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Liste des abréviations

AGCC acide gras a chaine courte

AOM/DSS  azoxymethane / dextran sulfate sodium

Apc adenomatous polyposis coli
ATM ataxia telangiectasia mutated
ATR ataxia telangiectasia related
Bax Bcl-2-associated X protein
BER base-excision repair

BiSeq bisulfite sequencing

BRCA breast cancer

CCR cancer colorectal

Cdk cyclin-dependent kinase

Chk check-point protein kinase
CI50 concentration inhibitrice médiane
CNR centre national de référence

CNR CMAP CNR Cryptosporidioses, microsporidies et autres protozooses digestives

CNR-LE CNR-laboratoire expert

CoPEC colibactin producing-Escherichia coli

DNMT DNA methyltransferase

DRCI direction de la recherche clinique et de l’innovation
FISH fluorescence in situ hybridization

ITS internal transcribed spacer

MDC1 mediator of DNA damage checkpoint protein 1
MICI maladie inflammatoire chronique de ’intestin
MLST multilocus sequence typing

MMV medicines for malaria venture

NGS next generation sequencing

PAR-2 protease-activated receptor-2

PCNA proliferating cell nuclear antigen



PHRC protocole hospitalier de recherche clinique

PTP polar tube protein

PUMA p53 upregulated modulator of apoptosis
SAM S-adénosyl-L-méthionine

Sl syndrome de U’intestin irritable

SPF santé publique France

ST sous-type

SWP spore wall protein

TDG thymine DNA glycosylase

TET ten eleven translocation

TMF transplantation de microbiote fécal
TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
5caC 5-carboxylcytosine

5fC 5-formylcytosine

5hmC 5-hydroxyméthylcytosine

5mC 5-méthylcytosine
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Etat civil

NOURRISSON Céline, Aude
Née le 20 avril 1985, a Ambert (63)
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Tél. : +33 6 88 92 57 04

Situation actuelle

Maitre de Conférences des Universités - Praticien Hospitalier
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Centre de Biologie

CHU Gabriel Montpied

58 rue Montalembert

63003 Clermont-Ferrand

Courriel : c_nourrisson@chu-clermontferrand.fr
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63000 Clermont-Ferrand

Courriel : celine.nourrisson®@uca.fr




Parcours médical - Cursus

Depuis 09/2018
Maitre de Conférences des Universités - Praticien Hospitalier, service de
Parasitologie-Mycologie, CHU Clermont-Ferrand (Pr. Poirier)

De 05/2017 a 08/2018
Praticien Hospitalo-Universitaire, UF de Parasitologie-Mycologie, CHU Clermont-
Ferrand (Pr. Bonnet)

De 11/2013 a 04/2017
Assistante Hospitalo-Universitaire, UF de Parasitologie-Mycologie, CHU Clermont-
Ferrand (Pr. Bonnet)

De 11/2008 a 10/2013
Internat de Biologie Médicale, spécialisation Parasitologie-Mycologie

2003-2008
Etudes de Pharmacie, Université d’Auvergne

Diplémes

2024
DU « Apprentissage et pratique de [’analyse bio-informatique et de
’interprétation clinico-biologique de génomes humains ou microbiens a visées
diagnostiques et thérapeutiques », Université Paris-Saclay

2018
DU « Pathologies infectieuses de la femme enceinte, du foetus et du nouveau-
né », Université Paris-Sud

2017
Soutenance de la thése d’université, spécialité : Microbiologie - Parasitologie ;
école doctorale Sciences de la Vie, Santé, Agronomie, Environnement SVSAE

Titre : « Blastocystis spp., de I’épidémiologie a la physiopathologie. Quel lien
avec le syndrome de U’intestin irritable ? »

Laboratoire : Laboratoire Microorganismes : Génome et Environnement, UMR
CNRS 6023, Université Clermont Auvergne

Directeurs de these :  Pr. Frédéric Delbac, PU, Université Clermont Auvergne
Pr. Valérie Livrelli, PU, Université Clermont Auvergne

Encadrant de thése :  Dr. Philippe Poirier, MCU-PH, Université Clermont
Auvergne

Jury : Pr. Marie-Laure Dardé (présidente), PU-PH, Université de Limoges
Pr. Nathalie Kapel (rapportrice), PU-PH, Université Paris-Descartes
Pr. Loic Favennec (rapporteur), PU-PH, Université de Rouen
Dr. Julien Scanzi (examinateur), PH, Université Clermont Auvergne



2015
Concours national de praticien des établissements publics de santé

2014

Diplome d’expérimentation animale, niveau | « Concepteur », Université Blaise
Pascal, Clermont-Ferrand

2013
DU « Mycologie Médicale », Université Paris-Descartes

DES de Biologie Médicale
Soutenance de la thése d’exercice de Pharmacie, Université d’Auvergne

Titre : « Exploration du potentiel pathogene de Blastocystis spp. : étude
épidémiologique et caractérisation de protéases sécrétées »

Laboratoire : Laboratoire Microorganismes : Génome et Environnement, UMR
CNRS 6023, Université Clermont Auvergne

Encadrant : Dr. Philippe Poirier, MCU-PH, Université Clermont Auvergne

2012

Master 2 Recherche « Génétique et Physiologie »
Année-Recherche

Titre : « Exploration du potentiel pathogéne de Blastocystis spp.: étude
épidémiologique et caractérisation de protéases sécrétées »

Laboratoire : Laboratoire Microorganismes : Génome et Environnement, UMR
CNRS 6023, Université d’Auvergne

Encadrant : Dr. Philippe Poirier, MCU-PH, Université Clermont Auvergne

2010
DU « Bien utiliser les antibiotiques en pratique clinique », Université d’Auvergne

2008
Master 1 « Sciences de la Vie et de la Santé »

Titre : « Mise au point et application d’une technique de quantification des
entérovirus dans le liquide céphalo-rachidien par RT-PCR en temps réel »

Laboratoire : Laboratoire de Virologie, Université d’Auvergne

Encadrant : Dr. Christine Archimbaud, MCU-PH, Université Clermont Auvergne



I. Activités d’encadrement

Participation a I’encadrement d’étudiants en thése d’université

2022-en cours Leslie Vercruysse

2019-2021

2015-2018

Titre : Impact de ’infection par des microsporidies sur la carcinogénése
colique de sujets colonisés par Escherichia coli productrice de
colibactine

Financement : demi-allocation ED SVSAE + demi-bourse INSERM
Soutenance prévue fin 2025

Directeur de thése : Pr. Philippe Poirier, PU-PH, UCA

Clémence Fau
Titre : ldentification de nouvelles cibles thérapeutiques pour le
traitement des douleurs abdominales chroniques
Soutenance : thése non soutenue, abandon de la candidate
Directeur de thése : Pr. Denis Ardid, PU, UCA

Manon Defaye
Titre : Mise en place d’un modéle animal d’infection par Blastocystis :
répercussions sur la sensibilité colique, le comportement et le
microbiote intestinal
Soutenance : 7 décembre 2018
Directeurs de these : Pr. Frédéric Delbac, PU, UCA
Pr. Denis Ardid, PU, UCA

Encadrement d’étudiants en Master 2

2022

Leslie Vercruysse
Titre : Impact de linfection par la microsporidie Encephalitozoon
intestinalis sur la carcinogénése colique de sujets colonisés par
Escherichia coli productrice de colibactine
Master 2 Biologie Intégrative et Physiopathologie, UCA

Encadrement d’étudiants en Master 1

2023

Océane Sauvestre
Titre : Mise au point de tests de séroprévalence des microsporidioses
intestinales et application dans le cas du cancer colorectal
Master 1, Parcours personnalisé recherche Médecine, UCA



2022

2022

2021

2019

2018

2017

2016

2015

2013

Chloé Belot
Titre : Production de protéines recombinantes de la paroi de la
microsporidie Enterocytozoon bieneusi
Master 1, Parcours personnalisé recherche Pharmacie, UCA

Farah Boughanmi
Titre : Etude des génes de régulation épigénétique lors de ’infection
de cellules HT-29 par Encephalitozoon intestinalis et Escherichia coli
productrice de colibactine
Master 1, Parcours personnalisé recherche Pharmacie, UCA

Quentin Mure
Titre : Etude de U'impact de la microsporidie Encephalitozoon cuniculi
sur le cycle cellulaire
Master 1, Parcours personnalisé recherche Médecine, UCA

Lucie Longechamp
Titre : Etude des interactions entre le parasite intestinal Blastocystis et
la levure Candida albicans
Master 1, Biologie Santé parcours Nutrition, Santé et Innovation, UCA

Tristane Carette
Titre : Interactions entre le parasite intestinal Blastocystis spp. et le
mucus intestinal
Master 1, Parcours personnalisé recherche Pharmacie, UCA

Maxime Gest-Laurent
Titre : Etude des interactions du parasite intestinal Blastocystis spp.
avec ’épithélium intestinal
Master 1, Parcours personnalisé recherche Médecine, UCA

Emeline Tourret
Titre : Etude de la forme kystique du parasite intestinal Blastocystis sp.
Master 1, Parcours personnalisé recherche Pharmacie, UCA

Laurie Talon
Titre : Identification d’espece des Aspergillus spp. et recherche de
résistance des Aspergillus fumigatus aux antifongiques triazolés
Master 1, Parcours personnalisé recherche Pharmacie, UCA

Christina NkoudMongo
Titre : Etude du microbiote intestinal chez les sujets infectés par le
parasite intestinal Blastocystis spp.
Master 1, Parcours personnalisé recherche Pharmacie, UCA



Encadrement d’étudiants en thése d’exercice

2023

2022

2017

Chloé Belot
Titre : Production de protéines recombinantes et mise au point de tests
ELISA ciblant les protéines de la paroi de la spore d’Enterocytozoon
bieneusi
Interne en Biologie Médicale, these pour le diplome d’état de Docteur
en Pharmacie

Elisa Creuzet
Titre : Diarrhées estivales de ’enfant au CHU de Clermont-Ferrand en
2019 et 2020 : diagnostic biologique, clinique et facteurs de risque
Interne en Biologie Médicale, thése pour le diplome d’état de Docteur
en Pharmacie

Julie Brunet
Titre : Comparaison des outils de PCR en temps réel pour la détection
du parasite intestinal Blastocystis spp.
Interne en Biologie Médicale, these pour le diplome d’état de Docteur
en Médecine

Encadrement d’étudiants en mémoire de DES

2022

Issam Ben Rhouma
Titre : Etude épidémiologique et moléculaire des cas de récidives
dinfection par la microsporidie Enterocytozoon bieneusi
Mémoire pour le dipléme d’études spécialisées de Biologie Médicale

Encadrement d’étudiants en DUT

2021

Maxime Tressol
Titre : Optimisation du prétraitement des selles avant extraction d’ADN
pour le diagnostic des microsporidioses
DUT Génie biologique option Analyses Biologiques et Biochimiques,
UCA



IIl. Activités d’enseignement

Score SIAPS 2013-2024 : 438 points

Enseighements annuels de la Parasitologie-Mycologie au sein de

I’Université Clermont Auvergne

Filieres Volume horaire annuel
Médecine
PASS 2h CM
DFGSM3 4h CM, 2h TP
DFASM1 3hCM .
Maieutique Dze&u;s
DFGSMa2 4h CM, 2h, TD
DES
Biologie Médicale 10h TD, 30h TP
Médecine Interne et Maladies Infectieuses 3h TD
Licence L2
Sciences de la Vie 2h CM, 4h TD Depuis
Master 1 2018
Biologie Santé 2h CM, 2h TD

CM : cours magistral, TD : travaux dirigés, TP : travaux pratiques

Membre de jury

Filiéres Nombre d’étudiants (année)
Master 2 2021)
Master 1 2019), 4 (2021), 4 (2024)

These d’exercice

Mémoire de DES

1(
2 (
1(2020), 1 (2021), (2022)
1(2022)

Membre de jury pour |’attribution de prix

Organisme (prix)

Nombre d’étudiants (année)

ANOFEL (prix de thése)

1 thése d’université (2022), 1 thése
d’exercice (2024)

SFP (prix de these)

1 these d’exercice (2024)

ANOFEL : Association des enseignants et praticiens hospitaliers titulaires de Parasitologie
et Mycologie médicales ; SFP : Société Francaise de Parasitologie




Participation a la rédaction d’ouvrages didactiques

2021-2022
Membre du comité de révision et de mise a jour du « Guide des analyses et
pratiques diagnostiques en parasitologie et mycologie médicales » (Elsevier
Masson)

2018
Rédaction du chapitre « Autres protozooses intestinales et microsporidioses »
dans « Parasitoses et mycoses des régions tempérées et tropicales » (Elsevier
Masson) : fiches ECNi a destination des étudiants en Médecine. Auteurs : C.
Nourrisson & P. Poirier

2016
Rédaction du chapitre <« Babésiose » dans « Parasitologie et mycologie
médicales : guide des analyses et pratiques diagnostiques » (Elsevier Masson).
Auteurs : C. Nourrisson & P. Bourdeau

Autres activités pédagogiques

Depuis 2024
Membre du groupe de travail portant sur la humérisation de lames pour la
plateforme Cytomine de ’UNESS sous ’égide d’ ANOFEL

Diffusion de contenus pédagogiques au niveau national ou
international

Depuis 2024
Création et  entretien du compte Instagram
@parasitomyco63 : compte professionnel pédagogique avec
diffusion d’images commentées de microscopies ou
macroscopies de parasites et champignons identifiés au
laboratoire hospitalier

© ©

O]
@PARASITOMYCOG

Depuis 2022
Rédaction de cas cliniques pour la plateforme de e-learning e-MYCOimage
(1/an)



lll. Activités de recherche

Production scientifique et bibliométrie
(liste détaillée des travaux p 17-28)

