Moreover, reconstruction of
closely related genomes is difficult, hindering evolutionary
analysis of bacterial populations that may be adapted to
different ecological niches or that harbor distinct functional
capabilities [47]. In contrast, SGC provides genomes of one
cell, allowing the study of these organisms at the most
fundamental biological level. Indeed, SGC recovers high
quality non-composite reference genomes from individual
organisms and thus permits access to genomic variability in
natural microbial communities by resolving fine-scale het-
erogeneity at the population level without ambiguity. The
SCG approach allows the linkage of function to phylogeny,
but technological improvements must be performed to make
it applicable to a large variety of complex natural environ-
ments [26]. Nevertheless, as SCG and metagenomics present
complementary advantages, their combination offers vast
opportunities for discovering functional capabilities deduced
from the deciphering of dark matter genomes. More targeted
and innovative approaches such as gene capture can be
carried out to focus on particular populations. Such a
promising strategy, contributing to the reconstruction of
large genomic fragments or even complete genomes, pro-
vides valuable information about uncultivated microbial
lineages.

However, each technique discussed in this review has
strengths and weaknesses that must be taken into account
(Fig. 3). Until the development of an innovative technology
enabling elucidation of both community structure and func-
tion, the best experimental design must be chosen with the
knowledge of biological questions and samples.
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Clémence Defois, Jérémie Denonfoux, Delphine Boucher,
Eric Peyretaillade, and Pierre Peyret

Abstract

Microbial communities are extremely abundant and diverse on earth surface and play key role in the eco-
system functioning. Thus, although next-generation sequencing (NGS) technologies have greatly
improved knowledge on microbial diversity, it is necessary to reduce the biological complexity to better
understand the microorganism functions. To achieve this goal, we describe a promising approach, based
on the solution hybrid selection (SHS) method for the selective enrichment in a target-specific biomarker
from metagenomic and metatranscriptomic samples. The success of this method strongly depends on the
determination of sensitive, specific, and explorative probes to assess the complete targeted gene repertoire.
Indeed, in this method, RNA probes were used to capture large DNA or RNA fragments harboring bio-
markers of interest that potentially allow to link structure and function of communities of interest.

Key words Solution hybrid selection, Metagenomics, Metatranscriptomics, Microbial diversity, RNA
probes,N ext-generations equencing

1 Introduction

Microbial communities show the greatest organisms diversity on
earth and are key players for the functioning of all the ecosystems.
For example, 1 g of soil may contain up to 10° bacterial cells [1]
and assuming 3000 genes per single bacteria genome [2] and an
average of 1000 bp per gene, such cells will thus represent up to
3x 10" bp. To explore such diversity, next-generation sequencing
(NGS) technologies, especially Illumina systems, produce a great
amount of sequence information (e.g. HiSeq 2500 produces six
billion paired-end reads corresponding to 600 Gb of data). High-
throughput sequencing greatly improved the resolution for micro-
bial diversity description [3]. However, a substantial number of
runs (6000) must be realized with a global cost of $267 million to

Francis Martin and Stéphane Uroz (eds.), Microbial Environmental Genomics (MEG), Methods in Molecular Biology, vol. 1399,
DOI 10.1007/978-1-4939-3369-3_10, © Springer Science+Business Media New York 2016
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produce a dataset representing onefold coverage of the microbial
from 1 g of soil [4].

To reduce this biological complexity, barcoding is an efficient
method [5] but cannot establish the link between the microbial
structure and the realized functions limiting the understanding
levels [6]. Furthermore, various PCR biases could alter these
descriptions [7]. Recently, promising approaches, based on the
SHS (Solution Hybrid Selection) capture method for the selec-
tive enrichment in a target-specific biomarker from metagenomic
[8] and metatranscriptomic [9] (see Chapter 14 for metatran-
scriptomic application) samples have been developed (Fig. 1).
First results have showed that this technology allows the identifi-
cation of rare populations within the studied environment but
also to participate to large DNA fragments reconstruction poten-
tially allowing to link structure and function in microbial com-
munities. The success of this innovating gene capture approach,
however strongly depends on the determination of the best probe
set while taking the biological question into account [10].
Consequently, capture probe design is of critical importance and
should therefore consider multiple parameters in order to assess
the complete targeted gene repertoire. In addition, to being sen-
sitive and specific, probes must also anticipate genetic variations
and thus must be able to detect known and unknown sequences
in environmental samples. To design such explorative probes,
three algorithms, PhylGrid, KASpOD and HiSpOD have been
developed. PhylGrid is a large-scale probe design software linked
to the EGI (European Grid Infrastructure) [11]. It is an improve-
ment of the PhylArray algorithm presented in Militon et al. [12]
which relies on initial multiple sequence alignments to define
regular and explorative oligonucleotide probes for SSU rRNA
genes. KASpOD is a web service dedicated to the design of sig-
nature sequences using a k-mer-based algorithm [13, 14].
PhylGrid and KASpOD software were used to define 74,003
probes of 25 mer targeting SSU rRNA genes from 2178 genera
including Bacteria and Archaea. These probes are available using
PhylOPDb, an online resource for a comprehensive phylogenetic
oligonucleotide probe database [15]. Finally, the HiSpOD pro-
gram allows designing both gene-specific and sequence-specific
probes to target any functional biomarker [16]. All these soft-
ware, developed in the context of microbial ecology, are then
particularly appropriate for the design of highly sensitive, spe-
cific, and explorative probes in the context of gene capture by
hybridization. Indeed, these probes, used for the gene capture
molecular approach described below will ensure the selective
enrichment of DNA or RNA (see Chapter 14 for metatranscrip-
tomic application) from targeted phylogenetic or functional bio-
marker genes of interest in complex environments.
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Fig. 1 Process workflow of targeted gene capture by hybridization
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2 Materials

2.1 Reagents
and Kits

2.2 Buffers
and Solutions

1. Agencourt® AMPure® XP Reagent (Beckman Coulter, Brea,
CA, USA).

2. Agilent DNA 7500 or 12000 Kit (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA,US A).

3. Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA,US A).

4. Biotin-16-UTP (Epicentre, Madison, WI, USA).

5. Dynabeads® M-280 Streptavidin (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA).

6. GC-RICH PCR System, dNTPack (Roche Applied Science,
Basel, Switzerland).

7. Glycogen( molecular biology grade).

8. MEGAscript® T7 Transcription Kit (Life Technologies,
Carlsbad,C A, USA).

9. MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany).
10. MinElute PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany).

11. Platinum® Taq DNA DPolymerase High Fidelity (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA).

12. QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany).
13. RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany).

14. 10 mg/mL sheared salmon sperm DNA (Life Technologies,
Carlsbad,C A, USA).

15. TruSeq DNA PCR-Free Sample Prep LT Set A or Set B
(Illumina, San Diego, CA, USA).

All buffers and solutions could be prepared in laboratory under
DNase /RNase-free conditions or purchased in general lab supplier.
Prepare all solutions using ultrapure water (prepared by purifying
deionized water to attain a sensitivity of 18 MQ cm at 25 °C) and
molecular biology grade reagents. Prepare and store all solutions
and buffers at room temperature (unless indicated otherwise).

