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-GRADOS L, PEROT M, BARBEZIER N, DELAYRE-ORTHEZ C, FUMERY M, ANTON P M, GAY-QUEHEILLARD J. How
advanced are we on the consequences of oral exposure to food contaminants on the occurrence of chronic non-
communicable diseases? Chemosphere 2022 Jun 7;303(Pt 3):135260. doi: 10.1016/j.chemosphere.2022.135260
(Revue) (IF 7,1)

-GUIBOURDENCHE M, HAUG J, CHEVALIER N, SPATZ M, BARBEZIER N, GAY-QUEHEILLARD J, ANTON P M. Food
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C. Description du sujet de thése proposé : (3 a 5 pages)

1. Discipline :

Titre et Résumé : Impacts de I'ingestion de résidus de pesticides sur la survenue de la maladie de Crohn

2. Sujet:
a. Description du sujet (contexte scientifique, description du probléme, Objectifs, ....) :

Les données épidémiologiques et translationnelles impliquent de plus en plus les polluants environnementaux
dans les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI) aboutissant a une altération de la qualité de vie
et a un handicap important. En effet, lI'incidence mondiale des MICI a augmenté, en particulier dans les pays en
développement, parallelement a |'utilisation accrue de produits chimiques et de matériaux synthétiques dans la
vie quotidienne et a I'escalade des niveaux de pollution. La Région Hauts-de-France (H-de-F), forte utilisatrice de
pesticides, est particulierement touchée par les MICI, et en particulier la Maladie de Crohn (MC) dont I'étiologie
reste inconnue mais pour laquelle les polluants environnementaux sont fortement suspectés dans I’apparition de
la maladie. Une étude d’une cohorte d’agriculteurs pendant plusieurs années et a laquelle des chercheurs de notre
laboratoire PériTox sont associés, a souligné un lien probable entre agriculture, arboriculture fruitiere ou élevage
laitier et la survenue de la MC (Petit el al., 2024). De récentes études nationales et écologiques ont fait état
d'associations entre les pesticides agricoles et les MICI, en particulier la MC (Estevinho et al., 2024). Les différentes
études disponibles chez I'Homme corroborent le fait que les pesticides sont associés a un risque accru de MICI,
I'exposition aux polluants atmosphériques étant également associée a des effets néfastes liés a la maladie. Il est
aujourd'hui largement reconnu que les facteurs environnementaux, et en particulier les contaminants
alimentaires, peuvent contribuer, directement ou indirectement, au développement de nombreuses maladies
inflammatoires chroniques.

La MC est une inflammation chronique idiopathique d’origine autoimmune liée a de nombreux facteurs
environnementaux. L'hypothese principale est que les interactions entre les facteurs génétiques et
environnementaux déséquilibrent le microbiote intestinal et entrainent une réponse immunitaire inappropriée
(Glassner et al., 2020 ; Lavelle et Sokol, 2020 ; Mentella et al., 2020). Les données épidémiologiques indiquent que
les MICI évoluent par poussées imprévisibles, responsables d'une altération de la qualité de vie et d'un handicap.
Les projections réalisées a partir de cohortes nord-américaines ou européennes prévoient une prévalence des
MICI comprise entre 0,5 % et 1 % en 2030 (Sarter et al., 2024). Elles mettent également en évidence un gradient
spatial Nord-Sud de l'incidence et de la prévalence des MICI au niveau mondial ainsi que sur les territoires frangais
et du Nord de la France. En France, grace a un outil unique, le registre EPIMAD, qui recueille tous les cas incidents
du Nord de la France, il a été montré que l'incidence de la MC a augmenté ces trente derniéres années (5,3 a
7,6/10° habitants sur la période 1988-2014) (http://www.observatoire-crohn-rch.fr/), et particulierement (+
126%) chez les adolescents (10-16 ans). De plus, dans une étude collaborative issue du registre EPIMAD nous
avons identifié, a partir des données du Programme de Médicalisation des Systémes d’Information (PMSI), 16
clusters de surprévalence de la MC répartis dans toute la France, le plus important étant situé dans le nord de la
France (Genin et al.,, 2020). Les résultats de plusieurs études épidémiologiques plaident en faveur d'une
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responsabilité réelle de facteurs alimentaires, et I'exposition a I'agriculture au début de la vie (Agrawal et al., 2024)
est associée a un risque accru de développer une MICI. Quelques études ont également suggéré que I'exposition
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aux résidus de pesticides pourrait étre responsable d'une inflammation intestinale chronique de faible intensité
altérant la communication entre I'hGte et le microbiote, mais leur implication dans |'étiologie des MICl n'a pas été
démontrée jusqu'a présent. La France étant le premier utilisateur de pesticides en Europe, nous pouvons étre
exposés a un grand nombre de substances phytochimiques dont les effets cumulés a long terme sont inconnus.
Leurs résidus sont ainsi présents dans les aliments, I'eau, exposant I'homme au quotidien. Les Frangais ont
d'ailleurs le taux le plus élevé de résidus de pesticides dans le sang en Europe (ANSES, 2010). Le traitement avec
plusieurs produits pose la question de I'effet cocktail sur la santé humaine, en particulier chez les populations
vulnérables comme les enfants et les adolescents.