Score SIGAPS = 787

Score SIGREC = 16

Index H= 21

70 publications dans des revues internationales a comité de lecture
14 en premier auteur
5 en dernier auteur et corresponding author

9 communications orales

22 communications affichées

Unité de recherche

Depuis 2022
Microbes, Intestin, Inflammation et Susceptibilité de I'Hote (M2iSH, Pr.
Nicolas Barnich), U1071 UCA/Inserm, USC INRAE 1382, Université Clermont
Auvergne, Clermont-Ferrand

2008-2021
Laboratoire "Microorganismes : Génome et Environnement” (LMGE), UMR
CNRS 6023, Equipe Interactions hotes-parasites (IHP, Pr. Frédéric Delbac),
Université Clermont Auvergne, Clermont-Ferrand

Projets financés

2023
AAP COMOR (Commission d’attribution des moyens de recherche), Direction
de la Recherche Clinique et de U’Innovation (DRCI) du CHU de Clermont-
Ferrand
Projet : « Identification de nouvelles molécules thérapeutiques pour les
microsporidioses de l’immunodéprimé »
Porteurs : Pr. Philippe Poirier & Dr. Céline Nourrisson
Financement : 0,3 ETP technicien pendant 1 an, renouvelable 1 an



2020

2018

AAP Ligue Nationale contre le cancer, Projet Pluri Equipes (PPE)

Projet : « Effet sur la carcinogénése colique de l'infection simultanée par
Escherichia coli productrice de colibactine et la microsporidie
Encephalitozoon intestinalis »

Porteurs : Dr. Guillaume Dalmasso & Dr. Hicham El Alaoui

Financement : 50 k€

Projet innovation du CHU de Clermont-Ferrand

Projet : « Dosage du (1-3)-beta-D-glucane sérique (BG) pour le diagnostic des
infections fongiques invasives »

Porteur : Dr. Céline Nourrisson

Financement : 33 k€

Participation a « la vie de la recherche »

Depuis 2023

Co-responsable du laboratoire associé de Clermont-Ferrand du Centre
National de Référence CNR des cryptosporidioses, microsporidies et autres
protozooses digestives
https://cnrcryptosporidioses.chu-rouen.fr/espace-professionnel/organigramme/

Membre du comité scientifique du CNR des Echinococccoses

Membre de la commission de déontologie de la faculté de Médecine de
Clermont-Ferrand

Depuis 2022

Membre du comité éthique de la Direction de la Recherche Clinique et de
’Innovation (DRCI) du CHU de Clermont-Ferrand

Depuis 2019

Membre de l'axe de recherche hospitalier « Infection et Inflammation :
Interactions Hote Pathogénes » (3IHP)

Autres activités dans la recherche

2022-2023

Co-investigateur principal de |’étude nationale multicentrique NITAZOSPORE
https://clinicaltrials.gov/study/NCT05417815?cond=Microsporidiosis%20Intestinal&r
ank=1




Activités d’expertise

v' relecture d’articles scientifiques (« reviewing »)

Journal

Nombre d’articles évalués

(année)
Infection, Genetics and Evolution 1 (2015)
Journal de Mycologie Médicale 1 (2017)
PlosONE 2 (2017)
Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene | 1 (2019)
Expert Opinion on Orphan Drugs 1 (2020)
Acta Parasitologica 2 (2021)
BMC Infectious Diseases 1 (2021)
Parasites and Vectors 1(2021)
Parasite 3 (2022), 4 (2023), 2 (2024)
Prescrire 1(2022)
Annales de Biologie Clinique 1 (2023)
Emerging Microbes & Infection 1 (2024)

v' relecture d’appels a projets

Organisme (prix)

Nombre de dossiers évalués

régional, GIRCI Méditerranée

(année)
AAP <« Pack Ambition Recherche », région |1 (2021)
Auvergne - Rhone Alpes
AOI Recherche clinique, CHU Clermont- 46 (2022)
Ferrand
AAP Société Francaise de Mycologie Médicale | 1 (2023)
AAP Recherche en Soins Primaires Inter- |1 (2024)




PUBLICATIONS & COMMUNICATIONS

l. Liste des publications

* les noms soulignés sont ceux des étudiants encadreés

Recherche fondamentale

14. Momenilandi, M; Lévy, R; Sobrino, S; Li, J; Lagresle-Peyrou, C; Esmaeilzadeh, H; Fayand,
A; Le Floc'h, C; Guérin, A; Mina, ED; Shearer, D; Delmonte, OM; Yatim, A; Mulder, K; Mancini,
M; Rinchai, D; Denis, A; Neehus, AL; Balogh, K; Brendle, S; Rokni-Zadeh, H; Changi-Ashtiani,
M; Seeleuthner, Y; Deswarte, C; Bessot, B; Cremades, C; Materna, M; Cederholm, A; Ogishi,
M; Philippot, Q; Beganovic, O; Ackermann, M; Wuyts, M; Khan, T; Fouéré, S; Herms, F;
Chanal, J; Palterer, B; Bruneau, J; Molina, TJ; Leclerc-Mercier, S; Prétet, JL; Youssefian, L;
Vahidnezhad, H; Parvaneh, N; Claeys, KG; Schrijvers, R; Luka, M; Pérot, P; Fourgeaud, J;
Nourrisson, C; Poirier, P; Jouanguy, E; Boisson-Dupuis, S; Bustamante, J; Notarangelo, LD;
Christensen, N; Landegren, N; Abel, L; Marr, N; Six, E; Langlais, D; Waterboer, T; Ginhoux,
F; Ma, CS; Tangye, SG; Meyts, |I; Lachmann, N; Hu, J; Shahrooei, M; Bossuyt, X; Casanova,
JL; Béziat, V. FLT3L governs the development of partially overlapping hematopoietic
lineages in humans and mice. Cell, 2024 2:50092-8674(24)00404-5. DOl :
10.1016/j.cell.2024.04.009

13. Nourrisson, C ; Moniot, M ; Lavergne, RA ; Robert, E ; Bonnin, V ; Hagen, F & al. Acquired
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TRAVAUX DE RECHERCHE



Présentation du contexte de la recherche

Dés ma nomination en tant qu’assistante hospitalo-universitaire en novembre
2013, j’ai débuté une these d’université (Ecole Doctorale des Sciences de la Vie et
de la Santé ED SVSAE, Université Clermont Auvergne UCA) au sein de |’équipe
« Interactions Hotes-Parasites » IHP (Pr. Frédéric Delbac) du <« Laboratoire
Microorganismes : Génome et Environnement » LMGE (UMR CNRS 6023), sous la co-
direction du Pr. Valérie Livrelli et du Pr. Frédéric Delbac, et ’encadrement du Pr.
Philippe Poirier. Deux thématiques étaient alors développées dans ’équipe IHP : (i)
une thématique historique tournée vers Uenvironnement portant sur les
microsporidies infectant les abeilles et notamment leur role dans |’effondrement des
colonies ; et (ii) une thématique a orientation médicale, sur le parasite intestinal
Blastocystis, son épidémiologie et son potentiel pathogéne. Mes travaux se sont
naturellement tournés vers Blastocystis, et en particulier ses facteurs de virulence
et ses interactions avec le microbiote intestinal. Ces travaux m’ont amenée a
soutenir ma these en novembre 2017, intitulée <« Blastocystis spp., de
|’épidémiologie a la physiopathologie. Quel lien avec le syndrome de lintestin
irritable ? ».

A partir des années 2018-2019, le Pr. Poirier et moi-méme avons commencé a
réfléchir a un changement d’équipe de recherche. Plusieurs facteurs sont intervenus
dans cette réflexion. Dans la perspective d’un nouveau quadriennal, le LMGE
souhaitait recentrer ses thématiques autour de U’environnement. Nous avions
parallelement initié des collaborations avec d’autres équipes du site clermontois, et
notamment M2iSH (« Microbes, Intestin, Inflammation et Susceptibilité de ’Hote »,
U1071 UCA/Inserm, USC INRAE 1382, Pr. Nicolas Barnich) qui est une équipe axée sur
la santé digestive, avec de nombreux praticiens hospitalo-universitaires en son sein
issus de différentes spécialités (Gastro-entérologie, Médecine interne,
Bactériologie), et ainsi plus adaptée a de la recherche translationnelle. Dans le
méme temps, malgré certaines avancées notables (cf infra), le financement des
travaux sur Blastocystis était difficile, notamment du fait d’un manque d’intérét de
la communauté scientifique pour ce parasite considéré comme non pathogéne, voire

commensal par certaines équipes. Durant cette période, en janvier 2018, nous avons



mis en place, au sein du service de Parasitologie-Mycologie du CHU de Clermont-
Ferrand (Pr. Poirier), un réseau national de surveillance des cas de microsporidiose
humaine, afin d’apporter des données actualisées et d’assurer un suivi de
|’épidémiologie des microsporidioses en France. Cette structuration a pu voir le jour
notamment grace au soutien logistique du Centre National de Référence -
Laboratoire Expert (CNR-LE) Cryptosporidioses (CHU Rouen, Pr. Loic Favennec ; CHU
Dijon - laboratoire associé, Pr. Frédéric Dalle) qui nous a ouvert son réseau de
correspondants (laboratoires de CHU et de ville), et de la Direction de la Recherche
Clinique et de U'Innovation (DRCI) du CHU de Clermont-Ferrand qui nous a apporté
un support financier pour cette activité entre 2018 et 2022.

Ainsi, en janvier 2022, nous avons intégré l’équipe de recherche M2iSH. Au
décours de ce changement d’équipe, notre thématique de recherche s’est
progressivement ré-orientée vers les microsporidies, en particulier les especes
responsables des microsporidioses intestinales humaines, assurant une cohérence
avec nos projets hospitaliers, tout en évitant de multiplier nos axes de travail. Au
sein de l’équipe M2iSH, nous développons, conjointement avec le Pr. Poirier, une
thématique de recherche fondamentale portant sur le lien potentiel entre
microsporidies et cancer colorectal.

Le travail de surveillance des cas de microsporidioses de 2018 a 2022 a ouvert
la voie a la création en janvier 2023 par Santé Publique France (SPF) du Centre
National de Référence « Cryptosporidioses, Microsporidies et autres protozooses

digestives » (CNR CMAP, https://cnrcryptosporidioses.chu-rouen.fr/) organisé en 3

sites : le CHU de Rouen en tant que laboratoire coordonnateur (responsable : Dr.
Damien Costa) et deux laboratoires associés représentés par le CHU de Dijon
(responsable : Pr. F. Dalle) et le CHU de Clermont-Ferrand (responsable : Pr. P.
Poirier). Au sein de ce CNR, nous avons pour missions : [’expertise, la surveillance
épidémiologique, l’alerte et le conseil pour les microsporidioses ; l’expertise et la
surveillance des cas de sarcocystoses et cystoisosporoses ; ainsi que les conseils
thérapeutiques pour les blastocystoses et dientamoeboses.

Dans ce contexte, mon projet de recherche pour les prochaines années s’articule
autour de trois axes majeurs mélant recherches fondamentale, clinique et

translationnelle (cf Slll.).



Il. Travaux de recherche antérieurs

L’enigme Blastocystis spp.

Blastocystis spp. (Blastocystis pour le reste de ce manuscrit) est un protozoaire
intestinal anaérobie colonisant le tractus intestinal de ’Homme et de nombreux
animaux (Wawrzyniak et al., 2013). Sa répartition géographique est cosmopolite,
avec une prévalence variable selon les pays, allant de 5 % dans les pays industrialisés
a 100 % dans les pays en développement (El Safadi et al., 2014). Ce parasite, dont la
transmission implique une exposition au péril fécal, est classé en 26 sous-types (ST),
parmi lesquels dix ont déja été isolés chez ’lHomme (Stensvold and Clark, 2020). Le
role de Blastocystis en santé humaine est largement controversé du fait de la forte
proportion de porteurs asymptomatiques. Néanmoins, le débat sur son pouvoir
pathogéne reste ouvert, car (i) certains individus expriment malgré tout des
symptomes digestifs, on parlera alors de blastocystose, et (ii) ’analyse des données
génomiques du parasite montre qu’il code pour un nombre important de protéases
sécrétées, facteurs de virulence connus chez d’autres parasites (Denoeud et al.,
2011; Wawrzyniak et al., 2015). Par ailleurs, au début des années 2000, plusieurs
études épidémiologiques ont rapporté de plus fortes prévalences de Blastocystis chez
les patients souffrant du Syndrome de LUlIntestin Irritable (SIl), une colopathie
chronique fonctionnelle impactant fortement la qualité de vie des malades et qui
touche 4 a 15 % de la population (WGO, 2009). La signification de cette particularité
épidémiologique reste cependant inconnue.

Ainsi, je me suis particulierement intéressée a explorer le potentiel pathogéne
de Blastocystis au cours de mon Master 2, ma thése d’exercice puis ma thése de

sciences.



1. Epidémiologie humaine de Blastocystis

L’étude de ’épidémiologie de Blastocystis tient une place centrale dans la
compréhension de son role en santé humaine. Pour cela, il est nécessaire de
s’intéresser a différentes cohortes, que ce soient des individus sains ou malades, ou
vivant dans différentes régions du monde. Au début de mes travaux sur Blastocystis,
les données disponibles dans la littérature rapportaient de grands écarts de
prévalence entre les pays dits développés, et ceux en voie de développement,
comme indiqué plus haut. La comparaison des données disponibles était rendue
particulierement complexe par ’utilisation de méthodologies différentes, parfois de
sensibilité trés variable (microscopie versus PCR par exemple). Par ailleurs, il avait
été montré dans une étude précédente de l’équipe que certains ST parasitaires
étaient plus facilement dépistés par biologie moléculaire que par les techniques
conventionnelles (Poirier et al., 2011). Aussi, je me suis attachée a participer a
différentes études visant a mieux comprendre la distribution de Blastocystis a |’aide
d’outils sensibles et fiables, dans différentes populations.