1. 100x Denhardt’s solution: 2 % bovine serum albumin (BSA)
(Fraction V), 2 % Ficoll 400, 2 % polyvinylpyrrolidone. Weigh
1 g BSA, 1 g Ficoll 400 and 1 g polyvinylpyrrolidone and
transfer to a 50 mL graduated cylinder. Add water to a volume
of 50 mL. Filter through a 0.2 pm syringe filter to sterilize.
Divide into aliquots of 2 mL, and store at -20 °C.

2. 0.5 M ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA): pH 8.0. Weigh
46.53 g EDTA and transfer to a 250 mL graduated cylinder.
Add water to a volume of 150 mL. Mix and adjust pH with
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NaOH. Make up to 250 mL with water. Sterilize by autoclav-
ing (see Note 1).

. 80 % Ethanol (see Note 2).

4.5 M NaCl. Weigh 73.08 g NaCl and transfer to a 250 mL

10.

11.

12.

13.

graduated cylinder. Add water to a volume of 250 mL. Sterilize
by autoclaving.

. 1 M NaOH. Weigh 1 g NaOH and transfer into the plastic

beaker. Add water to a volume of 25 mL. Stir vigorously and
as precaution, place the beaker on ice (see Note 2).

. 0.1 M NaOH. Make a dilution at 1,/10¢ in nuclease-free water

of 1 M NaOH solution (se¢ Note 2).

. 3 M sodium acetate: pH 5.2. Weigh 40.83 g sodium acetate and

transfer to a 100 mL graduated cylinder. Add water to a volume
of 80 mL. Adjust pH with glacial acetic acid. Make up to 100 mL
with water. Filter through a 0.2 pm syringe filter to sterilize.

. 10 % sodium dodecyl sulfate (SDS). Weigh 10 g SDS and

transfer to a 100 mL graduated cylinder. Add water to a vol-
ume of 85 mL. Heat to 68 °C and stir with a magnetic stirrer
to assist dissolution. Adjust pH to 7.2 by adding a few drop of
concentrated HCI (36 %). Make up to 100 mL with water.
Filter through a 0.2 pm syringe filter to sterilize.

. 10x Tris-Borate-EDTA (TBE): 450 mM Tris-borate, 10 mM

EDTA. Weigh 108 g Tris base, 27.5 g boric acid and transfer
to a 1 L graduated cylinder. Add 10 mL of 0.5 M EDTA
(pH 8.0) and water to a volume of 800 mL. Mix and adjust pH
to 8. Make up to 1 L with water. Sterilize by autoclaving.

10x Tris-EDTA (TE): 100 mM Tris-HCI, 10 mM
EDTA. Weigh 0.24 g Tris base and 0.23 g EDTA and transfer
to a 50 mL graduated cylinder. Add water to a volume of
35 mL. Adjust pH to 7.5 with HCI. Make up to 50 mL with
water. Sterilize by autoclaving.

1 M Tris—-HCI: pH 7.5. Weigh 60.57 g Tris base and transfer
to a 500 mL graduated cylinder. Add water to a volume of
350 mL. Adjust pH to 7.5 with HCIL. Make up to 500 mL with
water. Sterilize by autoclaving.

20x SSC: 3 M NaCl, 0.3 M trisodium citrate. Weigh 17.53 g
NaCl and 8.82 g trisodium citrate and transfer to a 100 mL
graduated cylinder. Add water to a volume of 80 mL. Adjust
pH to 7.0 by adding HCI. Make up to 100 mL with water.
Sterilizeby autoclaving.

20x SSPE: 3 M NaCl, 0.2 M NaH,PO,, 0.02 M EDTA. Weigh
17.53 g NaCl, 2.76 g NaH,PO,, and 0.74 g EDTA and trans-
ter to the cylinder. Add water to a volume of 80 mL. Adjust
pH to 7.4 with NaOH. Make up to 100 mL with water.
Sterilizeby autoclaving.
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2.3 Oligonucleotides
(Probes and Primers)

2.4 Equipments

14.

15.

16.

17.

Binding buffer: 1 M NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM
EDTA. Transfer 10 mL of 5 M NaCl, 500 pL of 1 M Tris-HCI
(pH 7.5) and 100 pL of 0.5 M EDTA (pH 8.0) to the cylinder.
Make up to 50 mL with water. Filter through a 0.2 pm syringe
filter to sterilize (see Note 2).

2x Hybridization buffer: 10x SSPE, 10x Denhardt’s solution,
10 mM EDTA, 0.2 % SDS. Transfer 10 mL of 20x SSPE, 2 mL
of 100x Denhardt’s solution, 400 pL of 0.5 M EDTA (pH 8.0),
and 400 pL of 10 % SDS to a 20 mL graduated cylinder. Make
up to 20 mL with water. Filter through a 0.2 pm syringe filter
to sterilize. Divide into aliquots of 2 mL, and store at -20 °C.

Wash buffer n°1: 1x SSC, 0.1 % SDS. Transfer 2.5 mL of 20x
SSC and 500 pL of 10 % SDS to a 50 mL graduated cylinder.
Make up to 50 mL with water. Filter through a 0.2 pm syringe
filter to sterilize (see Note 2).

Wash buffer n°2: 0.1x SSC, 0.1 %. SDS. Transfer 250 pL of
20x SSC and 500 pL of 10 % SDS to a 50 mL graduated cyl-
inder. Make up to 50 mL with water. Filter through a 0.2 pm
syringe filter to sterilize (see Note 2).

. Hybrid probes. Purchase hybrid probes at 100 pM. Adaptor

sequences must be added to the 5" and 3’ ends of the specific
capture probes. These hybrid probes consist of 5-ATCGCA
CCAGCGTGT(X)CACTGCGGCTCCTCA-3’, with X indi-
cating the specific capture probe.

. Primers for probe amplification. Purchase oligonucleotides at

100 pM, T7-A 5-GGATTCTAATACGACTCACTATAGG
GATCGCACCAGCGTGT-3" and B 5'-CGTGGATGAGGAG
CCGCAGTG-3'.

. Primers for library amplification. Purchase oligonucleotides at

100 pM, TS-PCR Oligo 1 5'-AATGATACGGCGACCAC
CGAGA-3"and TS-PCROligo 2 5'-CAAGCAGAAGACGGCA
TACGAG-3".

. Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara,

CA, USA).

. AFA System (Covaris, Woburn, MA, USA). One of these fol-

lowingitems: M220, 8220, S2 or E210 Focused- Ultrasonicator
with the corresponding AFA Tubes (see Note 3).

. DynaMag™-2 Magnet (Life Technologies, Carlsbad, CA,

USA).

. HulaMixer® Sample Mixer (Life Technologies, Carlsbad, CA,

USA) (optional).

. Nanodrop spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington,

DE, USA) or other systems for DNA quantification (e.g.:
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Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) or other fluorometers).

. Speedv acuum.
. Thermal cycler (with heated lid).

3 Methods

3.1 Hybrid Probe
Synthesis

. First step of hybrid probe synthesis consists in amplification of

oligonucleotide to obtain double-stranded DNA (dsDNA).
Each amplification reaction should contain 5 pL of 10x high
fidelity buffer, 1 pL. of dANTPs (10 mM), 2 pL. of MgSO,
(50 mM), 1 pL of primer T7-A (10 pM), 1 pL of primer B
(10 uM), 0.2 pL of Platinum® Taq DNA polymerase high
fidelity, 38.8 pL of nuclease-free water and 1 pL of hybrid
probe diluted at 10 pM (see Note 4). Include a negative con-
trol with 1 pLL of nuclease-free water instead of 1 pL of hybrid
probe. Use a thermal cycler with the following conditions:
2 min at 94 °C then 35 cycles of 30 s at 94 °C, 30 s at 58 °C
and 20 s at 68 °C and a final elongation step at 68 °C for 5 min.