Parallelement, une augmentation progressive de I'incidence des MICI est également observée dans plusieurs pays
du bassin méditerranéen et du Moyen-Orient, notamment au Liban, ou les transitions nutritionnelles,
I'intensification agricole et I'usage croissant de pesticides constituent des facteurs environnementaux émergents
susceptibles d’influencer la santé intestinale. Le Liban présente un contexte particulierement pertinent pour
I’étude des expositions alimentaires chroniques aux résidus de pesticides en raison de la forte consommation de
produits frais issus d’agricultures locales et de la variabilité des pratiques phytosanitaires. Cependant, les données
mécanistiques reliant I’exposition alimentaire aux pesticides et le développement des MICI restent tres limitées
dans cette région. L'intégration d’'une approche comparative entre la France et le Liban permettra d’explorer
I'impact de contextes environnementaux et alimentaires distincts sur les mécanismes inflammatoires intestinaux.
Dans ce cadre, le projet s’inscrit dans une collaboration scientifique structurée entre I’Université de Picardie Jules
Verne (UPJV, France) et I'Université Libanaise (Liban). Cette collaboration permettra de croiser les expertises en
toxicologie expérimentale, nutrition et épidémiologie environnementale afin d’apporter une vision intégrée Nord-
Sud des déterminants environnementaux de la MC.

D’autre part, au niveau du laboratoire PériTox, nous avons précédemment démontré que les pesticides
organophosphorés alterent I'hnoméostasie hépatique (Reygner et al., 2016 ; Guibourdenche et al., 2021a) et Ia
perméabilité intestinale en facilitant la translocation bactérienne et la dysbiose (Joly et al., 2013 ; Joly Condette
etal. 2014, 2015) ou en régulant a la baisse I'expression des génes des protéines des jonctions serrées, sans induire
d'inflammation ou d'altération de la perméabilité intestinale in vitro (Guibourdenche et al., 2021b). Plus
récemment, nous avons identifié que I'administration d'un cocktail de pesticides a des rats pendant la gestation
et la lactation altére la croissance corporelle et I'expression de différents marqueurs intestinaux de I'immunité
innée (TLR, MUC2 et 3) chez la descendance, mettant en péril 'noméostasie intestinale (pour une revue, voir Gil-
Cardoso et al., 2016).

Ainsi, il apparait pertinent d'évaluer les conséquences d'une exposition répétée a un cocktail de résidus de
pesticides souvent utilisés dans le traitement des cultures (Chlorpyriphos, glyphosate, cypermethrine) sur
I'apparition et la modulation de I'inflammation dans un modéle expérimental de MC chez des animaux juvéniles
(mimant I'enfance et I'adolescence).

Dans une perspective translationnelle, ce projet visera également a générer des données scientifiques
transférables aux populations libanaises, en tenant compte des habitudes alimentaires, des profils d’ exposition
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environnementale et des problématiques agricoles spécifiques a la région méditerranéenne orientale. Les
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résultats expérimentaux serviront de base a de futures études observationnelles menées au Liban sur |’exposition
alimentaire aux pesticides et les biomarqueurs inflammatoires précoces chez I'’enfant et I’adolescent.

b. Approche méthodologique :

Ce projet sera constitué d’un WP expérimental sur le rat de laboratoire :

Caractérisation in vivo de marqueurs illustrant les effets du cocktail de polluants sur le déclenchement de la
réponse inflammatoire chez les rats.

Nous travaillerons sur des rats Wistar soumis au cocktail de pesticides pendant 10 semaines et évaluerons la
réaction pro-inflammatoire de la phase chronique de la MC en utilisant le modéle de colite induite par I'acide
trinitrobenzene sulfonique (TNBS), pertinent pour I'étude de la MC grace a l'implication de NOD2 (un gene de
susceptibilité a la MC) (Ettreiki et al, 2012) et largement utilisé chez les rongeurs. Le régime alimentaire standard
des rongeurs sera complété (ou non pour le groupe témoins) par le mélange de pesticides a la NOAEL de chaque
molécule administrée dans de petits biscuits confectionnés selon une méthode validée dans notre laboratoire
tout au long de la période expérimentale (du sevrage a J70) afin d'éviter tout stress aux animaux et de mieux
refléter I'exposition habituelle des humains a I'alimentation. Des rats Wistar males et femelles tout juste sevrés
(agés de 4 semaines) seront répartis en 4 groupes (n=12 rats/genre/groupe) : groupe témoins, groupe pestis,
groupe TNBS, groupe pestis+TNBS. A J70, une colite sera mise en place par instillation intra-rectale de TNBS (40
mg/kg pc)/50% éthanol et répétée 7 jours plus tard dans les mémes conditions. Cette chronologie du
développement de l'inflammation a été choisie pour imiter la phase inflammatoire chronique de la MC. Toutes
les analyses décrites ci-dessous seront effectuées sur des échantillons prélevés sur des males et des femelles a
J84. Nous suivrons aussi le poids corporel et la longueur de la queue comme marqueurs de croissance corporelle
et les marqueurs biochimiques sanguins seront évalués a la fin de |'étude. Le WP sera divisé en plusieurs sous-
parties :