Nous avons observé lors d’une étude multicentrique francaise, sur une cohorte
de 788 patients, une prévalence globale de 18,1 %, significativement plus élevée en
été ou en cas de voyage dans l’année précédente (El Safadi et al., 2016). Une
seconde étude au Liban, organisée par le biais d’une collaboration avec le Dr. Eric
Viscogliosi (Institut Pasteur, Lille), a mis en évidence une prévalence de 63 % au sein
d’une cohorte de 249 individus (Osman et al., 2016). Ces fortes prévalences, méme
dans les pays a haut niveau socio-économique, questionnent sur le pouvoir pathogene
du parasite, ou plus précisément sur les conditions menant a ’expression d’une
éventuelle pathogénicité.

Je me suis alors intéressée a la prévalence du parasite au sein d’une
population d’individus symptomatiques, les patients souffrant du SII. Du fait d’un
engouement récent pour cette problématique, j’ai pu compiler les données de 11
études différentes pour réaliser une méta-analyse et montrer que le risque d’étre
infecté par Blastocystis était deux fois élevé chez les sujets atteints du Sl
comparativement a des sujets « non-Sll » (Nourrisson et al., 2014).

La encore, cette constation épidémiologique souléve de nombreuses

questions : certains SlI sont-ils mal étiquettés et sont-ils en réalité des blastocystoses



non diagnostiquées ? les patients atteints du SIl sont-ils plus particulierement
susceptibles a une colonisation par Blastocystis ? et donc Blastocystis est-il la cause
ou la conséquence de ce syndrome ?... Toutes ces interrogations m’ont conduit a
approfondir ’étude du lien entre Blastocystis et Sll, et a m’intéresser aux facteurs

de virulence du parasite.

2. Infection par Blastocystis : le couple hote-parasite

i. Du point de vue de I’hote : le microbiote intestinal

Outre le lien épidémiologique entre la présence de Blastocystis et le SlI, la
similitude des symptomes observés, associant douleurs abdominales et troubles du
transit, entre les patients souffrant de blastocystose et ceux souffrant du Sl peut
également étre mise en avant (Poirier et al., 2012), et nous a poussé a étudier si les
mécanismes associés au Sl pouvaient étre extrapolés a la blastocystose. Les causes
du SII sont méconnues, probablement du fait de U’origine multifactorielle de la
maladie. Néanmoins, sa physiopathologie repose sur des troubles de la motricité
digestive associés a une hypersensibilité viscérale, mais également a des anomalies
pariétales ainsi qu’a une dysbiose (Agrawal et al., 2008; Chadwick et al., 2002; Ford
et al., 2017; Piche et al., 2009).

Puisque parmi les individus positifs pour Blastocystis, certains sont
symptomatiques et d’autres non, nous avons voulu étudier si le microbiote intestinal
était impacté de facon différente chez ces deux groupes. Nous avons été l’une des
premiéres équipes, dés 2014, a mettre en évidence des modifications du microbiote
chez les individus porteurs de Blastocystis sp., qu’ils soient atteints du Sll ou non,
avec une diminution significative de bactéries considérées comme « bénéfiques »,
telles que les bifidobactéries et Faecalibacterium prausnitzii, bactérie aux
propriétés anti-inflammatoires (Nourrisson et al., 2014). Cette étude pilote était
alors basée sur une approche de gPCR. L’article issu de ce travail fait partie des
publications les plus fréquemment citées de ma bibliographie (193 citations au
25/06/2024). Ce travail, que j’ai réalisé dans les premiers mois de ma these
d’université, a aussi été [’occasion pour moi d’encadrer pour la premiere fois une

étudiante en Master 1, Mme Christina NkoudMongo.



Nous avons par la suite approfondi la description de cette dysbiose dans des
cohortes de patients en utilisant les technologies plus puissantes et exhaustives de
séquencage de nouvelle génération (next-generation sequencing NGS) :

(i) tout d’abord lors d’une premiére étude nationale en collaboration avec
différents collégues parasitologues francais (Audebert et al., 2016) qui montre une
augmentation de la diversité du microbiote en présence de Blastocystis, ce qui est
habituellement considéré comme un marqueur de bonne santé du microbiote
intestinal ;

(ii)  puis dans une seconde étude clermontoise, en collaboration avec le Pr.
Michel Dapoigny et le Dr. Julien Scanzi (Service de Médecine Digestive et Hépato-
biliaire, CHU Clermont-Ferrand), et avec l’aide d’une interne en Biologie médicale
que j’ai encadrée pour sa thése, le Dr. Julie Brunet, regroupant des patients atteints
du SIl et des individus asymptomatiques. Une des particularités de notre étude,
financée par le GIRCI (Groupement Interrégional de Recherche Clinique et
Innovation) suite a un projet déposé par le Pr. P. Poirier en 2012, est de prendre en
compte, cette fois-ci, la composante eucaryote. Peu d’études sur le microbiote
intestinal incluaient alors le séquencage des eucaryotes, s’agissant d’une
composante tres minoritaire (0,5 %) (Arumugam et al., 2011). Pourtant, plusieurs
études ont mis en évidence un lien entre le développement de certaines maladies
inflammatoires chroniques de Uintestin (MICI) et le mycobiote (Chehoud et al., 2015;
Iliev et al., 2012; Sokol et al., 2017). Dans notre étude, nous avons, la encore,
observé une augmentation de la diversité du microbiote intestinal en présence de
Blastocystis, mais nous avons également constaté une augmentation de I’abondance
de bactéries considérées comme favorisant l’inflammation, telles que les Prevotella,
ainsi qu’un mycobiote plutot délétere en cas de Sl (augmentation des Clavispora,
Candida et Trichosporon, diminution des Saccharomyces) (Nourrisson et al., 2021b)
(Figure 1). De plus, nous avons observé une augmentation de |’abondance relative
du phylum des Tenericutes en présence de Blastocystis, que ce soit chez les controles
asymptomatiques ou les patients atteints du Sll. Malheureusement, méme si ce
phylum, regroupant commensaux et pathogenes, est fréquemment modifié dans les
études sur le microbiote, il n’y a pas de données sur son implication en santé humaine
(Wang et al., 2020) ;
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Figure 1. Abondances relatives de différents genres fongiques dans les selles, selon la pathologie et la présence ou non de
Blastocystis (Nourrisson et al., 2021b).

Sll : patients souffrant du syndrome de U'intestin irritable ; Ctrl : sujets indemnes de SII ; B- : sujets négatifs pour Blastocystis ;
B+ : sujets positifs pour Blastocystis.



(iii)  enfin dans une derniere étude réalisée a Madagascar en collaboration
avec les Dr Patricia Lepage et Stanislas Mondot de Uinstitut MICALIS (UMR INRA,
AgroParisTech, Paris-Saclay), dont |’objectif était d’étudier le microbiote intestinal
associé aux parasitoses en milieu tropical. De facon tres intéressante, chez les
individus porteurs de Blastocystis, nous avons pu observer des modifications
similaires chez les porteurs asymptomatiques a celles retrouvées lors de notre étude
clermontoise ci-dessus, avec toujours une hausse de la diversité bactérienne (Mondot
et al., 2021). Ce travail nous a également a nouveau permis de montrer que la
composition du microbiote d’individus porteurs de Blastocystis et présentant une
symptomatologie digestive difféere de celle de porteurs asymptomatiques. Par
ailleurs, comme dans nos études menées en France, nous avons observé une hausse
significative des Prevotella et une tendance a la diminution des bifidobactéries chez
les individus porteurs de Blastocystis. Ces résultats semblent donc confirmer qu’il
existe une empreinte particuliere du microbiote intestinal associée au portage de
Blastocystis, indépendante du mode de vie et de la région géographique étudiée.

L’augmentation de la diversité bactérienne chez les individus porteurs de
Blastocystis fait ainsi maintenant consensus, caractéristique souvent associée a une
« bonne santé » du microbiote et amenant certains auteurs a conlure a un effet
bénéfique du parasite, voire a un effet probiotique (Deng et al., 2021). Pourtant de
nombreuses études épidémiologiques s’accordent sur une sur-représentation de
Blastocystis chez les patients atteints du SlI, alors méme que ce syndrome est
caractérisé par une dysbiose intestinale. De plus, d’autres protozoaires, tels que les
Entamoeba sp., dont certaines especes sont pathogénes, sont aussi associés a une
augmentation de la diversité bactérienne intestinale (Morton et al., 2015).

La composition du microbiote, a elle-seule, ne semble donc pas étre une
preuve suffisante pour affirmer la pathogénicité ou non d’un parasite, et certains
auteurs suggérent que le tryptique « hote - microbiote - parasite » est la clé pour
expliquer le développement ou non d’une parasitose maladie (Bar et al., 2015). Les
analyses de microbiote restent descriptives et ne permettent pas de répondre a la
question « cause ou conséquence ? ». De plus, dans nos études, d’autres parasites
sont parfois retrouvés simultanément dans les selles des patients, comme
Dientamoeba fragilis ou Entamoeba sp., pouvant également influer sur la

composition du microbiote, et induisant ainsi un biais dont il est difficile de



s’affranchir. Cela nous a amené a nous intéresser aux facteurs de virulence de

Blastocystis.

ii. Du point de vue du parasite : Blastocystis, quels facteurs de

virulence ?

L’analyse du génome de Blastocystis ST7 a permis de prédire son sécrétome
et d’identifier des protéines a l’interface entre le parasite et son hote, révélant ainsi
de potentiels facteurs de virulence (Denoeud et al., 2011). Les genes codant pour
une vingtaine de protéases potentiellement sécrétées, des glycosidases et des
inhibiteurs de protéases ont également été identifiés. Ces différentes protéines
pourraient participer a "attaque du mucus et des cellules épithéliales intestinales
ou a la modulation de la réponse immune. Des travaux préliminaires réalisés au sein
de notre équipe ont pu montrer que deux protéases a cystéine, une légumaine et
une cathepsine B, ainsi qu’une protéase a sérine étaient sécrétées en grande
quantité par Blastocystis ST7 (Wawrzyniak et al., 2012).

Afin de mieux comprendre les impacts du parasite sur I’équilibre intestinal,
j’ai développé au cours de ma these d’université des approches in vitro. La culture
in vitro de Blastocystis sp. a été implantée dans notre équipe des 2006 lors d’une
collaboration avec le Dr Kevin SW Tan (Medical Microbiology, Section of Parasitology,
Academic Medical Center, Singapour) qui nous a fourni des isolats axéniques de ST4
et de ST7. J’ai pu caractériser plus finement la légumaine et la cathepsine B
sécrétées par Blastocystis ST7 en les produisant sous forme recombinante (Nourrisson
et al., 2016). L’étude de U'activité de ces protéases nous a permis de démontrer
qu’elles travaillaient en tandem, la légumaine activant la cathepsine B, ce qui
n’avait jamais été rapporté chez les protozoaires jusqu’alors (Figure 2). J’ai ensuite
démontré que la cathepsine B activée entrainait, in vitro, une augmentation de la
perméabilité paracellulaire (Nourrisson et al., 2016). Il faut noter que
’augmentation de perméabilité paracellulaire est un des facteurs concourant a la
physiopathologie du SIl. L’hypothése principale est que cette altération de
I’épithélium favoriserait la diffusion d’antigenes et de protéases intraluminaux vers
la sous-muqueuse, entrainant I’apparition d’une hypersensibilité viscérale.

Ces résultats soutiennent une capacité de virulence intrinseque de

Blastocystis, mais l’approche in vitro laisse de nombreuses questions en suspens : in
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Figure 2. lllustration du phénomeéne d’activation d’une cathepsine par une
légumaine chez le ver parasite Schistosoma mansoni (Dalton et al., 2009).

La légumaine (ou asparaginyl endopeptidase) vient cliver le pro-segment de la
cathepsine qui est produite sous forme de zymogéne (pro-enzyme). La cathepsine
devient alors active et capable de cliver le pro-segment d’autres cathepsines,
aboutissant ainsi a une activation exponentielle de la protéase.



vivo, ces protéases parviennent-elles jusqu’a l’épithélium intestinal qui est protégé
par sa couche de mucus? compte tenu du nombre important d’individus
asymptomatiques, quels sont les facteurs déclenchant la sécrétion de ces
protéases et quels autres facteurs pourraient conduire a ’expression clinique de la
blastocystose ?... La nécessité de l'utilisation d’un modele animal pour répondre a
ces questions ainsi qu’a celles soulevées lors de I’étude du microbiote nous a poussé

a travailler sur le développement d’un tel modéle qui n’existait pas jusqu’alors.

iii. Développement du premier modéle animal pour |’étude des

interactions entre Blastocystis et son hote

Notre compréhension des interactions entre Blastocystis et son hote s’est vite
trouvée limitée par les approches expérimentales in vitro ou les analyses de
microbiote. L’absence de réponse claire aux mécanismes de la virulence de ce
parasite laisse soupconner que, comme pour le Sll, la physiopathologie de la
blastocystose est multifactorielle. L’intégration de ces mécanismes complexes
nécessitait donc la mise en place d’un modeéle stable et reproductible d’infection
par Blastocystis chez I’animal. L’hypothese évoquée ci-dessus d’une hypersensibilité
viscérale associée a une infection par Blastocystis nous a conduit a collaborer avec
une équipe spécialisée dans la douleur. Ainsi, au travers d’un projet « Thématiques
émergentes » financé par la région Auvergne, et alors membres de |’équipe IHP du
LMGE, nous avons développé en collaboration avec deux autres équipes du site
clermontois (M2iSH - UMR 1071 Inserm, Pr N. Barnich et NEURODOL - UMR 1107
Inserm, Pr D. Ardid, porteur) un modéle d’infection par Blastocystis chez le rat. Ce
projet a permis le financement de la these de sciences de Mme Manon Defaye, qui a
été co-dirigée par le Pr. P. Poirier et le Dr F. Carvalho (NEURODOL). Alors moi-méme
en fin de these, j’ai participé a son encadrement et a la description du modele.