. Check the probe amplification by electrophoresis on a 2 % aga-

rose-TBE gel containing 0.5x syber safe (or comparable nucleic
acid stain). Deposit 5 pL. of amplified product (with loading
bufter) (see Note 5). One lane is reserved for 100 bp DNA
ladder. The gel is run in TBE buffer at 100 V for 45 min. The
DNA is visualized on a UV transilluminator.

. If one band at the expected size is observed, proceed to the

purification of the remaining 45 pL. of amplified products using
the MinElute PCR Purification Kit, following the manufac-
turer’s instructions. If two amplification bands are observed,
deposit the remaining PCR product (i.e. 45 pL), excise with a
clean razor blade or scalpel the band corresponding to the size
of hybrid probes and proceed to their purification using the
MinElute Gel Extraction Kit, following the manufacturer’s
instructions. The purified product is eluted in 15 pL of
nuclease-free water (Fig. 2).

. Evaluate the concentration of purified amplified hybrid probes

withN anodrops pectrophotometer.

. For RNA synthesis, mix all hybrid probes in an equimolar

amount taking into account the degeneracy of each probe.
Each probe combination must be present in the same molecu-
lar amount (see Note 6). Validate the concentration of hybrid
probe mix with Nanodrop spectrophotometer. Take 150 ng of
hybrid probe mix, evaporate to dryness with a speed vacuum
and resuspend in 4.75 pL of nuclease-free water. If the 150 ng
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Fig. 2 Amplified hybrid probes electrophoresis on a 2 % agarose-TBE gel. Lane
1 shows DNA ladder (100 bp). Lane 2 shows one amplification band at the
expected size, in this case at 112 bp corresponding to a hybrid probe of 50 bp
with amplification primers T7-A (41 bp) and B (21 bp). Lane 3 shows two ampli-
fication bands, one at the expected size (same as /ane 2) and another one (at
150 bp) corresponding to aberrant amplification of the T7 promoter

of hybrid probe mix is in a volume lower than 4.75 pL, do not
evaporate and adjust the volume to 4.75 pL with nuclease-free
water.

. The in vitro transcription (IVT) is realized with the

MEGAscript® T7 Transcription Kit and using Biotin-16-UTP
to produce biotinylated RNA. Each IVT reaction should con-
tain 2 pl. of 10x reaction buffer, 2 pL. of ATP solution
(75 mM), 2 puL. of CTP solution (75 mM), 2 pL. of GTP solu-
tion (75 mM), 1.5 pL of UTP solution (75 mM), 3.75 pL of
biotin-16-UTP (10 mM), 2 pL of T7 enzyme mix, and the
4.75 pL of previously prepared hybrid probe mix (see Notes 4
and 7). Incubate at 37 °C for at least 6 h (or overnight).

7. Add 1 pL of TURBO DNase (include in the MEGAscript® T7

Transcription Kit) to each IVT reaction and incubate at 37 °C
tor30mi n.

. For RNA precipitation, transfer the IVT reaction mix in a

1.5 mL microcentrifuge tube. Add 1/10° volume of 3 M
sodium acetate (pH 5.2), 3 volumes of cold 100 % ecthanol,
and 1 pL of glycogen (20 pg/pL). The reaction is incubated at
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Fig. 3 Quality of biotinylated RNA probes assess on Agilent Bioanalyzer RNA
6000 Nano chip. The electrophoregram shows a resolved peak at the expected
size of a hybrid probe of 50 bp with amplification primers T7-A (41 bp) and B
(21 bp) (same probe as Fig. 2)

10.

11.

-80 °C for 30 min. Centrifuge at 18,000x4 for 15 min at
4 °C. Discard the supernatant and wash two times the pellet as
following: add 500 pL of cold 70 % ethanol, centrifuge at
18,000 x g tor 10 min at 4 °C and discard the supernatant. Dry
the pellet with a speed vacuum. Add 100 pL of TE for pellet
resuspension.

. Proceed to the purification of biotinylated RNA probe mix

with the RNeasy Plus Mini Kit following the “Appendix D:
Purification of Total RNA Containing Small RNAs from Cells”
instructions excepted the step D2 with the gDNA Eliminator
spin column. Make two RNeasy Mini spin columns per hybrid
probe mix (apply 50 pL of biotinylated RNA probe mix on
cach column), elute the product in 40 pL. of nuclease-free
water and pool the two obtained eluates.

Evaluate the concentration of purified biotinylated RNA probe
mix with Nanodrop spectrophotometer. Assess their quality on
an Agilent Bioanalyzer RNA 6000 Nano chip, according to
the manufacturer’s instructions (Fig. 3).

Storea t-80°C .

The library is prepared for 550 bp insert using the TruSeq DNA
PCR-Free Sample Prep LT kit by Illumina following the manufac-
turer’si nstructions.

1.
2.

Add30 pL of nuclease-free water to the library.

Proceed to the library amplification with the GC-RICH PCR
System, dNTPack. Realize ten 50 pLL PCR reactions per library.
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3.4 Gene Capture 1.

by Hybridization

Each amplification reaction should contain 10 pL of 5x GC-
RICH PCR reaction buffer, 2 pL. of 25 mM MgCl,, 1 pL of
PCR grade nucleotide mix, 1 pL. of 25 pM TS-PCR Oligo 1,
1 pL of 25 pM TS-PCR Oligo 2, 29 pL of PCR grade water,
1 pL of GC-RICH enzyme mix and 5 pL of prepared library
(see Note 4). Use the following thermal conditions: 4 min at
94 °C then 20 cycles of 30 s at 94 °C, 1 min at 58 °C and 1 min
30 s at 68 °C and a final elongation step at 68 °C for 3 min.

. Purify the amplified library using the QIAquick PCR

Purification Kit following the manufacturer’s instructions. Use
one column of the kit for two PCR reactions pooled from a
same library (i.e. five columns per library). The purified prod-
uct is eluted in 50 pL of nuclease-free water.

. Select the DNA fragments size with the Agencourt® AMPure®

XP Reagent. Check that the eluate volume is equal to 50 pL. If
necessary make up to 50 pL. with nuclease-free water. Add
50 pL. of AMPure beads, gently mix by pipetting and incubate
for 5 min at room temperature (see Note 8). Place the tubes on
the magnetic stand for at least 5 min at room temperature
(until the supernatant is clear). Remove and discard the super-
natant from each tube. Keep the tubes on the magnetic stand
and wash two times the beads like following: add 500 pL of
80 % ethanol to each tube without disturbing them, incubate
for 30 s at room temperature, and then remove and discard all
of the supernatant from each tube. Take care not to disturb the
beads. Remove and discard any remaining ethanol with a 10 pLL
pipette and let the beads air-dry for 5 min at room tempera-
ture. Add 50 pL of nuclease-free water to each tube. Remove
the tubes from the magnetic stand. By pipetting, resuspend the
beads by repeatedly dispensing the water over the bead pellet
until it is immersed in the solution. Incubate for 2 min at room
temperature. Place the tubes on the magnetic stand for at least
5 min at room temperature (until the supernatant is clear).
Transfer all of the supernatant from each of the five tubes into
anew 1.5 mL microcentrifuge tube (se¢ Note 9).