WP 1.1: Mesure de l'intégrité et de la protection de la barriére épithéliale intestinale a J150 : Flux sanguin de FITC-
dextran (4000 Da), expression des composants du mucus (genes MUC), des récepteurs TLR et des marqueurs
spécifiques des jonctions serrées épithéliales, épaisseur de la couche de mucus du célon, nombre de cellules a
mucus épithéliales et de mastocytes, par techniques de RTqPCR, Western blot, ELISA, immunohistochimie (IHC)
ou histologie respectivement.

WP 1.2 : Evaluation de la réponse inflammatoire dans le cdlon et les tissus adipeux blancs abdominaux :
susceptibilité des tissus adipeux mésentériques et viscéraux et des segments du célon a une inflammation de bas
grade et de grade supérieur : cytokines pro-inflammatoires, infiltration des cellules inflammatoires de la
mugqueuse, activité myéloperoxidase (MPQ), expression des adipokines par techniques de RTgPCR, ELISA ou
histologie conventionnelle (PériTox, UPJV) mais aussi altération du profil immunitaire Th1/Th2/Th17 par
cytométrie en flux et mesure de |'expression des génes des facteurs de transcription (Tbox21/GATA3/RORyT) par
RTqPCR et sécrétion de cytokines spécifiques dans les tissus lymphoides intestinaux et systémiques par ELISA.
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Dans le cadre de la cotutelle, les expérimentations animales et les analyses moléculaires avancées seront
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principalement réalisées au laboratoire PériTox (UPJV, France), tandis que I’Université Libanaise contribuera aux
volets complémentaires incluant I'analyse bibliographique systématique, I'interprétation translationnelle des
données, la participation aux analyses statistiques avancées et le développement d’'une base comparative
d’exposition environnementale applicable au contexte libanais.

c. Résultats attendus :

Nous émettons I'hypothése que l"administration d’un cocktail de polluants environnementaux alliant 3
pesticides (Chlorpyriphos, glyphosate, cypermethrine) chez les jeunes animaux pourrait potentialiser I'apparition
de la colite chronique induite par le TNBS (un modele de la MC) chez les jeunes adultes et que I'exposition
guotidienne a ces polluants par I'alimentation pourrait initier ou exacerber I'état inflammatoire. Ce projet aura
les objectifs principaux suivants: 1) évaluer l'incidence de ces polluants sur la mise en place et l'intensité de la
colite chronique, évaluer les perturbations de la fonction barriére épithéliale intestinale et colique, les marqueurs
de l'inflammation. Nous proposons d'explorer cette hypothése par une approche impliquant un modéle in vivo de
rat soumis a une colite expérimentale (modéle de MC), et a un cocktail de pesticides.

L’originalité de ce projet tient en I’exposition a un cocktail de pesticides chez le jeune animal en période de
croissance et les conséquences de cette exposition sur le développement d’une inflammation colique
expérimentale. Ainsi, les résultats attendus devraient permettre d’obtenir des réponses plus précises sur le réle
de facteurs environnementaux tels que des polluants présents dans l'alimentation sur la modulation de
I'inflammation colique. Ce projet apportera des éléments de réponse essentiels permettant d’approfondir les
connaissances sur le lien possible entre I'ingestion de résidus de pesticides et I'apparition de la MC chez des
populations sensibles, en particulier le jeune enfant et I’adolescent en cours de croissance.

Au-dela des avancées fondamentales attendues, ce projet contribuera au renforcement des collaborations
scientifiques franco-libanaises et a la formation d’un jeune chercheur dans un environnement international
multidisciplinaire. La theése en cotutelle favorisera le transfert de technologies et de méthodologies
expérimentales vers le Liban, participant au développement des capacités de recherche en santé
environnementale et nutritionnelle dans la région. Les résultats obtenus permettront également d’initier des
recommandations de santé publique adaptées a différents contextes d’exposition alimentaire, contribuant ainsi
a une meilleure prévention des maladies inflammatoires intestinales a I’échelle internationale.
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Année 1 Année 2 Année 3

1 [12 [T13 | 13 T2 |13 |14

Etude Bibliographique

Modele in vivo
Traitement des animaux
Analyse des échantillons

Rédaction de communications
et publications

Comité de these

Rédaction de la theése

e. Motsclés:

inflammation, maladies inflammatoires chroniques, maladie de Crohn, immunité, polluants

environnementaux, cocktail de pesticides

f. Possibilité de financement (Justificatif éventuel) : demande financement ANR (AAP Générique

2026)
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