Nos premiéeres tentatives infructueuses chez la souris nous ont conduit a
travailler chez le rat. Blastocystis se présente sous différentes formes
morphologiques dont deux majeures : la forme vacuolaire qui est entourée d’une
simple membrane et donc fragile, et la forme kystique, résistante dans le milieu
extérieur grace a une épaisse paroi (Figure 3). Ainsi, aprés plusieurs échecs a partir
de nos cultures in vitro qui contiennent exclusivement des formes vacuolaires

probablement détruites lors du passage gastrique, nous avons procédé avec succes
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Figure 3. Stades morphologiques de Blastocystis observables dans les selles
humaines.

La forme vacuolaire (A) contient une grande vacuole occupant presque la totalité de
la cellule et repoussant les organites en périphérie, semblables a un collier de perles
réfringentes sur le pourtour.

Les kystes (B), stades de résistance, sont de taille plus petite et de forme ronde a
ovoide (fleches), ils possedent une paroi épaisse et réfringente.

(Photographies d’un état frais de selle en microscopie optique ; C. Nourrisson).



par gavage oral de kystes purifiés issus de selles humaines. Grace a ce modeéle, nous
avons pu montrer que Blastocystis colonise l’ensemble du tractus intestinal des rats
(Defaye et al., 2018). Bien que sa localisation soit principalement intra-luminale,

j’ai pu montrer que le parasite est capable de franchir la barriere de mucus et
d’interagir étroitement avec les cellules épithéliales intestinales (Figures 4 & 5). Ces

résultats démontrent que Blastocystis aurait donc le potentiel pour sécréter ses
protéases au contact de ’épithélium.

La thése de Manon Defaye étant co-dirigée par une équipe travaillant sur la
douleur viscérale et le comportement, cela m’a permis de me former a ces aspects.
Manon a ainsi montré que les rats infectés présentaient une hypersensibilité
viscérale. Néanmoins, il est difficile d’évaluer 'impact réel de cette hypersensibilité
viscérale sur la qualité de vie des animaux, c’est la raison pour laquelle nous nous
sommes intéressés au comportement des animaux et montré qu’ils présentaient un
phénotype anxieux et dépressif (Defaye et al., 2020). L’analyse de leur microbiote
intestinal a mis en évidence, tout comme chez ’Homme, une hausse de la diversité
microbienne. Par ailleurs, la composition globale du microbiote des animaux infectés
différait significativement des animaux controles, avec en particulier une hausse de
[’abondance du genre Bacteroides, similaire a ce qui est observé chez les patients
souffrant du SIl. De facon intéressante, le phylum des Tenericutes était augmenté
tout comme dans notre étude chez ’Homme (Nourrisson et al., 2021b). Nous avons
également observé une diminution du genre Clostridiaceae, qui tient un role central
dans la bonne santé de l'intestin par la production d’Acides Gras a Chaine Courte
(AGCC). Nous avons mesuré une diminution significative des AGCC (acétate,
propionate et butyrate) chez les animaux infectés, ces AGCC étant connus pour étre
impliqués dans le maintien de la barriére épithéliale ainsi que dans la mise en place
d’une tolérance immunitaire (Tan et al., 2014). Bien que nous n’ayons pas mis en
évidence d’augmentation significative de la perméabilité intestinale des animaux
infectés par gavage de dextran-FITC, nous avons en revanche observé une diminution
significative de Uexpression de Uoccludine-2 dans U’épithélium intestinal des
animaux infectés, protéine transmembranaire faisant partie des jonctions serrées
assurant le maintien de la perméabilité entre les cellules épithéliales. Les jonctions
serrées sont notamment régulées par les récepteurs PAR-2 (Protease-Activated

Receptor-2), eux-mémes activés par les protéases a sérine présentes dans la lumiére
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Figure 4. Coupes de colon de rats infectés par Blastocystis ST4 en immunofluorescence indirecte.

La couche de mucus (marquée en vert par des anticorps dirigés contre la mucine 2, Ac anti-Muc2) constitue une barriére pour
le parasite (en rouge) dont une grande partie (a) se retrouve bloquée dans la lumiére du colon. Quelques parasites enchassés
dans la couche la plus superficielle de mucus sont cependant visibles. Grossissements : (a) x 400 ; (b) x 1000. Barres d’échelle : 20 um.
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Figure 5. Coupe de colon de rats infectés par Blastocystis ST4 en microscopie
électronique a transmission.

Une forme avacuolaire de Blastocystis ST4 contenant de nombreux lysosomes se
trouve au contact de U’épithélium colique. Les villosités (V) présentes a la surface de
la cellule colique ont disparu a Uinterface avec le parasite, ou on observe un
épaississement d’une zone dense aux électrons (fleche).



intestinale. De facon intéressante, nous observons une augmentation de ’activité
protéase a sérine globale dans le contenu fécal de nos animaux infectés par
Blastocystis, cette activité pouvant étre attribuée au microbiote bactérien et/ou a
Blastocystis.

Ainsi, au total, notre modeéle animal de blastocystose démontre que l’infection
par Blastocystis chez le rat entraine une modification de flore, permettant pour la
premiére fois d’établir un lien de causalité entre la parasitose et la dysbiose
observée. Néanmoins, cette modification du microbiote est contradictoire, associant
une hausse de la diversité microbienne, habituellement signe d’un microbiote sain,
et des modifications de certains genres bactériens de la méme maniére que ce qui
est observé dans le contexte du Sll, avec un impact sur le métabolisme de ce
microbiote.

La Figure 6 propose une synthese de nos résultats sur la physiopathologie

d’une infection par Blastocystis.

3. Blastocystis et activité de diagnostic médical

Du fait de mon statut hospitalo-universitaire, il existe toujours un pont entre
nos préoccupations de recherche fondamentale et notre activité hospitaliere
quotidienne de diagnostic médical. Ainsi, ’évaluation, le développement ou
’amélioration de techniques diagnostiques font partie de mes activités sur
Blastocystis.

Nous avons comparé trois techniques de diagnostic par PCR en temps réel
décrites dans la littérature ainsi qu’une trousse commerciale (Seegene™, Eurobio),
sur 140 échantillons et montré des différences de performances entre ces outils. Une
partie de ce travail a été réalisé par Julie Brunet, que j’ai encadrée pour sa thése
d’exercice (Nourrisson et al., 2020).

De la méme facon, notre visibilité nationale sur Blastocystis nous a conduit a
étre sollicités pour des expertises diagnostiques, certaines ayant abouti a des travaux
collaboratifs portant sur des cas cliniques de localisation extra-intestinale de
Blastocystis (Nourrisson et al., 2021a) ou sur la vérification des performances de
coffrets de PCR multiplex (Argy et al., 2022; Hartuis et al., 2022; Morio et al., 2019,
2018).
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Figure 6. Mécanismes physiopathologiques impliqués lors d’une infection par
Blastocystis : schéma de synthése des résultats auxquels j’ai contribué.

Les protéases a cystéine et a sérine sécrétées par Blastocystis seraient impliquées
dans la pathogénie du parasite. Elles dégraderaient la couche de mucus et
perturberaient ’intégrité de la barriere épithéliale par ’ouverture des jonctions
serrées, entainant de fait une augmentation de la perméabilité intestinale. Le
parasite serait également associé a une dysbiose intestinale. Dans le modele
proposé, les perturbations de la barriere épithéliale favoriseraient le passage de
métabolites bactériens et parasitaires, qui pourraient alors activer les fibres
afférentes primaires contibuant a une hypersensibilité viscérale. Ces douleurs
seraient responsables d’un comportement anxieux et dépressif.

AGCC : acides gras a chaine courte ; PAR-2 : Protease-Activated Receptor-2



4. Arrét des travaux sur Blastocystis

Bien que la mise au point du premier modeéle animal d’infection par Blastocystis
soit une avancée majeure, et que ce travail ait permis la mise en place de
collaborations locales, nous avons choisi de changer de modele d’étude et de
développer des travaux autour d’autres pathogenes a tropisme essentiellement

digestif, a savoir les microsporidies.

En effet, aprés plusieurs années dédiées a Blastocystis, nous ne pouvions que
faire le constat que les financements sur un parasite considéré par beaucoup comme
non pathogéne étaient trés difficiles a obtenir, et que ce parasite intéressait peu la
communauté scientifique. De plus, la difficulté a statuer sur la pathogénicité de
Blastocystis complexifiait le message. Nous avons donc décidé d’orienter nos forces
vers un eucaryote de pathogénicité avérée et qui n’était que peu étudié. Toutefois,
nous ne tournons évidemment pas le dos a nos travaux antérieurs et conservons une
expertise unique sur Blastocystis qui nous vaut encore de nombreuses sollicitations
et qui fait partie de notre champ d’action au sein du CNR CMAP. Et force est de
constater que l’intérét pour ce parasite est maintenant grandissant, notamment du
fait des questions autour (i) de la transplantation de microbiote fécal (TMF) pour
laquelle Blastocystis fait partie des microorganismes conduisant a ’exclusion d’un
donneur, et (ii) des nombreux patients détectés positifs pour ce parasite avec la

large diffusion des panels PCR multiplex dans les laboratoires d’analyses médicales.

Toutefois, il existe évidemment une continuité entre les travaux antérieurs
menés sur Blastocystis et les travaux que j’ai pu ou que je souhaite maintenant

réaliser sur les microsporidies.



lll. Nouveau modele d’étude - Travaux initiés et
projets de recherche

Les microsporidies au XXI€™ siecle

Les microsporidies sont des pathogenes eucaryotes intracellulaires obligatoires,
apparentés aux champignons. Au sein de ce groupe comprenant plus d’un millier
d’especes, 17 peuvent infecter ’Homme (Han et al., 2021). Selon Uespece

impliquée, le malade développera un syndrome intestinal ou extra-intestinal.

Les microsporidioses intestinales sont, dans la tres grande majorité des cas,
causées par Enterocytozoon bieneusi, puis dans une moindre mesure par
Encephalitozoon intestinalis et Encephalitozoon hellem. Elles se manifestent par des
diarrhées aqueuses profuses qui peuvent mettre en jeu le pronostic vital des sujets
les plus fragiles. Les microsporidioses extra-intestinales, issues de rares cas importés
en France, sont trés diverses. On observera ainsi, par exemple, des myosites avec

Anncaliia algerae, ou des kératites causées par Vittaforma corneae.

Les voies de contamination seront différentes selon le tableau considéré, mais
feront toujours intervenir la spore, forme de résistance dans le milieu extérieur et
stade infestant (Figure 7). Pour les especes responsables d’atteintes intestinales, la
contamination pourra se produire lors de la consommation d’eau ou d’aliments
souillés, ou au contact de réservoirs animaux. En effet, au sein de l’espéece
E. bieneusi, de nombreux génotypes, basés sur la séquence de la région ITS (internal
transcribed spacer) de ARNr 18S, ont été décrits et regroupés au sein de groupes
phylogénétiques, dont certains sont strictement anthroponotiques, alors que

d’autres possedent un caractéere zoonotique (Li et al., 2019).

Une des problématiques majeures actuelles sur les microsporidioses humaines
concerne leur prise en charge thérapeutique, en particulier depuis U'arrét de
commercialisation de la fumagilline en 2019, seule molécule a 'efficacité avérée

contre E. bieneusi.
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Figure 7. La spore de microsporidie : morphologie (A) et infection d’une cellule
hote (B) (d’apres Nourrisson et al., soumis 2024a).

(A) La paroi de la spore est constituée, de Uextérieur vers l'intérieur, d’une
exospore, d’une endospore et d’une membrane plasmique. La paroi est riche en
chitine, assurant une bonne résistance dans le milieu extérieur. Des protéines sont
également présentes dans la paroi, appelées spore wall proteins ou SWP.

A Uintérieur de la spore, le sporoplasme comprend des ribosomes, une vacuole
postérieure et un noyau unique. Un disque d'ancrage, situé a l'extrémité antérieure
de la spore, la ou la paroi est la plus fine, est le site de fixation du filament polaire.
La région postérieure de ce dernier s'enroule autour du sporoplasme. Le polaroplaste
lamellaire et le polaroplaste vésiculaire complétent le contenu de la spore et
entourent la région antérieure linéaire du filament polaire, participant ainsi a le
stabiliser.

Selon U’espece, la taille de la spore variera entre 1 et 4 ym.

(B) La spore représente le stade infestant des microsporidies. Elle est constituée
d’un appareil d’invasion inédit au sein du monde du vivant, le tube polaire. Ce
dernier est enroulé au sein de la spore (on parle alors, a ce stade, de filament
polaire), et va étre extrudé brutalement sous ’effet de différents stimuli (humidité,
pH, ...). Si, a cet instant, la spore se situe a proximité d’une cellule, le tube polaire
pourra en transpercer la membrane, formant ainsi un tube creux permettant le
transit du contenu génétique de la spore vers l'intérieur de la cellule hote.

Les protéines présentes a la surface du tube polaire, les polar tube proteins ou PTP,
sont particulierement étudiées.



1. Epidémiologie francaise des microsporidioses humaines

Bien que mises sur le devant de la scéne dans les années 80 avec la pandémie
de SIDA, les données sont tres parcellaires (et anciennes) quand a |’épidémiologie
des microsporidioses intestinales humaines. Plusieurs raisons peuvent expliquer ce
constat : (i) d’un point de vue médical, il s’agit d’analyses peu prescrites car ces
pathogéenes sont peu connus des cliniciens et encore trop souvent considérés comme
n’affectant pas les immunocompétents; (ii) les outils diagnostiques utilisés
nécessitaient jusqu’a présent une expertise microscopique importante et étaient peu
sensibles; (iii) d’un point de vue expérimental, les microsporidies sont des
microorganismes difficiles a étudier, par exemple l’absence de modéle d’étude
facilement accessible, que ce soit in vivo ou in vitro, pour l’espéce E. bieneusi a
pour conséquence la persistance de nombreuses interrogations sur ce pathogene (cf

infra).