. Evaluate the concentration of purified amplified library with

NanoDrop spectrophotometer. Assess its quality on an Agilent
DNA 7500 or 12000 chip, according to the manufacturer’s
instructions (Fig. 4).

. Store the purified amplified libraries at -20 °C.

Transfer 2.5 pg of sheared salmon sperm DNA and 500 ng of
purified amplified library into a 0.2 mL PCR tube (see Note 10).
Evaporate to dryness with a speed vacuum and resuspend in
7 uL of nuclease-free water.

. Thaw an aliquot of 2x hybridization buffer, prewarmed it at

65 °Cand transfer 20 pLLinto a 0.2 mL PCR tube (se¢ Note 11).
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Fig. 4 Quality of amplified library (prepared for 650 bp insert) assess on an
Agilent Bioanalyzer High Sensitivity DNA chip. The electrophoregram shows a
peak focused on 770 bp for the case of library prepared for 650 bp insert with
120 bp lllumina adaptors. With a library prepared for 550 bp, the same profile will
be observed but with a peak focused on 670 bp

3. Thaw the biotinylated RNA probe mix on ice, transfer 500 ng
into a 0.2 mL PCR tube and adjust the volume to 6 pL with
nuclease-free water (se¢ Notes 11 and 12).

4. Incubate the salmon sperm DNA /purified amplified library
(SL) mix in a thermal cycler with the following conditions:
95 °C for 5 min and 65 °C at 5 min.

5. Without removing SL mix from the thermal cycler, incubate at
65 °C the 0.2 mL PCR tube with 2x hybridization buffer. Add
quickly 13 pL of prewarmed 2x hybridization buffer to the
tube containing the SL mix and homogenize by pipetting.

6. Always without removing SL mix from the thermal cycler, incu-
bate at 65 °C the 0.2 mL PCR tube with the biotinylated capture
probes mix. Add quickly 6 pL of probe mix to SL mix (hybrid-
ization mix) and homogenize by pipetting. Incubate at 65 °C for
the obtained hybridization mix 24 h in the thermal cycler.

7. Prior to removing the hybridization mix from the thermal
cycler, prepare the Dynabeads® M-280 Streptavidin as follow-
ing: transfer 50 pLL of dynabeads into a 1.5 mL microcentrifuge
tube (see Note 11), place the tube on the magnetic stand until
the supernatant is clear, remove and discard it. Wash three
times the dynabeads as following: add 200 pL of binding buf-
fer, gently tap the tube to resuspend the dynabeads, place the
tube on the magnetic stand until the supernatant is clear,
remove and discard the supernatant. Take care not to disturb
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

the dynabeads. After the three washes, resuspend the dyna-
beads in 200 pL of binding buffer.

. Add the 26 pL of hybridization mix to the washed dynabeads.

Gently tap the tube to resuspend the dynabeads and incubate
for 30 min at room temperature (off the magnetic stand).
Regularly resuspend the dynabeads during the incubation by
gently taping the tube (see Note 13).

. During the incubation, pre-warm the wash buffer n°2 at 65 °C

(at least 1.5 mL per captured library).

After the incubation, place the tube on the magnetic stand
until the supernatant is clear. Remove and discard the superna-
tant. Take care not to disturb the dynabeads. Add 500 pL of
wash buffer n°1 and resuspend the dynabeads by gently taping
the tube. Incubate for 15 min at room temperature (off the
magnetic stand). Regularly resuspend the dynabeads during
the incubation by gently taping the tube (see Note 13).

After the incubation, place the tube on the magnetic stand
until the supernatant is clear, remove and discard it. Take care
not to disturb the dynabeads. Wash three times the dynabeads
as following: resuspend the dynabeads in 500 pL of pre-
warmed wash buffer n°2, incubate for 10 min at 65 °C (off the
magnetic stand). Regularly resuspend the dynabeads during
the incubation by gently taping the tube. Place the tube on the
magnetic stand until the supernatant is clear. Remove and dis-
card the supernatant. Take care not to disturb the dynabeads.

Resuspend the dynabeads in 50 pL of 0.1 M NaOH by vortex-
ing the tube for 5 s (see Note 2). Incubate for 10 min at room
temperature (off the magnetic stand).

Place the tube on the magnetic stand until the supernatant is
clear and transfer it to a 1.5 mL microcentrifuge tube contain-
ing 70 pL of 1 M Tris-HCI (pH 7.5). Take care not to disturb
the Dynabeads.

Purity the captured library using the QIAquick PCR Purification
Kit following the manufacturer’s instructions. The purified
product is eluted in 50 pL of nuclease-free water.

Select the DNA fragment size with the Agencourt® AMPure®
XD Reagent as indicated in step 4 of Subheading 3.3.

Amplify the captured library using the GC-RICH PCR System,
dNTPack. Make five 50 pL. PCR reactions per captured library
and proceed in the same way as the step 2 of Subheading 3.3
but realize 25 amplification cycles instead of 20 in the thermal
conditions.

Purity the amplified captured library using the QIAquick PCR
Purification Kit following the manufacturer’s instructions.
Realize one column for 2.5 amplification reactions from a same
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library (i.e. two columns per library (125 pL)). The purified
product is eluted in 50 pL of nuclease-free water.

Select the DNA fragment size with the Agencourt® AMPure®
XP Reagent as indicated in step 4 of Subheading 3.3.

Evaluate the concentration of purified amplified captured
library with Nanodrop spectrophotometer.

Proceed to a second cycle of hybridization by repeating the
steps 1-15 with the purified amplified capture products
obtained previously (see Notes 14 and 15).

Amplify the captured library using the GC-RICH PCR System,
dNTPack. Make ten PCR reactions per library and proceed in
the same way as the step 2 of Subheading 3.3 but realize 25
amplification cycles instead of 20 in the thermal conditions.

Purity the amplified captured library using the QIAquick PCR
Purification Kit following the manufacturer’s instructions.
Realize one column for two amplification reactions from a
same library (i.e. five columns per library). The purified prod-
uct is eluted in 50 pL of nuclease-free water.

Select the DNA fragment size with the Agencourt® AMPure®
XP Reagent as indicated in step 4 of Subheading 3.3.
Evaluate the concentration of purified amplified captured
library with Nanodrop spectrophotometer. Assess its quality
on an Agilent DNA 7500 or 12000 chip, according to the
manufacturer’s instructions (Fig. 5).

0 \ | | L
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50 300 500 700 1500 17000 [bpl

Fig. 5 Quality of captured library (prepared for 650 bp insert) assess on an Agilent
Bioanalyzer 12000 DNA chip. The electrophoregram shows a peak focused on

770

bp for the case of library prepared for 650 bp insert with 120 bp lllumina

adaptor. With a library prepared for 550 bp, the same profile will be observed but

with

a peak focused on 670 bp
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25.

26.

Store the purified amplified captured library products at
-20°C.

Proceed to the sequencing of captured library on an Illumina
sequencer compatible with the kit use to prepare the library.

4 Notes

. EDTA will not go into solution until the pH of the solution is

adjusted to ~8.0 by the addition of 1 M NaOH.