Les connaissances acquises dans les années 80 identifiaient ’infection par le
VIH comme un facteur majeur d’infection par ces pathogénes opportunistes (Weber
et al., 1994). L’arrivée des trithérapies anti-rétrovirales, tout en diminuant le
nombre de cas de microsporidioses, a de facon collatérale fait diminuer ’intérét des
chercheurs pour ces pathogénes (Figure 8). Les données disponibles chez I’Homme
se sont alors limitées a des case reports, issus de pays de différents continents et
niveaux socio-économiques, faisant progressivement entrevoir un visage différent de

|’épidémiologie de ces infections (cf revue récente : Han et al., 2021).

Depuis 2018, avec le réseau national de surveillance des microsporidioses,
puis, a partir de 2023, avec le CNR « Cryptosporidioses, Microsporidies et autres
protozooses digestives », nous avons pour objectif d’apporter des données

actualisées sur cette infection.

i. Données de surveillance épidémiologique

Cette activité de surveillance est basée sur la participation volontaire des
laboratoires, qu’ils soient de CHU ou de CH ou de ville, de métropole ou d’outre-
mer, qui nous signalent leurs cas de microsporidioses, par le biais de ’envoi des

échantillons positifs et d’une déclaration en ligne reprenant les données
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Figure 8. Nombre d’articles associés a la requéte « intestinal microsporidiosis
[All Fields] » dans la base de données PubMed.

La requéte a été réalisée le 22/06/2024, et a permis d’identifier 164 articles. Les
histogrammes oranges correspondent aux articles auxquels j’ai participé.



démographiques, cliniques, diagnostiques, thérapeutiques et épidémiologiques.
Ainsi en 2023, notre réseau comprend 82 correspondants, soit 40 laboratoires de
CHU, 17 de CH et 25 de ville.

Entre 2018 et 2023, 722 cas confirmés de microsporidioses intestinales nous
ont été signalés. Des cas extra-intestinaux ont également été notifiés
(kératoconjonctivites a Vittaforma corneae, myosite a Anncaliia algerae, kératite a
Trachipleistophora hominis), mais beaucoup plus rarement (0,8 % des cas entre 2018
et 2023). Ces données inédites nous permettent de dessiner les nouveaux contours
de U’épidémiologie actuelle des microsporidioses intestinales en France. Un article

est en cours de rédaction, les résultats principaux sont présentés ci-apreés.

Nous avons observé une saisonnalité des cas, avec un pic de contamination
entre juillet et septembre puis en janvier (Figure 9). Ces variations font suspecter
des facteurs de risque tels que des activités dans les eaux récréatives et des aliments
tels que les crudités ou les crustacés, ouvrant des pistes de recherche futures.
Concernant le statut immunitaire, 37 % des patients sont immunocompétents sur la
période 2018-2023, mais en considérant uniquement les années les plus récentes ou
de nouveaux laboratoires de ville ont rejoint le réseau, les immunocompétents sont
impliqués dans plus de la moitié des cas déclarés (Figure 10). Les patients
immunodéprimés sont pour 72,1 % d’entre-eux des transplantés d’organe solide, et
parmi ceux-ci la transplantation rénale représente % des cas, ce qui est bien slr a
mettre en perspective avec le fait qu’il s’agit de la greffe la plus fréquente en
France, mais aussi qu’elle s’accompagne de U'un des protocoles
d’immunosuppression les plus intenses. Les patients séropositifs pour le VIH ne
représentent plus que 11,5 % des cas, alors qu’ils constituaient historiquement la
population la plus touchée, la trithérapie anti-rétrovirale étant a l’origine de ce
déclin. Les autres pathologies associées aux cas de microsporidiose intestinale sont
les hémopathies, les cancers solides, les maladies auto-immunes, les déficits
immunitaires et les MICI. Il sera intéressant d’étudier si certains traitements
immunosuppresseurs apparaissent plus souvent associés a l’infection, comme cela a
par exemple été rapporté, notamment par notre équipe, pour U'ibrutinib et certaines
infections fongiques invasives (Creuzet et al., 2021). Un pic d’incidence de
microsporidioses chez l’enfant de moins de 5 ans s’est dessiné au fil des années, tout

comme cela est connu pour la cryptosporidiose (Costa et al., 2020), puis ’essentiel
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des cas survient a ’age adulte (Figure 10). Ces pics d’incidence par tranches d’age
sont aussi a rapprocher du statut immunitaire, puisque pour les patients
immunodéprimés, la majorité des cas surviennent apres 50 ans, en lien avec le fait
que les pathologies a risque se développent essentiellement dans la deuxiéme partie
de vie. Concernant le sexe, il n’y a pas de différence significative mais le sexe-ratio
apparait en faveur des hommes, et particulierement chez les immunodéprimés
(Figure 10). Concernant les especes, E. bieneusi est retrouvé dans 96,0 % des cas,
E. hellem dans 2,2 % et E. intestinalis dans 1,8 %. Les génotypes les plus fréquents
d’E. bieneusi appartiennent au groupe phylogénétique 1, c’est-a-dire celui
regroupant des génotypes zoonotiques mais aussi des génotypes adaptés a un hote
spécifique. Les génotypes majoritaires d’E. bieneusi sont le génotype C (37,6 %), le
génotype Wildboar3 (13,9 %), le génotype IV (8,1 %) et le génotype D (7,5 %), alors
que jusqu’a présent les génotypes D, EbpC et IV étaient considérés comme les plus
fréquents (Li et al., 2019). Il sera intéressant de vérifier les pays ayant rapporté ces
données précédemment car il est probable que les génotypes majoritaires soient
variables d’une aire géographique a l'autre. De facon tres intéressante, si on
considere la pathologie sous-jacente, le génotype A est le plus fréquent parmi les
patients sidéens, alors que les transplantés d’organe solide et les immunocompétents
sont plus fréquemment infectés par le génotype C (Figure 11), soulevant, la aussi,
de nombreuses questions. Concernant E. hellem et E. intestinalis, il n’existe pas a
’heure actuelle de technique de typage robuste. De plus, le nombre de cas étant

plus réduit pour ces deux especes, il serait délicat d’observer des tendances.

Encephalitozoon intestinalis était considérée jusqu’a présent comme l’espece
la plus fréquente apres E. bieneusi (Han et al., 2021). Encephalitozoon hellem était
alors décrite comme plus rare et responsable d’infections disséminées. Or, nous
montrons, avec les données francaises, qu’elle est au moins aussi fréquente
qu’E. intestinalis, et qu’elle peut également étre responsable d’atteintes limitées a
la sphére intestinale. Ce travail souligne la aussi que U’épidémiologie des
microsporidioses humaines repose sur certains dogmes qui peuvent étre remis en
question avec |’utilisation des outils actuels et un recensement centralisé des cas.

Nous avons récemment publiés ces résultats (Nourrisson et al., 2023).

Notre activité de surveillance a nécessité le développement d’outils de

typage. Pour E. bieneusi, nous avons travaillé sur l’analyse de 3 microsatellites (MS1,
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MS3, MS7) décrits dans la littérature (Feng et al., 2011), tout d’abord par MultiLocus
Sequence Typing (MLST) et maintenant par électrophorése sur séquenceur capillaire.
Nous avons testé la robustesse de cette approche lors de l’investigation d’une
suspicion d’épidémie au CHU de Tours (Desoubeaux et al., 2019). Je développe
également une technique de typage d’E. hellem, en ciblant les génes codant pour
une protéine du tube polaire (polar tube protein PTP1) et une protéine de paroi des
spores (spore wall protein SWP1), comme précédemment décrit (Haro et al., 2003;
Polonais et al., 2010; Xiao et al., 2001). Les premiers résultats obtenus a partir
d’isolats que nous avons axénisés montrent des « clusterisations » et donc une

certaine diversité au sein de l’espéce.

Les perspectives a cette activité de surveillance sont la poursuite de la
description des populations touchées. Je souhaite particulierement mettre [’accent
sur la microsporidiose chez ’immunocompétent, qui est une donnée majeure, en
multipliant les axes de communication aupres des cliniciens, des biologistes et des
scientifiques. En effet, au cours des échanges que nous avons pu avoir avec les
professionnels, il apparait clairement que ces données ne sont pas connues, alors
méme que le taux de positivité des plus gros laboratoires privés du réseau varie de
0,5 a 1,2 %, soit une incidence au moins équivalente a celle des salmonelloses. En
corrolaire, si cette étiologie est bien connue des professionnels de santé, cela devrait
permettre de ne pas méconnaitre les épidémies associées aux microsporidioses. En
2023, nous avons en effet suspecté trois phénomenes épidémiques familiaux, mais
malheureusement trop tardivement pour pouvoir les explorer. Des épidémies de plus
grande ampleur ont précédemment été décrites en Europe (Cotte et al., 1999;
Decraene et al., 2012; Michlmayr et al., 2022), d’origine hydrique ou alimentaire. La
mission d’alerte d’un CNR étant centrale, nous devons trouver les clés pour ne pas

passer a coté de ces épisodes.

ii. Développement de tests ELISA

Comme expliqué précédemment, la circulation des microsporidies dans la
population est tres peu connue. Les outils de microscopie ou de biologie moléculaire
utilisés dans les laboratoires de diagnostic permettent d’identifier les cas associés a

une symptomatologie, mais ne permettent pas de fournir une photographie de



I’exposition de la population. Les outils sérologiques trouvent tout leur intérét dans

cette indication mais aucun n’est disponible sur le marché.

Mon projet est donc de générer des données sur la circulation des
microsporidies au sein de la population générale mais également au sein de
populations spécifiques (selon ’age, le lieu de vie, la pathologie, ...) en évaluant

leur séroprévalence.

Lors d’une infection par une microsporidie, une structure inédite enroulée a
’intérieur de la spore, appelée tube polaire, va étre extrudée et former un tube
creux permettant le transfert du matériel génétique a ’intérieur de la cellule hote
(Han et al., 2021) (Figure 7). Aussi, suite a une contamination par le genre
Encephalitozoon, la synthése d'anticorps dirigés contre les SWP, dans un premier
temps, puis contre les PTP, dans un second temps, a été décrite (van Gool et al.,
2004). J’ai encadré plusieurs étudiants sur la mise au point de tests ELISA, tout
d’abord pour E. intestinalis, a partir d’extraits protéiques totaux et de protéines
recombinantes SWP1 et PTP1 de cette espece. Un article décrivant cette technique
est en cours d’évaluation dans le journal Plos Neglected Tropical Diseases (Nourrisson
et al., 2024c).

L’orientation future de ces travaux portera sur :

(i) Uidentification des protéines les plus immunogénes afin de mettre au point
les outils les plus pertinents. Cette partie des travaux sera développée lors de ma
mobilité au sein de la « Plateforme d’exploration du métabolisme PFEM » (Dr. Michel
Hebraud) de UINRAE de Theix. L’approche qui sera mise en ceuvre consistera en du
« shotgun proteomics », c’est-a-dire la recherche de biomarqueurs d’intérét par une
approche non ciblée (de type « profiling » dans un premier temps) semi-quantitative
et sans marquage préalable, en comparant des échantillons infectés vs non infectés.
Selon les résultats, dans un second temps, il pourra étre envisagé d’utiliser une

approche ciblée sur des marqueurs identifiés ;

(ii) Uutilisation de notre modeéle souris d’infection a E. bieneusi (cf infra) pour

étudier la cinétique de production des anticorps ;

(iii) la mise au point de tests ciblant les différentes espéces infectant

’Homme. Alors que pour les especes responsables d’atteintes intestinales, les tests



ELISA auront essentiellement un intérét épidémiologique, par exemple dans le cadre
de collaborations internationales ouvrant sur ’étude de la séroprévalence dans
d’autres pays, en particulier aux modes de vie non occidentaux ou avec une
circulation importante de microsporidies ; pour les atteintes extra-intestinales
profondes, ces tests pourraient étre utilisés pour le diagnostic. A titre d’exemple,
en cas de myosite inexpliquée, une sérologie A. algerae pourrait étre
particulierement intéressante, sans nécessiter de préléevement invasif (la biopsie

musculaire étant actuellement le prélevement incontournable).

La perspective a long terme pour ces tests sérologiques sera le dépot de
brevets pour les outils développés. Aujourd’hui, aucun autre laboratoire ne
s’intéresse a ce domaine appliqué aux microsporidies, ainsi, notre visibilité sur cette
thématique nous a récemment permis d’étre associés a une publication dans Cell
(Momenilandi et al., 2024) grace a U"expertise que nous avons pu apporter sur des

sérums de patients infectés par E. bieneusi présentant une hyper IgA.

iii. Autres missions en lien avec ’activité du CNR

Du fait de la mission d’expertise demandée par SPF aux CNR, je participe
régulierement a [’évaluation de nouvelles techniques diagnostiques de biologie
moléculaire (Moniot et al., 2022, 2021), ainsi qu’a ’amélioration des pratiques, par
exemple concernant les étapes de pré-traitement indispensables pour détruire les
spores et libérer ’ADN avant extraction (article en cours d’évaluation dans le journal
Scientific Reports (Nourrisson et al., 2024b)). Ces travaux sont souvent ’occasion
d’encadrer des étudiants (ex : Maxime Tressol, DUT). Nous avons d’ailleurs pour
projet de coordonner une étude multicentrique afin de comparer les performances
du diagnostic réalisé sur E-swab (écouvillonnage de selle, pratique répandue en

laboratoire de ville) vs aliquot de selle native.

2. Microsporidies et cancer colorectal

La multiplication intracellulaire des microsporidies interroge sur ’impact
d’une infection sur le devenir de la cellule hote. En effet, les microsporidies

possedent un génome extrémement réduit et sont dépourvues de nombreuses voies



métaboliques, ce qui est compensé par le détournement et lutilisation des
ressources de la cellule hote (Katinka et al., 2001). D’autre part, des travaux
antérieurs ont montré que les microsporidies modulent la survie des cellules de
I’hote, en favorisant la prolifération cellulaire (Martin-Hernandez et al., 2017) ou en
inhibant ’apoptose (del Aguila et al., 2006). Elles interférent également avec le
cycle cellulaire (Scanlon et al., 2000), et augmentent le taux de mutations dans la
cellule infectée (Leonard et al., 2013). Nous nous sommes ainsi progressivement
questionnés sur la possibilité qu’une microsporidie puisse conduire a une
cancérisation des cellules infectées, et plus précisément, nous nous sommes

intéressés au réle des microsporidies dans la survenue du cancer colorectal (CCR).

Le développement dune tumeur dans le contexte du CCR, phénomeéne
multifactoriel et complexe, survient suite a l'accumulation d’altérations génétiques
et épigénétiques dans les cellules du colon ou du rectum au cours de la vie de
lindividu. Il a été montré que les interactions des cellules avec leur
microenvironnement, dont le microbiote intestinal ou certains pathogénes,
pouvaient moduler les capacités de développement de la tumeur (Gagniere et al.,
2016). Cest le cas de certaines souches virulentes d'Escherichia coli productrices
d'effecteurs bactériens, nommés cyclomoduline, qui ont la capacité d'activer ou
dinhiber le cycle cellulaire eucaryote (Fais et al., 2018). Parmi ces toxines, la
colibactine induit une instabilité chromosomique et des dommages a 'ADN dans les
cellules eucaryotes. Il a été démontré que les bactéries E. coli productrices de
colibactine (CoPEC) ont un impact sur la carcinogenése colorectale (Bonnet et al.,
2014; Buc et al., 2013; Cougnoux et al., 2014; Dalmasso et al., 2014; Lopes et al.,
2020). L’équipe M2iSH est internationalement reconnue pour ses travaux sur CoPEC
et CCR.

Notre hypothése est quune infection par des microsporidies dans un
environnement pro-carcinogene, tel que la présence d'Escherichia coli productrice
de colibactine (CoPEC), pourrait étre un facteur impliqué dans la carcinogenése

colique.

Mon projet est d’étudier le role des microsporidies dans la survenue du CCR.
Pour cela, en complément de données d’épidémiologie humaine, nous utilisons des

approches in vitro et des approches in vivo.



J’ai encadré en 2021-2022 une étudiante en Master 2, Leslie Vercruysse, sur
cette thématique, et je la co-encadre actuellement pour sa thése de sciences dans
la continuité du sujet. Le projet a pu étre initié grace a ’obtention d’un financement
de la Ligue contre le Cancer en 2020 lors de notre rattachement a ’équipe M2iSH.
Je suis également dans 'attente du résultat de la phase 2 d’un projet déposé sur
cette thématique a I’ANR dans le programme <« Jeunes chercheuses et Jeunes
chercheurs (JCJC) ».

i.  Travaux chez ’Homme

La mesure de l'exposition a des agents infectieux se fait le plus souvent par la
détection d'anticorps qui sont généralement des marqueurs stables d'exposition. De
cette maniére, la sérologie est une approche macroscopique simple pour identifier
les associations entre les agents infectieux et les maladies chroniques, comme le
cancer (Mentzer et al., 2022; Yao et al., 2022). Les tests ELISA que j’ai développés
pour E. intestinalis (cf supra) ont permis de mettre en évidence des taux plus élevés
d’anticorps 1gG et IgA anti-E. intestinalis chez les patients atteints de CCR
comparativement a des sujets sains (collaboration avec le service de Médecine
Digestive du CHU de Clermont-Ferrand, Pr. Pezet), cet effet est plus
particulierement porté par les hommes (Figure 12). Ces résultats suggerent que (i)
les patients atteints de CCR sont plus fréquemment exposés au cours de leur vie, au
moins a E. intestinalis, par rapport aux sujets non atteints de CCR, ou ont une
réponse sérologique a ’infection plus intense ; et (ii) la physiopathologie du CCR
et/ou les conséquences de ’infection seraient différentes selon le sexe comme cela
a déja été décrit dans d’autres cancers ou d’autres infections (Er-Lukowiak et al.,
2023; Pérez-Rodriguez et al., 2017; Wands, 2007). Nos résultats rejoignent ceux
d’une équipe espagnole qui a publié en 2022 une étude montrant une augmentation
des IgG et IgE anti-Encephalitozoon chez leurs patients CCR, ainsi que la présence

de microsporidies dans les tissus des sujets CCR (Redondo et al., 2022).

Comme précédemment lors de nos travaux sur Blastocystis, ces résultats ne
permettent pas de répondre a la question « cause ou conséquence ? », mais forte de
ces constatations épidémiologiques, je vais poursuivre le développement des tests

pour les autres espéces et valider les résultats sur de nouvelles cohortes de patients :
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Figure 12. Taux d’IgG anti-Encephalitozoon intestinalis PTP1 chez des patients
atteints de cancer colorectal (CCR) et des patients indemnes de cancer.

Le taux d’1gG sériques dirigées contre la protéine de tube polaire 1 d’E. intestinalis
(EiPTP1) est significativement plus élevé chez les patients CCR (n= 136)
comparativement a un groupe de sujets contréles indemnes de cancer (n= 135) (test
de Kruskal-Wallis, p<0.001).



(i) en France dans le cadre du projet METABIOTE ou une nouvelle cohorte de
patients est en cours de constitution (projet coordonné par le Dr. Marine Jary,
Oncologie digestive - CHU Clermont-Ferrand/M2iSH) et qui nous permettra d’accéder
a de nouveaux prélévements de sang (pour sérologie) et de tissus (pour qPCR et FISH
pour les microsporidies et les CoPEC) ;

(i1) a l’étranger par le biais d’une collaboration déja existante dans
I’équipe M2iSH avec U’Université de Hong-Kong (Pr Siew Ng, Department of Medicine
and Therapeutics, Division of Gastroenterology and Hepatology, State Key Laboratory
of Digestive Disease, Hong-Kong), l’Asie étant un continent particulierement
intéressant pour l’étude des microsporidioses du fait d’une forte circulation et de

génotypes différents.

ii. Travaux chez ’animal

Les données épidémiologiques étant encourageantes, afin de valider a un
niveau macroscopique, a l’échelle globale d’un individu, l’'impact de la co-infection
CoPEC/microsporidies sur ’apparition et la progression de tumeurs intestinales, je

réalise également des expérimentations chez I’animal.

L’obectif est de mimer une (co)-infection chez la souris. La premiére difficulté
a été d’infecter durablement des souris avec des microsporidies responsables
d’atteintes intestinales chez I’Homme. Bien que cela ait été précédemment décrit
dans la littérature (Abou-El-Naga et al., 2020; An et al., 2020), nous n’avons pas
réussi a infecter des souris avec E. intestinalis ou E. hellem. Par contre, nous avons
réussi a implanter Uespéce E. bieneusi, alors qu’il n’existait pas jusqu’alors de
modeéle animal pérenne (Accoceberry et al., 1997; Feng et al., 2006; Green et al.,
2004; Kondova et al., 1998; Tzipori et al., 1997). Notre hypothese pour expliquer ce
succes malgré la littérature est que que les échecs précédemment décrits sont
probablement liés a Uutilisation de génotypes non adaptés aux rongeurs. Or nous
disposons avec notre activité de CNR, d’une collection tres large de génotypes dont
certains pour lesquels les souris sont donc permissives. Nous avons réussi a infecter
des souris C57BL/6J « wild-type », mais également des souris mutées pour le géne
Apc (adenomatous polyposis coli), et donc prédisposées génétiquement a la survenue
de CCR. Nos résultats préliminaires montrent que les souris Apc™"’* co-infectées par

E. bieneusi et les CoPEC présentent un nombre de tumeurs coliques non



significativement différent, mais que ces tumeurs sont plus volumineuses que pour

les souris infectées par la bactérie seule ou par la microsporidie seule (Figure 13).

Ces résultats suggerent que les microsporidies pourraient avoir un impact sur

la croissance tumorale induite par les CoPEC. Les perspectives sont :

(1) de renouveler U’expérimentation et d’explorer plus en avant les
phénoménes impactés. Des coupes histologiques seront effectuées de maniére a
analyser ’architecture du colon (notamment l’envahissement des tissus par les
tumeurs) mais également de maniére a rechercher des marqueurs de prolifération
cellulaire tels que Ki67 et PCNA (proliferating cell nuclear antigen). La protéine
nucléaire Ki-67 est présente dans toutes les cellules de mammiféeres en prolifération
et est donc utilisée largement comme marqueur de prolifération. De méme, PCNA
est une protéine nucléaire qui fonctionne comme un cofacteur de 'ADN polymérase
delta et qui est régulée de maniere dépendante du cycle cellulaire, ainsi son
expression augmente lorsque les cellules participent activement a la réparation de
UADN. L’expression de marqueurs de prolifération cellulaire sera également analysée
par Western blot (cycline D notamment). L’inflammation étant intimement liée au
développement tumoral, des RT-PCR quantitatives sur les ARNm extraits des colons
sont prévues ciblant les genes TNF-a, IL-18B, IL-6 et IL-12, ainsi que des tests ELISA
sur le surnageant de culture de biopsies intestinales. La présence et la localisation
tissulaire (muqueuse saine/tumeur) de E. coli et E. bieneusi seront recherchées par
hybridation in situ (FISH). Enfin, de plus en plus d’études montrent que le microbiote
joue un role dans le développement du CCR (Gagniere et al., 2016; Sears and Garrett,
2014). Nous conserverons donc des féces de maniere a réaliser une analyse de la
composition du microbiote et éventuellement un transfert de microbiote dans le but
d’en étudier ’effet pro-carcinogene.

(i)  d’infecter des souris non génétiquement prédisposées, mais dont des
causes extrinseques non infectieuses conduisent au développement de CCR. Nous
utiliserons le modele AOM/DSS (azoxyméthane / sulfate de dextrane sodium) qui
mime les CCR associés aux colites. En effet, ’action combinée d’un agent pro-
inflammatoire, le SDS (DSS), et d’un composé carcinogene, I’AOM, induit |’apparition
de la maladie. Les mémes techniques et les mémes marqueurs que pour le modéle

ApcMn’+ seront employés.
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Figure 13. Impact de l'infection par Enterocytozoon bieneusi sur la croissance
tumorale.

Lors d’expériences préliminaires, nous avons infecté des souris ApcM™'* avec des
bactéries Escherichia coli productrices de colibactine (CoPEC) et/ou E. bieneusi.
Sept semaines apres l'infection, les souris ont été sacrifiées et les tumeurs du colon
ont été comptées et mesurées. Nous n‘avons pas observé de différence dans le
nombre de tumeurs entre les groupes, mais le volume des tumeurs avait tendance
(non significatif) a augmenter chez les souris co-infectées par rapport aux souris
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Parallelement aux questionnements sur le CCR, notre succes d’infection de la
souris par E. bieneusi nous semble étre une réelle avancée pour la communauté des
chercheurs travaillant sur les microsporidies. Espece largement prédominante chez
’Homme, ’absence de modéles de culture in vitro et in vivo complexifie et limite
grandement son étude. On peut citer de facon non exhaustive les écueils suivants :
un génome non séquencé en totalité et potentiellement contaminé par des
séquences bactériennes (Akiyoshi et al., 2009), des données de physiopathologie
manquantes (dose infectieuse ?, ...), une impossibilité a tester la sensibilité a de
nouveaux traitements, etc.

Ainsi, mon projet a moyen terme est la caractérisation du modele souris (wild-

type) d’infection par E. bieneusi.
Plusieurs parametres liés a la physiopathologie de l'infection seront étudiés
(cinétique d’infection, dose infectieuse, sites de multiplication du microorganisme,
cellules recrutées lors de U'infection, ...), tout en prenant en compte le réle du
génotype (parmi ceux infectant les souris). Certains de ces travaux nécessiteront la
mise en place de collaborations. A titre d’exemple, I’étude de la symptomatologie
sera [’occasion d’évaluer la sensibilité viscérale par distention colorectale ainsi que
le retentissement sur le comportement des animaux (ex : un animal douloureux aura
tendance a adopter un comportement anxio-dépressif). Cette partie du projet sera
réalisée en collaboration avec le Dr. Carvalho de |’équipe Neurodol, qui maitrise ces
outils et avec qui nous avons déja collaboré sur le modéle Blastocystis (Defaye et
al., 2020). Afin de disposer d’illustrations, nous réaliserons des observations en
microscopie électronique. Je travaillerai également sur l’identification des protéines
recrutées au site de lUinfection lors de ma mobilité, a l’aide de ’imagerie par
spectrométrie de masse MALDI-TOF. Cet outil novateur permet de réaliser une
cartographie de la distribution des protéines et des lipides au sein d’une coupe fine
de tissu, sans a priori et sans aucun marquage moléculaire. Il s’agit d’une approche
totalement innovante pour la description d’un modéle animal infectieux.