2. Buffers and solutions must be extemporaneously prepared.

. For the fragmentation of gDNA, we recommend, as Illumina,

to use Covaris microlTUBES with a focused-ultrasonicator.
Covaris offers different models of focused-ultrasonicator and
the material necessary for the fragmentation depends on the
focused-ultrasonicator used.

4. Include 10 % excess for multiple samples.

. The verification of the amplified hybrid probe size by electro-

phoresis on a 2 % agarose-TBE gel is absolutely necessary. It is
possible to get two amplification bands, one at the expected
size (i.e. size of hybrid probe with amplification primers T7-A
and B) and another due to aberrant amplification of the T7
promoter. Only the correct band at the expected size must be
excised and purified.

. For example, three hybrid probes (specific capture probe and

adaptor sequences) are necessary for the mix with specific cap-
ture probe as following: probe A 5-CCCAGGATW
AGATACCCKCCYAGTTTAYRC-3’, probe B 5-TTCAGA
AGTAGATATGCTGGTAGTCTACCA-3" and probe C
5'-TGCACAATCAGATAGTYTGGYAGTGACCGC-3'. The
probe A has one W base (two combinations, T or A), one K
base (two combinations, T or G), two Y bases (two combina-
tions, C or T), and one R base (two combinations, A or G),
therefore there is 32 possible combinations for the probe A (1
Wx1 Kx2 Yx1 R=2x2x(2x2)x2=32). In the same way,
the probes B and C have a degeneracy of 1 (none degenerated
base) and 4 (2 x 2) respectively. To make the hybrid probe mix,
use 1,/32¢ in quantity of the probe B and 1/8¢ in quantity of
the probe C compared to the probe A. Thus, for 500 ng of
probe A, add 15.6 ng of probe B and 62.5 ng of probe C. In
this example, the three probes have the same size, otherwise
you must calculate a number of molecules (taking into account
the size of each probe) to realize an equimolar mix.

. The IVT reaction mix must be realized at room temperature.

Indeed the spermidine in the 10x reaction buffer can copre-
cipitate the template DNA if the reaction is assembled on ice.
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. Remove the AMPure beads from 2 to 8 °C storage and let

stand for at least 30 min to bring them to room temperature.
Vortex the room temperature AMPure beads for at least 1 min
or until they are well dispersed. Vortex the beads frequently
and collect them by slowly pipetting (due to their viscosity) to
make sure that they are evenly distributed.

. Be sure not to retrieve beads with the supernatant because the

beads can interfere with the following steps. It is better to
retrieve less volume of clear supernatant and if necessary to
adjust the volume by adding nuclease-free water to the purified
product.

The sheared salmon sperm DNA commercial solution is con-
centrated at 10 mg/mL. Make a dilution at 1,/10¢ in nuclease-
free water and pipette 2.5 pL to get 2.5 pg of sheared salmon
spermD NA.

Make as many aliquots as captured library.

It could be necessary to dilute the biotinylated RNA probe
mix. The 500 ng of the biotinylated RNA probe mix should be
in a volume less than or equal to 6 pL.

Alternatively, incubate the appropriate time at room tempera-
ture with tilting and gentle rotation on a HulaMixer Sample
Mixer or other similar device.

If you do not plan to proceed immediately to the second cycle
of hybridization, the protocol can be safely stopped here. If
you are stopping, store the tubes at =20 °C.

If the quantity of purified amplified capture products, obtained
after the first cycle of hybridization, is less than 500 ng, pro-
ceed to the second cycle of hybridization with the totality of
the sample.
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Abstract

Background

New generation of sequencing platforms coupled to numerous bioinformatics tools has led to
rapid technological progress in metagenomics and metatranscriptomics to investigate
complex microorganism communities. Nevertheless, a combination of different bioinformatic
tools remains necessary to draw conclusions out of microbiota studies. Modular and

user-friendly tools would greatly improve such studies.

Findings

We therefore developed ASaiM, an Open-Source Galaxy-based framework dedicated to
microbiota data analyses. ASaiM provides a curated collection of tools to explore and
visualize taxonomic and functional information from raw amplicon, metagenomic or
metatranscriptomic sequences. To guide different analyses, several customizable workflows
are included. All workflows are supported by tutorials and Galaxy interactive tours to guide
the users through the analyses step by step. ASaiM is implemented as Galaxy Docker
flavour. It is scalable to many thousand datasets, but also can be used a normal PC. The
associated source code is available under Apache 2 license at

https://github.com/ASaiM/framework and documentation can be found online

(http://asaim.readthedocs.io/)

Conclusions

Based on the Galaxy framework, ASaiM offers sophisticated analyses to scientists without
command-line knowledge. ASaiM provides a powerful framework to easily and quickly

explore microbiota data in a reproducible and transparent environment.
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Findings

Background

The study of microbiota and microbial communities has been facilitated by the evolution of
sequencing techniques and the development of metagenomics and metatranscriptomics.
These techniques are giving insight into phylogenetic properties and metabolic components
of microbial communities. However, meta’omic data exploitation is not trivial due to the large
amount of data, high variability, incompleteness of reference databases, difficulty to find,
configure, use and combine the dedicated bioinformatics tools, etc. Hence, to extract useful
information, a sequenced microbiota sample has to be processed by sophisticated workflows
with numerous successive bioinformatics steps [1]. Each step may require execution of
several tools or software programs. For example, to extract taxonomic information with the
widely used QIIME [2] or Mothur [3], at least 10 different tools with at least 4 parameters
each are needed. Designed for amplicon data, both QIIME and Mothur can not be directly
applied to shotgun metagenomics data. In addition, the tools can be complex to use; they
are command-line tools and may require computational resources specially for the
metagenomics datasets. In this context, selecting the best tools, configuring them to use the
correct parameters and appropriate computational resources and combining them together
in an analysis chain is a complex and error-prone process. These issues and the involved
complexity are blocking scientist from participating in the analysis of their own data.
Furthermore, bioinformatics tools are often manually executed and/or patched together with

custom scripts. These practices raise doubts about a science gold standard: reproducibility
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[3,4]. Web services and automated pipelines such as MG-RAST [5] and EBI metagenomics
[6] offer solutions to the accessibility issue. However, these web services work as a black
box and are lacking in transparency, flexibility and even reproducibility as the version and
parameters of the tools are not always available. Alternative approaches to improve
accessibility, modularity and reproducibility can be found in open-source workflow systems
such as Galaxy [6—8]. Galaxy is a lightweight environment providing a web-based, intuitive
and accessible user interface to command-line tools, while automatically managing
computation and transparently managing data provenance and workflow scheduling [6-8].
More than 4,500 tools can be used inside Galaxy environments. The tools can be selected
and combined to build Galaxy flavors focusing on specific type of analysis, e.g. the Galaxy
RNA workbench [9].

In this context, we developed ASaiM (Auvergne Sequence analysis of intestinal Microbiota),
an Open-Source opinionated Galaxy-based framework. It integrates tools and workflows
dedicated to microbiota analyses with an extensive documentation

(http://asaim.readthedocs.org) and training support.

Goals of ASaiM

ASaiM is developed as a modular, accessible, redistributable, sharable and user-friendly
framework for scientists working with microbiota data. This framework is unique in combining
curated tools and workflows and providing easy access for scientists.

ASaiM is based on four pillars: 1) easy and stable dissemination via Galaxy, Docker and
conda, 2) a comprehensive set of metagenomics related tools, 3) a set of predefined and
tested workflows, and 4) extensive documentation and training to help scientists in their

analyses.
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A framework built on the shoulders of giants

The ASaiM framework is built on existing tools and infrastructures and combine all their
forces to build an easily accessible and reproducible analysis platform.

ASaiM is implemented as portable virtualized container based on Galaxy framework [8].
Galaxy provides researchers with means to reproduce their own workflows analyses, rerun
entire pipelines, or publish and share them with others. Based on Galaxy, ASaiM is scalable
from single CPU installations to large multi-node high performance computing environments.
Deployments can be archived by using a pre-built ASaiM Docker image, which is based on

the Galaxy Docker project (http://bgruening.qgithub.io/docker-galaxy-stable) or by installing all

needed components into an already existing Galaxy instance. This ASaiM Docker instance
is customized with a variety of selected tools, workflows, Interactive tours and data that have
been added as additional layers on top of the generic Galaxy Docker instance. The
containerization keeps the deployment task to a minimum. The selected Galaxy tools are

automatically installed from the Galaxy ToolShed [10] (https://toolshed.g2.bx.psu.edu/) using

the Galaxy API BioBlend [11] and the installation of the tools and their dependencies are
automatically resolved using packages available through Bioconda

(https://bioconda.qgithub.io). We migrated then 10 tools/suites of tools and their

dependencies to Bioconda (e.g. HUMANNZ2) and integrated 14 suites into Galaxy (e.g.
QIIME with around forty tools).

The containerization as well as the packaging with conda enables automatic continuous
integration tests at different levels: dependencies (BioConda), tool integration in Galaxy,
Galaxy itself and at ASaiM level. Together with strict version management on all levels, this

contributes to a high degree of error-control and reproducibility.
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Tools for microbiota data analyses

The tools integrated in ASaiM can be seen in Table 1. They are expertly selected for their

relevance with regard to microbiota studies, such as Mothur [3], QIIME [2], MetaPhlAn2 [12],

HUMANN2 [13] or tools used in existing pipelines such as EBI Metagenomics’ one. We also

added general tools used in sequence analysis such as quality control, mapping or similarity

search tools.

Table 1: Available tools in ASaiM

Section Subsection

Tools

File and meta tools Data retrieval

EBISearch, ENASearch, SRA Tools

Text manipulation

Tools from Galaxy ToolShed

Sequence file manipulation

Tools from Galaxy ToolShed

BAM/SAM file manipulation

SAM tools [15-17]

BIOM file manipulation

BIOM-Format tools [18]

Genomics tools Assembly

FastQ joiner [19], FastQ-join

Quality control

FastQC, PRINSEQ [20], Trim
Galore!, Trimmomatic [21]

Clustering CD-Hit [22], Format CD-HIT outputs
Sorting SortMeRNA [23]
Mapping BWA [24,25], Bowtie [26]

Similarity search

NCBI Blast+ [27,28], Diamond [29]

Alignment HMMERS3
Microbiota dedicated Metagenomics data VSEARCH [14]
tools manipulation

Amplicon sequence processing

Mothur [3], QIIME [2]

Taxonomy assignation on WGS
sequences

MetaPhlAn2 [12], Format
MetaPhlan2, Kraken [30]

Metabolism assignation

HUMANN2 [13], Group HUMANN2
to GO slim terms, Compare
HUMANN2 outputs, PICRUST [31],
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InterProScan
Combination of functional and Combine MetaPhlAn2 and
taxonomic results HUMANN2 outputs
Visualization Export2graphlan, GraPhlAn, Krona

This table presents the tools, organized in section and subsections to help users. A more detailed
table of the available tools and some documentation can be found in the online documentation

(http://asaim.readthedocs.org/)

An effort in development was made to integrate these tools into Conda and the Galaxy
environment, with the help and support of the Galaxy community. We also developed two
new tools to search and get data from EBI Metagenomics and ENA databases using the API
of the databases (EBISearch and ENASearch) and a tool to group HUMANN2 outputs into
Gene Ontology Slim Terms. Tools inside ASaiM are organized to make them findable and

documented (http://asaim.readthedocs.org/).

Diverse source of data

Any easy way to upload user-data into ASaiM is provided by an web-interface or more
sophisticated via FTP or SFTP. Moreover, we added specialised tools that can interact with
external databases like NCBI, ENA or EBI Metagenomics to query them and download data

into the framework.

Visualization of the data

An analysis often ends with summarizing figures that conclude and represent the findings.
ASaiM includes standard interactive plotting tools to draw bar charts and scatter plots from
all kinds of tabular data. Phinch visualization is also included to interactively visualize and
explore any BIOM file, and generate different types of ready-to-publish figures. We also
integrated two other tools to explore and represent the community structure from outputs of

MetaPhlAn: KRONA (Ondov et al. 2011)and GraPhlAn. Moreover, as in any Galaxy
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instance, other visualization are included such Phyloviz for phylogenetic trees or the
Genome browser Trackster for visualizing SAM/BAM, BED, GFF/GTF, WIG, bigWig, bigBed,

bedGraph, and VCF datasets.

Workflows

Each tool can be used separately in an explorative manner or multiple tools can be
orchestrated inside workflows passing raw data to the data reduction step, to information
extraction and visualization. To assist in microbiota analyses, several default but
customizable workflows are proposed in ASaiM. All the available workflows with tool and

parameter choices are documented (http://asaim.readthedocs.org/).

Analysis of raw metagenomic or metatranscriptomic shotgun data

A workflow quickly produces, from raw metagenomic or metatranscriptomic shotgun data,
accurate and precise taxonomic assignations, wide extended functional results and
taxonomically related metabolism information (Figure 1). This workflow consists of i)
processing with quality control/trimming (FastQC and Trim Galore!) and dereplication
(VSearch [14]; ii) taxonomic analyses with assignation (MetaPhlAn2 [12]) and visualization
(KRONA , GraPhlAn); iii) functional analyses with metabolic assignation and pathway
reconstruction (HUMANNZ2 [13]); iv) functional and taxonomic combination with developed
tools combining HUMANNZ2 and MetaPhIAn2 outputs.

This workflow has been tested on two mock metagenomic datasets with controlled
communities (Supplementary material). We have compared the extracted taxonomic and
functional information to such information extracted with the EBI metagenomics’ pipeline and
to the expectations from the mock datasets. With ASaiM, we generate more accurate and
precise data for taxonomic analyses (Figure 2): we can access information at the level of the

species. More informative data for metabolic description (gene families, gene ontologies,
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pathways, etc) are also extracted with ASaiM compared to the ones available on EBI
metagenomics. With this workflow, we can investigate which taxons are involved in a
specific pathway or a gene family (e.g. involved species and their relative involvement in
different step of fatty acid biosynthesis pathways, Figure 3).

For the tests, ASaiM was deployed on a computer with Debian GNU/Linux System, 8 cores
Intel(R) Xeon(R) at 2.40 GHz and 32 Go of RAM. The workflow processed the 1,225,169
and 1,386,198 454 GS FLX Titanium reads of each datasets in 4h44 and 5h22 respectively,
with a stable memory usage (Supplementary material). With this workflow, it is then easy
and quick to process raw microbiota data and extract diverse useful information.