A plus long terme, la maitrise du modele in vivo pourrait ouvrir la voie a la
mise au point d’une culture in vitro d’E. bieneusi, qui est un autre point
particulierement limitant dans I’étude de cette espéce, soit en testant de multiples

types cellulaires et isolats d’E. bieneusi, soit par culture primaire. Ce modeéle in vitro



permettra alors de poursuivre nos travaux sur le role des microsporidies dans les

processus de carcinogenéese colorectale.

iii. Travaux dans la cellule

En effet, afin de décrypter les mécanismes cellulaires impliqués, nous
travaillons également sur des modeles in vitro. Jusqu’a présent nous disposons des
cultures d’E. intestinalis (modeéle que nous avons le plus utilisé dans nos expériences
préliminaires), E. hellem et E. cuniculi sur les lignées cellulaires HT29 et HCT116 qui
sont deux lignées issues d’adénocarcinome colorectal humain. S’agissant de lignées
immortalisées, elles possedent chacune un profil mutationnel différent, notamment
sur les genes p53, BRAF et KRAS (Ahmed et al., 2013; Berg et al., 2017). Afin
d’étudier les phénomenes de perturbations de la régulation des génes (transcriptome
et épigénome), de lapoptose et du cycle cellulaire, je souhaite valider nos
observations sur les deux lignées pour que les résultats ne soient pas biaisés par les

caractéristiques des cellules.

Lors du Master 2 de Leslie Vercruysse, nous avons montré, in vitro, que sous
’effet de la présence d’E. intestinalis, le processus de réparation de [’ADN
endommagé par les CoPEC était diminué (Figure 14). Puis lors des premiers mois de
sa thése de sciences, nous avons observé que E. intestinalis favorisait la survie
cellulaire dans des conditions pro-apoptotiques (Figure 15A), contraitement aux
CoPEC qui entrainaient ’apoptose dans ces mémes conditions (Figure 15B). D’autre
part, nous avons observé par cytométrie en flux une accumulation en phase G2/M
des cellules infectées par les microsporidies. L’ensemble de ces résultats nous
menent a émettre U’hypothése que les microsporidies pourraient favoriser
l’accumulation de cellules présentant des altérations génétiques, et donc in fine étre

un facteur participant a la carcinogenese.

Les prochains travaux viseront donc a répondre aux questions suivantes :

(i) Comment l'infection par les microsporidies altére-t-elle la réparation
des cassures double brin de I'ADN induites par la colibactine ?

Cing familles d'histones - H1, H2A, H2B, H3 et H4 - organisent et conditionnent
UADN eucaryote pour former un complexe [acide nucléique - protéine] appelé

chromatine. Les histones sont des protéines hautement spécialisées formant des
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Figure 15. Impact d’un inducteur d’apoptose, la staurosporine, sur les cellules
infectées par Encephalitozoon intestinalis (A) ou les CoPEC (B).

(A) Différentes études ont mis en évidence un effet pro-survie des microsporidies sur
les cellules infectées. Malheureusement, aucune de ces études n’a été réalisée sur
des lignées cellulaires dérivées d’un carcinome colorectal humain et infectées par
E. intestinalis. Dans des expériences préliminaires, nous avons étudié la viabilité
(test XTT) des cellules HT29 exposées a la staurosporine (un inducteur de l'apoptose,
Staur.) dans des conditions infectées et non infectées par E. intestinalis (Ei) apres
trois jours d'infection. Nos résultats montrent que E. intestinalis a significativement
augmenté la viabilité des cellules HT29 apreés une exposition a la staurosporine (0,5
UM, 4 heures, *p< 0,01).

(B) Aprés infection par les CoPEC, et donc action de la colibactine, nous n'avons
observé aucune augmentation significative du nombre de cellules TUNEL-positives
(marqueur d’apoptose), contrairement au traitement a la staurosporine (Staur.). Il
est intéressant de noter que le nombre de cellules TUNEL-positives était
significativement plus élevé (*p< 0,05) lorsque les cellules traitées a la
straurosporine avaient été préalablement infectées par des CoPEC comparativement
a des cellules non infectées traitées a la staurosporine. Cela laisse supposer que les
cellules sont dans un état stable (« pré-apoptotique ») ou elles peuvent entrer en
apoptose si les dommages a [’ADN sont trop importants.



complexes macromoléculaires avec UADN appelés nucléosomes. Les variants
d’histones sont trés nombreux dans la famille H2A, parmi lesquels H2A1, H2A2, H2AX
et H2AZ ont été décrits. L'effet génotoxique des CoPEC, responsable des cassures
double brin de UADN, peut étre visualisé par phosphorylation de lhistone H2AX
(identifiée YH2AX lorsqu'elle est phosphorylée). Cette phosphorylation, qui est l’une
des premiéres réponses cellulaires aux dommages de I’ADN, est un signal clé pour la
réparation de U'ADN et le recrutement des effecteurs de réparation (Figure 16)
(Merighi et al., 2021). Comme indiqué précédemment, nos résultats préliminaires
ont montré sur le modele HT29 que la phosphorylation de H2AX suite a une exposition
a la colibactine était significativement diminuée dans les cellules infectées par
E. intestinalis (Figure 14). Nous émettons l'hypothése que E. intestinalis pourrait
interférer avec la voie de phosphorylation de H2AX et ainsi conduire a un défaut de
réparation de ’ADN. Ainsi, apres avoir reproduit nos résultats sur une deuxiéme
lignée cellulaire (HCT116), et afin de décrypter les mécanismes responsables du
défaut de phosphorylation de H2AX, nous étudierons l'activation de la protéine kinase
ATM (ataxia telangiectasia mutated) par la mise en évidence qualitative et
quantitative de ses formes phosphorylées par Western-blot, puis, selon les résultats

obtenus, nous étudierons ses effecteurs.

(ii)) Par quels mécanismes les microsporidies perturbent-elles le cycle
cellulaire et cela conduit-il a une prolifération cellulaire ?

Afin d’aller plus loin dans les mécanismes impliqués dans U'interférence des
microsporidies avec le cycle cellulaire, des analyses de transcriptomique seront
réalisées pour étudier les variations d’expression des régulateurs du cycle (cyclines
et kinases cyclines-dépendantes Cdk) (Figure 17). Selon les résultats obtenus, les
cyclines et Cdk perturbées seront plus particulierement étudiées par Western blot
(analyse semi-quantitative et phosphorylations). De plus, une attention particuliere
sera portée a U’expression de p53 (facteur de transcription, géne suppresseur de
tumeur, surnommé <« gardien du génome » du fait de son role central dans de
multiples fonctions cellulaires majeures comme la régulation du cycle cellulaire,
lautophagie ou l'apoptose) et p21, ainsi qu’a leur translocation nucléaire, étape

indispensable a leurs activations.
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Figure 16. Dommages a I’ADN et voies de réparation (d’aprés Merighi et al. 2021).

Les cassures double brin de U'ADN induisent le recrutement local du complexe MRN
(protéines MRe11, Rad50 et Nbs1), qui recrute ensuite la kinase ATM (ataxia
telangiectasia mutated) qui est présente dans la cellule a |’état basal sous forme de
dimere inactif. Une fois recruté, ATM s'auto-phosphoryle, conduisant a une
dédimérisation et a une activation. Elle phosphoryle ensuite H2AX, qui recrute
plusieurs protéines sur le site de 'ADN endommagé qui sont ensuite phosphorylées
par ATM, notamment MDC1 (mediator of DNA damage checkpoint protein 1) et 53BP1
(p53 binding protein 1). Les signaux initiés par YH2AX et les autres complexes sont
transmis, entre autres, au suppresseur de tumeur p53 et a la famille de phosphatases
Cdc25. La protéine p53 pourra activer la protéine pro-apoptotique PUMA (p53
upregulated modulator of apoptosis) et la protéine régulatrice de I’apoptose Bax
(Bcl-2-associated X protein). Sur le site des dommages de UADN, les protéines BRCA1
et BRCA2 (breast cancer 1 et 2) s’accumulent également. La premiére active le point
de controle G2/M qui régule la progression du cycle cellulaire de la phase G2 a la
phase M, conduisant finalement a 'apoptose lorsque les dommages ne peuvent pas
étre réparés.
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Figure 17. Le cycle cellulaire et ses régulations.
Les régulations présentées ici ne sont pas exhaustives et visent a mettre en avant celles impliquées dans les étapes que nous ciblons.

Chez les eucaryotes, le cycle cellulaire comprend quatre phases : G1, S, G2 et M, et aboutit a l'obtention de deux cellules filles
identiques lors de la mitose. Apres la mitose, les cellules peuvent soit retourner en G1, soit entrer en GO (stade quiescent de non
division). Les processus de régulation du cycle cellulaire et de ses points de surveillance sont souvent perturbés dans les cancers.

Pour assurer, d’une part, la succession des quatre phases du cycle (régulation du cycle), et d’autre part, ’obtention de deux
cellules filles rigoureusement identiques (surveillance de I’ADN), la cellule dispose de systéemes de régulation. Dans le premier cas,
ce sont essentiellement des kinases cycline-dépendantes (Cdk), qui interviennent. Dans le second cas, différentes molécules
interviennent pour inhiber les Cdk et arréter le cycle si ’étape précédente n’est pas terminée ou si une « réparation » est
nécessaire.

La régulation du cycle fait intervenir un complexe formé de deux protéines : (i) une sous-unité catalytique : une Cdk, protéine
kinase, qui va phosphoryler des protéines cibles a l’origine de modifications de leurs propriétés ; elle n’est active qu’en présence
d’une cycline ; (ii) une sous-unité régulatrice appartenant a la famille des cyclines. En plus de leur activation par association avec
les cyclines, les Cdk peuvent étre activées par diverses protéines : des phosphatases (Cdc 25) et des kinases (Cycline H / Cdk et
Polo K). Les Cdk peuvent étre inhibées par des protéines inhibitrices (p16 et p21) et des kinases (Wee 1).

Les mécanismes de surveillance de I’ADN font intervenir des kinases qui se lient a UADN : ATM (ataxia telangiectasia mutated),
ATR (ataxia telangiectasia related), ainsi que les protéines sérine-thréonine kinases Chk1 et Chk2 (check-point protein kinase).
Par exemple, en cas de blocage de la transition G2/M, il s’agit pour la cellule de faire en sorte que la mitose ne soit pas déclenchée
tant que la réplication n’est pas totalement achevée ou tant que les lésions détectées dans I’ADN qui s’est répliqué ne sont pas
réparées. Pour cela, les molécules qui interviennent vont bloquer le processus d'activation de la Cdk1, par (i) la phosphorylation
de Cdc25C qui entraine sa séquestration dans le cytoplasme, loin de son substrat nucléaire Cdk1 ; et (ii) 'intervention de p53,
facteur de transcription de p21 et d’enzymes de réparation de l’ADN, qui est phosphorylé par Chk2 et stimule le gene p21.



Comme pour le modele animal, nous ciblerons également, par
immunohistochimie et Western Blot, Ki-67 et PCNA dans nos différentes conditions

expérimentales.

(iii) Est-ce que l’infection par les microsporidies protége la cellule de

’apoptose ?

Plutot que de favoriser la prolifération, les microsporidies pourraient aussi
interférer avec |’apoptose, ce qui aboutirait également a une accumulation anormale
de cellules. En effet, il a été précédemment montré sur cellules Vero (cellules
épithéliales de rein de singe) que les Encephalitozoon induisent une diminution de
la susceptibilité a lapoptose des cellules infectées lorsqu'elles celles-ci sont
exposées a un inducteur d'apoptose, telle que la staurosporine (del Aguila et al.,
2006), résultats que nous avons également obtenus sur cellules humaines coliques
HT29 (Figure 15A). D’autre part, nous avons observé que ’apoptose était favorisée
dans des cellules pré-exposées a la colibactine seule (Figure 15B). La colibactine
induit donc un état pré-apoptotique. Au regard de nos résultats préliminaires, et des
données de la littérature, il serait intéressant d'étudier si l'infection a E. intestinalis
peut étre responsable d'une diminution de la susceptibilité a 'apoptose des cellules
pré-exposées aux CoPEC. Si tel était le cas, cela signifierait que les microsporidies,
ou tout du moins E. intestinalis, sont un facteur favorisant la survie des cellules

génétiquement modifiées.

Pour cela, des marquages TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP Nick End Labeling) et a U'Annexine V seront réalisés dans nos différentes
modalités, permettant d’identifier et dénombrer les cellules en phase tardive et
précoce d’apoptose, respectivement. Des analyses de transcriptomique seront
utilisées pour évaluer lexpression de genes impliqués dans les mécanismes
apoptotiques (p53, famille Bcl2, Survivin,... ). En cas de modifications d'expression

de génes d'intérét, elles seront confirmées par RT-qPCR.

Le gene suppresseur de tumeur p53 code pour un facteur de transcription
subissant de nombreuses modifications post-traductionnelles et impliqué dans le
controle du cycle cellulaire et de l'apoptose. Les modifications de p53 les plus
décrites se localisent sur les sérines et la thréonine du domaine de transactivation.

Nous rechercherons ces différentes phosphorylations (au niveau de Ser6, Ser9,



Ser155, Ser20, Ser46, Thr81, Ser392) par Western-blot. Nous compléterons nos
données par des immunofluorescences pour valider la translocation de p53 au niveau

du noyau, phénoméne nécessaire a son activité.

(iv) Est-ce que le piratage de la machinerie cellulaire de la cellule hote

des microsporidies passe par des modifications épigénétiques ?