Analysis of amplicon data

To analyze amplicon data, the Mothur and QIIME tool suites are available to ASaiM. We
integrated the workflows described in tutorials of Mothur and QIIME websites, as example of
amplicon data analyses as well as support for the training material. These workflows, as any
workflows available in ASaiM, can be adapted for a specific analysis or used as

subworkflows by the users.

Running as in EBI metagenomics

The tools used in the EBI Metagenomics pipeline are also available in ASaiM. We integrate
then also a workflow with the same steps as the EBI Metagenomics pipeline. Analyses made
in EBI Metagenomics website can be then reproduced locally, without having to wait for
availability of EBI Metagenomics or to upload any data on EBI Metagenomics. However the
parameters must be defined by the user as we can not find them on EBI Metagenomics

documentation.
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Documentation and training

A tool or software is easier to use if it is well documented. Hence extensive documentation
helps the users to be familiar with the tool and also prevents mis-usage. For ASaiM, we

developed an extensive online documentation (http://asaim.readthedocs.io/), mainly to

explain how to use it, how to deploy it, which tools are integrated with small documentation
about these tools, which workflows are integrated and how to use them.

In addition to this online documentation, Galaxy Interactive Tours are included inside the
Galaxy instance. Such tours guide users through an entire analysis in an interactive
(step-by-step) way. Some tours, included in every Galaxy instance, explains how to use
Galaxy. We also developed such tours dedicated specifically to the ASaiM workflows.
These interactive tours are used to complement tutorials and trainings. Some tutorials about
the integrated workflows have been developed to explain step-by-step the workflows with
small example datasets. Hosted in the Galaxy Training Network (GTN) GitHub repository

(https://github.com/galaxyproject/training-material), the tutorials are available online at

http://training.galaxyproject.org. They have been used during several workshops on

metagenomics data analysis with ASaiM as training support. These tutorials are also

accessible directly from ASaiM and its documentation for self-training.

Installation and running ASaiM

Running the containerized ASaiM simply requires to install Docker and to start the ASaiM
image with:

$ docker run -d -p 8080:80 quay.io/bebatut/asaim
Thanks to Docker, ASaiM can be installed under every operating systems, even with a

graphical tool (Kitematic: https://kitematic.com) on OSX and Windows.

10
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ASaiM is production-ready. It can also be configured to use external accessible computer
clusters or cloud environments.

It is also possible and easy to install all or only a subset of tools of the ASaiM framework on
existing Galaxy instances. The set of available tools can be easily extended either only a
given instance using the Galaxy admin interface or for ASaiM more generally thanks to the
simple definition of the installed tools in YAML files available in ASaiM GitHub repository. In
the latter case, the Docker image will be automatically rebuilded and the already integrated
tools will be updated to keep ASaiM up-to-date. For reproducibility reason, every version of

the Docker image is associated to a tag and is conserved.

Conclusion

ASaiM provides a powerful framework to easily and quickly analyze microbiota data in a
reproducible, accessible and transparent way. Built on a Galaxy instance wrapped in a
Docker image, ASaiM can be easily deployed with a comprehensive set of tools and their
dependencies. These tools are complemented with a set of predefined and tested workflows
to address the main microbiota questions (community structure and functions). All these

tools and workflows are extensively documented online (http://asaim.readthedocs.io) and

supported by Galaxy Interactive Tours and tutorials.
With this complete infrastructure, ASaiM offers a good environment for sophisticated
microbiota analyses to scientists without computational knowledge, while promoting

transparency, sharing and reproducibility.

Methods

For the tests, ASaiM was deployed on a computer with Debian GNU/Linux System, 8 cores
Intel(R) Xeon(R) at 2.40 GHz and 32 Go of RAM. The workflow has been run on two mock

community samples of Human Microbiome Project (HMP), containing a genomic mixture of
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22 known microbial strains. The details of comparison analyses are described in the

Supplementary Material.

Availability of supporting source code and requirements

Project name: ASaiM

e Project home page: https://github.com/ASaiM/framework

e Operating system(s): Platform independent
e Other requirements: Docker
e License: Apache 2
All tools described herein are available in the Galaxy Toolshed

(https://toolshed.g2.bx.psu.edu). The Dockerfile to automatically install deploy ASaiM is

provided in the GitHub repository and a pre-built Docker image is available at

https://quay.io/repository/bebatut/asaim-framework.
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Figure 1: Main ASaiM workflow to analyze raw sequences.

This workflow takes as input a dataset of raw shotgun sequences (in FastQ format) from
microbiota, preprocess it (yellow boxes), extracts taxonomic (red boxes) and functional
(purple boxes) assignations and combines them (green boxes).

Image available under CC-BY license (https://doi.org/10.6084/m9.figshare.5371396.v3)
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Figure 2: Comparisons of the community structure for SRR072233.
This figure compares the community structure between the expectations (mapping of the
sequences on the expected genomes), data found on EBI Metagenomics database

(extracted with the EBI Metagenomics pipeline) and the results of the main ASaiM workflow

(Figure 1).
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Figure 3: Example of an investigation of the relation between community structure and
functions.
The involved species and their relative involvement in fatty acid biosynthesis pathways have

been extracted with ASaiM workflow (Figure 1) for SRR072233
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COMMUNICATIONS SCIENTIFIQUES ORALES ET AFFICHEES

How to analyze raw sequencing data from microbiota? Using ASaiM!

Batut B, Gravouil K, Defois C, Brugere J-F, Peyretaillade E, Peyret P. GCB, Tiibingen,
ALLEMAGNE (2017) [poster]

Impact d’un polluant environnemental, le benzo[a]pyréne, sur le volatolome et le transcriptome du
microbiote intestinal humain.

Defois C, Ratel J, Denis S, Batut B, Beugnot R, Peyretaillade E, Engel E and Peyret P. JED, Clermont-
Ferrand, FRANCE (2017) [Communication orale]

ASaiM: a Galaxy-based framework to analyze raw sequencing data from microbiota.

Batut B, Defois C, Gravouil K, Brugere J-F, Peyretaillade E, Peyret P. GCC, Montpellier, FRANCE
(2017) [poster]

Impacts of benzo[a]pyrene, a polycyclic aromatic hydrocarbon, on the volatile metabolome and
transcriptome of the human gut microbiota.

Defois C, Ratel J, Denis S, Batut B, Beugnot R, Peyretaillade E, Engel E and Peyret P. CGIF, Chicago,
ETATS-UNIS (2017) [Communication orale]

Benzo[a]pyrene impacts the volatile metabolome and transcriptome of the human gut microbiota.

Defois C, Batut B, Ratel J, Beugnot R, Mercier F, Gasc C, Denis S, Peyretaillade E, Engel E and
Peyret P. INRA-ROWETT, Clermont-Ferrand, FRANCE (2016) [Communication orale et poster]

Caractérisation d’un intégron au sein d’un métagénome environnemental par une approche de capture
de génes par hybridation.

Abella J, Defois C, Gasc C, Parisot N, Bernard A, Bouchez O, Cravo-Laureau C, Duran R, Peyret P,
Cagnon C. CAPTURE, Paris, FRANCE (2016) [Communication orale]

Benzo[a]pyrene impacts human gut microbiota function.

Defois C, Batut B, Ratel J, Ribiere C, Gasc C, Beugnot R, Peyretaillade E, Engel E and Peyret P.
TARGETING MICROBIOTA, Paris, FRANCE (2015) [Poster]

ASaiM : an intuitive and adjustable pipeline to process metatranscriptomic data from intestinal
microbiota.

Batut B, Defois C, Ribiére C, Gasc C, Brugere JF, Peyretaillade E, CPER consortium Environnement
Digestif, Peyret P. JOBIM, Clermont-Ferrand, FRANCE (2015) [Communication orale]

Gene capture by hybridization for accurate taxonomic affiliation.

Gasc C, Ribiére C, Defois C, Allario T, Batut B, Beugnot R, Peyretaillade E, Peyret P. JOBIM,
Clermont-Frrand, FRANCE (2015) [Poster]
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ACTIVITES/RESPONSABILITES EXTRA-RECHERCHE

Enseignements, communication scientifique pour les étudiants

2014-2017 Doctorante contractuelle (Activité d’enseignement), Université d’Auvergne. 64h /

année universitaire (= 192h)

Travaux Pratiques en Microbiologie, 1ére année DUT Génie biologique
Milieux, matériels et stérilisation
Croissance bactérienne
Structure bactérienne
Infection bactériophages
Antibiothérapie et microbiote intestinal en modele murin
Meétabolisme bactérien

25.01.2017 Participation a la Journée Régionale des Innovations Thérapeutiques a Lyon.
Rencontre Doctorants-Masters. Financement du rassemblement par la région

Auvergne-Rhone Alpes.

Modules « biologie »

e Participation a un workshop a I’Institut Pasteur (Paris, 2015) : “Exploration & Sequencing of
Human Microbiota: The Perfect Signature”.

e  Suivi du module “Programmation en Perl” du Master 1 « Analyse et Mod¢lisation des
Données », semestre 1 (31h) (Clermont-Ferrand, 2015)

e Membre du comité d’organisation des Journées de 1’Ecole Doctorale (2 jours de congres,

Clermont-Ferrand, 2016)
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Conférencier invité : Dr Aurore Marcou. Institut M.Curie. Moduler le cerveau par I’hypnose :
Applications a la médecine.
e Représentant des étudiants au conseil scientifique de I’Ecole Doctorale SVSAE (Clermont-

Ferrand, 2017)

Modules « sociaux-professionnels »

e Bilan professionnel (OSP 21) (Mai 2017)
e  Culture d’entreprise (OSP 3) (Mars 2015)
e La propriété intellectuelle (OSP 6) (Février 2015)

e Le défi de I’évaluation de I’étudiant (OSP 12) (Février 2015)
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RESUME

L’exposition aux polluants environnementaux a été associée a de nombreux désordres
métaboliques, immunitaires et reproductifs ainsi qu’a divers cancers. De plus en plus de travaux,
indiquent que le microbiote intestinal, qui joue un réle majeur dans I’immunité et le métabolisme de
I’hote, interagit avec les xénobiotiques dont les polluants organiques persistants (POPs) et les
contaminants néoformés dans les aliments. Cette interaction peut avoir des conséquences
toxicologiques importantes via la modification des fonctions du microbiote intestinal mais également
via 1la métabolisation des xénobiotiques, entrainant une potentielle altération de 'hnoméostasie de 1'hote.
Dans le cadre de cette thése, nous avons démontré, en modele in vitro, qu’une exposition aigiie du
microbiote intestinal humain au benzo[a]pyréne (hydrocarbure aromatique polycyclique) a entrainé
une altération des fonctions du microbiote intestinal au niveau du volatolome et du métatranscriptome
microbien. Cependant, dans nos conditions expérimentales, aucun impact sur la structure microbienne
n'a été observé. L’Homme étant continuellement exposé a un panel de composés chimiques
environnementaux, nous avons par la suite étudié I'impact de divers POPs et produits néoformés dans
les aliments sur le microbiote intestinal humain. Des familles de geénes ainsi que des composés
volatiles microbiens ont ¢t¢ identifiés comme altérés aprés 1’exposition, conduisant a une perturbation
de l'activité microbienne. Nous avons finalement démontré que l'interaction microbiote-polluant
pourrait conduire a I'établissement d'un état pro-inflammatoire modéré dans l'intestin avec une
libération de cytokine IL-8 par les cellules épithéliales intestinales. Ces résultats appuient le concept
émergent selon lequel les contaminants alimentaires pourraient altérer les activités du microbiote
intestinal.

ABSTRACT

Exposure to environmental pollutants has been associated with various life-threatening
disorders, including dysregulation of the immune and reproductive systems, metabolic diseases and
various cancers. Growing evidences indicate that the gut microbiota, which plays major roles in host
metabolic and immune functions, interacts with xenobiotics including persistent organic pollutants
(POPs) and foodborne chemicals. The toxicological relevance of the gut microbiota-pollutant interplay
is of great concern for the host since the chemicals may disrupt the gut microbiota functions leading to
a potential impairment of the host homeostasis. During this PhD thesis, we demonstrated that irn vitro
acute exposure of the human gut microbiota with benzo[a]pyrene (polycyclic aromatic hydrocarbon)
led to an impairment of the gut microbiota functions with a specific shift of the microbial volatolome
and metatranscriptome. However, in our experimental conditions, no impact on the microbial structure
was observed. Since humans are exposed to a wide range of environmental chemicals we investigated
the impact of various POPs and foodborne chemicals on the human gut microbiota. We identified
microbial volatiles and gene families that shifted after this exposure leading to an imbalance of the
microbial activity. Furthermore, we demonstrated that the interaction between the pollutants and the
gut microbiota lead to a significant release of pro-inflammatory IL-8 cytokine by the intestinal
epithelial cells which may contribute to the establishment of a low-grade inflammatory state in the gut.
All together, these data support the emerging concept that food pollutants could alter the gut
microbiota activities.
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Figure 1: Main ASaiM workflow to analyze raw sequences.

This workflow takes as input a dataset of raw shotgun sequences (in FastQ format) from
microbiota, preprocess it (yellow boxes), extracts taxonomic (red boxes) and functional
(purple boxes) assignations and combines them (green boxes).

Image available under CC-BY license (https://doi.org/10.6084/m9.figshare.5371396.v3)
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Figure 2: Comparisons of the community structure for SRR072233.

This figure compares the community structure between the expectations (mapping of the
sequences on the expected genomes), data found on EBI Metagenomics database
(extracted with the EBI Metagenomics pipeline) and the results of the main ASaiM workflow

(Figure 1).
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Figure 3: Example of an investigation of the relation between community structure and
functions.
The involved species and their relative involvement in fatty acid biosynthesis pathways have

been extracted with ASaiM workflow (Figure 1) for SRR072233
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Figure 1: Main ASaiM workflow to analyze raw sequences.

This workflow takes as input a dataset of raw shotgun sequences (in FastQ format) from
microbiota, preprocess it (yellow boxes), extracts taxonomic (red boxes) and functional
(purple boxes) assignations and combines them (green boxes).

Image available under CC-BY license (https://doi.org/10.6084/m9.figshare.5371396.v3)
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Figure 2: Comparisons of the community structure for SRR072233.

This figure compares the community structure between the expectations (mapping of the
sequences on the expected genomes), data found on EBI Metagenomics database
(extracted with the EBI Metagenomics pipeline) and the results of the main ASaiM workflow

(Figure 1).
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Figure 3: Example of an investigation of the relation between community structure and
functions.
The involved species and their relative involvement in fatty acid biosynthesis pathways have

been extracted with ASaiM workflow (Figure 1) for SRR072233
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