L'épigénétique est I’étude des changements de l'expression des genes sans
modification de la séquence d'’ADN mais qui sont héréditaires et réversibles. Les
mécanismes épigénétiques impliquent principalement la méthylation de UADN, les
modifications des histones et les ARN non codants. Les agents pathogénes détournent
'épigénome des cellules hotes générant ainsi un environnement adapté pour leur
survie et leur réplication (Vega-Benedetti et al., 2022). Notamment, la méthylation
de UADN est modulée par les pathogenes au cours de leurs interactions avec les
cellules hotes. L’altération des motifs de méthylation de I’ADN est également un
phénomeéne observé précocément dans la carcinogenese. Les cellules cancéreuses
sont ainsi caractérisées par un déficit global de méthylation d’une part, et des foyers
d’hyperméthylation aberrante localisés dans les promoteurs des genes suppresseurs
de tumeurs, d’autre part (Herman and Baylin, 2003). La modification de la
chromatine la plus étudiée est l’ajout d’un groupement méthyle sur le carbone 5 de
la cytosine, principalement sur les dinucléotides CpG, pour produire de la 5-
méthylcytosine (ou 5-mC). Cette modification, lorsqu’elle est située sur les
promoteurs des génes, participe a leur répression transcriptionnelle. Dans certaines
situations, un phénomene de déméthylation permet de réactiver les genes. Ainsi,
nous étudierons ’épigénome sur nos modeles d’infection in vitro en nous

concentrant plus particulierement sur le processus de méthylation.

Les enzymes impliquées dans les phénomenes de méthylation / déméthylation
sont présentées dans la Figure 18 (Bernard, 2015; Rasmussen and Helin, 2016). Une
analyse transcriptomique permettra d'avoir une vision globale des modifications
d'expression de ces genes. Nous réaliserons en paralléle sur les mémes échantillons
des expériences de slot blot afin de quantifier les différentes marques de
méthylation (5mC, 5hmC et 5CaC) en utilisant des anticorps spécifiques de chacune.
Les niveaux de méthylation des promoteurs des genes montrés comme dérégulés en

contexte infectieux et impliqués dans le cycle cellulaire seront étudiés de facon plus
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Figure 18. Cycle de méthylation / déméthylation des cytosines (Rasmussen et
Helin, 2016).

Les méthyltransférases d'’ADN (DNMT) catalysent le transfert d’un groupement
méthyle d’un cofacteur universel, le S-adénosyl-L-méthionine (SAM), au substrat, la
cytosine. Les enzymes de la famille ten eleven translocation (TET) sont des
dioxygénases dépendantes de I’a-cétoglutarate (a-CG) qui catalysent l’oxydation de
5-méthylcytosine (5mC) en 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC), puis 5-formylcytosine
(5fC) et 5-carboxylcytosine (5caC). Alternativement, les formes 5fC et 5caC peuvent
étre dégradées selon un processus en deux étapes impliquant l’action de la thymine
DNA glycosylase (TDG) qui supprime les bases oxydées, couplée au systéeme de
réparation par excision de base (BER) qui prend en charge le site abasique formé.

Les génes TET, en particulier TET2, sont fréquemment mutés dans différents
cancers.



précise par des approches de séquencage au bisulfite (BiSeq). Cette technique utilise
un traitement au bisulfite de sodium qui induit une conversion des cytosines en
uraciles (désamination), alors que les cytosines méthylées, insensibles au bisulfite,
ne sont pas converties. Ainsi en comparant les séquencages avant et apres traitement
de UADN, on peut facilement identifier les sites méthylés. Ces travaux sur
|’épigénome seront réalisés en collaboration avec des collegues du site clermontois,
le Dr. Hicham El Alaoui (équipe Interactions Hotes-Parasites IHP, LMGE) et le Dr.

Ayhan Kocer (équipe Récepteurs nucléaires et Pathophysiologie NuReP, iGRED).

Pour la réalisation de U’ensemble de ces travaux sur le lien entre
microsporidies et CCR, j’envisage pour les prochaines années l’encadrement d’un

étudiant en Master 2 et d’un étudiant en these d’université.

3. Traitement des microsporidioses

Il n’existe actuellement aucune recommandation sur la prise en charge
thérapeutique des microsporidioses, qu’elles soient intestinales ou extra-
intestinales. Les microsporidioses intestinales étant spontanément résolutives chez
’immunocompétent, aucun traitement, autre que symptomatique, n’est indiqué.
Chez le patient immunodéprimé, en pratique, "immunosuppression sera corrigée
autant que possible. A cela peut s’ajouter la prescription d’un traitement anti-
microsporidien, a fortiori chez le patient pour lequel le traitement
immunosuppresseur ne peut pas étre modifié, le patient fragile ou avec une atteinte
sévere. Parmi les molécules anti-microsporidiennes, l’albendazole, inhibiteur de la
polymérisation de la tubuline, est utilisé contre les especes du genre
Encephalitozoon, mais n’a pas d’effet sur E. bieneusi. La fumagilline, une
mycotoxine produite par le champignon Aspergillus fumigatus et inhibant la
méthionine amino-peptidase de type 2 (MetAP2), est la molécule de référence pour
le traitement des infections a E. bieneusi (Molina et al., 2002). Cependant cette
molécule induit une hématotoxicité qui, bien que réversible, peut mettre en jeu le

pronostic vital. A son arrét de production et de commercialisation en 2019 par Sanofi,



la plateforme pharmaceutique hospitalo-universitaire Fripharm (Fabrication,
recherche et innovation pharmaceutique, Pr. Fabrice Pirot) des Hospices Civils de
Lyon a pu exploiter les derniers stocks de matiére premiere et a mis au point une
nouvelle formulation permettant de dispenser, avec parcimonie, quelques doses. A
ce jour, aucune solution pérenne n’a été trouvée une fois ce stock écoulé d’ici
probablement environ trois ans. Parallelement, le nitazoxanide, anti-parasitaire
reconnu a large spectre, a vu l'ajout, parmi ses critéres d’octroi en accés
compassionnel, de l'indication du traitement des microsporidioses a E. bieneusi,
suite aux succes rapportés dans quatre cas cliniques (Bicart-Sée et al., 2000; Pomares
et al., 2012; Saffo and Mirza, 2019; Zhou et al., 2022), malgré l’absence de preuve
réelle de son efficacité. Du fait de la centralisation des informations sur les cas pris
en charge en France, nous avions alors le sentiment d’étre sollicités de plus en plus

fréquemment pour des microsporidioses réfractaires au traitement.

i.  Etudes cliniques

Afin d’objectiver la pertinence de [’utilisation du nitazoxanide et le sentiment
naissant de sa moindre efficacité, j’ai mené en tant que co-investigatrice principale,
en collaboration avec le Pr. Cyril Garrouste, néphrologue au CHU de Clermont-
Ferrand, une étude rétrospective multicentrique (étude NITAZOSPORE) sur la prise
en charge des microsporidioses a E. bieneusi chez le greffé d’organe solide en France
entre 2018 et 2021. Ce travail, actuellement soumis dans Clinical Microbiology and
Infection (Garrouste et al., 2024) regroupant 154 patients issus de 26 CHU, montre
que le seul fait de jouer sur ’immunosuppression est au moins aussi efficace qu’un
traitement par nitazoxanide pour obtenir une rémission clinique, cependant (i) des
rechutes surviennent dans 7,0 % des cas (et jusqu’a 14,3 % avec le nitazoxanide) et
(ii) cette stratégie a conduit a six rejets aigus d’organe. La fumagilline est apparue
tres efficace pour obtenir une rémission clinique et n’est associée a aucun cas de
rechute. En conclusion de cette étude inédite, nous appelons a la reprise de
production de la fumagilline qui reste, encore aujourd’hui, la seule option pertinente

pour les patients pour lesquels une baisse de ’immunosuppression n’est pas possible.

Parallélement, j’ai encadré en 2022 un interne pour son mémoire de DES, le
Dr. Issam Ben Rhouma, sur la caractérisation des isolats associés aux rechutes a

E. bieneusi, afin de déterminer s’il s’agit réellement de rechutes ou bien d’une



nouvelle contamination. Pour cela, nous avons appliqué la MLST développée au sein
du CNR aux isolats issus du diagnostic initial et ceux issus d’un second épisode
diagnostiqué au moins 6 mois plus tard et déclarés au CNR. Nous avons montré que
dans la grande majorité des cas (82 %), il s’agit bien de la méme souche (Figure 19).
Ce travail réalisé initialement sur 22 patients est aujourd’hui plus étoffé (39
patients) et fera U'objet d’une publication prochainement. Une des pistes
physiopathologiques évoquées serait la persistance d’E. bieneusi dans le tissu
biliaire, qui pourrait ainsi « re-essaimé » au décours d’un affaiblissement du systeme
immunitaire (Mansfield et al., 1998; Pol et al., 1992). On peut ainsi supposer que la
fumagilline serait capable de détruire les microsporidies au sein de ce sanctuaire,
contrairement aux autres stratégies thérapeutiques. Il s’agit d’hypothéses que je

souhaite explorer a [’aide de notre modele animal.

L’analyse des résultats de l’étude NITAZOSPORE a également montré une
hétérogénéité importante des pratiques de suivi d’efficacité sous traitement.
J’envisage la réalisation d’un protocole hospitalier de recherche clinique (PHRC) afin
d’étudier la pertinence d’un suivi par gPCR des selles de patients sous traitement.
Ce travail permettrait également de revalider les durées de traitement, dans l’idée
de les raccourcir, compte tenu de l'utilisation de molécules souvent toxiques et
pouvant induire des interactions avec les autres médicaments des patients

immunodéprimés.

ii. Recherche de nouveaux traitements

Ces travaux épidémio-cliniques mettent en exergue le besoin d’identifier de
nouvelles molécules efficaces. Trés peu de travaux récents portent sur la recherche

de molécules actives contre les microsporidies infectant I’lHomme (Atas et al., 2024).

J’ai initié des travaux in vitro de screening de larges panels de molécules
(Pathogen Box puis Pandemic Response Box fournies par la fondation Medicines for
Malaria Venture MMV qui met a disposition des chercheurs 400 molécules pour faire

progresser les connaissances sur les maladies négligées https://www.mmv.org/) sur

les trois espéces du genre Encephalitozoon. J’ai identifié en particulier une molécule

efficace sur E. intestinalis et E. hellem (Figure 20).
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Figure 19. Classification ascendante hiérarchique des séquences concaténées de
microsatellites (MS1, MS3, MS7) des isolats de patients infectés par E. bieneusi
génotype C, adressés au CNR.

Les isolats issus d’un méme patient sont indiqués par une méme couleur. Parmi les
cing patients pour lesquels une rechute est suspectée, quatre sont effectivement
infectés par le méme isolat lors des différents épisodes. Seul un patient (en vert,
souligné) a été infecté par deux isolats génétiquement distants, évoquant une
nouvelle contamination.
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Figure 20. Molécule efficace contre Encephalitozoon cuniculi et E. hellem d’aprés
nos tests in vitro.

Cette molécule est nommée MMV023953. Les données fournies par la fondation MMV
indiquent une activité anti-paludéenne pour cette molécule, mais le mécanisme
d’action n’est pas connu.

Nous avons obtenu in vitro sur cellules MRC-5 (fibroblastes embryonnaires humains)
une concentration inhibitrice médiane (CI50) de 0,43 uM pour E. cuniculi et de 0,52
UM pour E. hellem, aprés 96 heures.



Le screening in vitro de molécules sera donc poursuivi sur de nouveaux isolats
infectant I’Homme, qu’il s’agisse d’Encephalitozoon (nous essayons en effet
d’axéniser au fur et a mesure les Encephalitzoon qui nous sont adressés dans le cadre
du CNR), mais également d’A. algerae. Pour ce travail, nous avons obtenu le
financement d’un personnel technique pendant un an renouvelable un an par la DRCI
du CHU de Clermont-Ferrand (financement COMOR, Commission d’attribution des

moyens de recherche).

Bien que les approches in vitro soient informatives, I’impasse thérapeutique
concerne essentiellement E. bieneusi, non cultivable. Comme développé dans le
chapitre précédent, la mise au point de notre modele souris pour cette espece est
un outil précieux pour la recherche de traitements efficaces. Aucune des tentatives
de modele développées précédemment, notamment celles chez les primates non
humains qui étaient les plus abouties (Green et al., 2004; Tzipori et al., 1997), n’ont

été utilisées pour rechercher de nouvelles molécules.

Nous testerons donc chez l’animal les molécules ayant montré la meilleure efficacité
in vitro sur toutes les especes testées. Des collaborations avec des chimistes et des
pharmaciens du site clermontois pourront parallelement étre envisagées afin d’aller

plus loin sur les molécules sélectionnées.



IV. Conclusion

Pathogene humain connu depuis plusieurs décennies, sur le devant de la scene
(tout comme de nombreux opportunistes) dans les années 80, les microsporidies ont
finalement été « oubliées ». Aujourd’hui, sur la base de nos premiers travaux, nous
entrevoyons un champ des possibles particulierement étendu. Les années
précédentes ont permis d’initier la thématique en se positionnant en tant qu’experts
avec ’activité de CNR et en ajoutant une « teinte » eucaryote aux préoccupations
de notre équipe de recherche. Mon objectif pour les années a venir est de poursuivre
sur cette dynamique forte, tout en restant centrée sur les problématiques majeures

liées au soin du fait de mon statut hospitalo-universitaire (Figure 21).

Nos travaux épidémiologiques montrent qu’il reste encore de nombreuses
données a (re)découvrir concernant les microsporidies. Leur impact chez les
immunocompétents, et donc, le risque épidémique associé, est un point majeur a
investiguer et a surveiller. De nombreux challenges sont aussi a relever concernant
le traitement. Les questionnements que nous avons en France sont probablement les
mémes a linternational, il sera important dans les prochaines années de partager
notre expérience inédite avec d’autres pays et de s’intéresser a leurs pratiques et
protocoles par le biais de collaborations. Enfin, bien que disparates dans leurs
protocoles et leurs modeles d’étude, les données expérimentales disponibles dans la
littérature sont en faveur d’un impact non nul des microsporidies sur les mécanismes
intrinseques des cellules qu’elles infectent. Ce constat, associé aux données
épidémiologiques, nous stimule a « suivre la piste » d’un role de ces pathogenes dans

la carcinogeneése.
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Figure 21. Schéma de synthése de mes questionnements et projets de recherche sur la thématique « Microsporidies et santé
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