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Pesticides remain extensively used in agricultural practices despite the development of alternative
methods and evidences that professional exposure is associated with different types of diseases. The
worldwide and intensive use of pesticides involves dissemination in rivers, spring water and soils but
also in food as residues. Human exposure is therefore a major health issue. European Food Safety
Agency established for each pesticide an Acceptable Daily Intake (ADI), which is a theoretical safety
threshold for human health. Nevertheless, ADI does not consider potential cumulative effects of
pesticide cocktails.

Our laboratory is involved in a multicenter study that aims at evaluating the effects of a cocktail of 7
pesticides (chorpyriphos, dimethoate, iprodione, imazalil, diazinon, maneb, mancozeb) at low doses
using different cell models including hepatic cells. These compounds are found frequently in human
food. We have unveiled an important cytotoxicity of the cocktail towards hepatocytes-like HepaRG
cells and human hepatocytes in primary culture following a single exposure at low concentrations
extrapolated from the ADI. Interestingly, this toxic effect was not found for other hepatic cell lines such
as cholangiocyte-like HepaRG cells or non-hepatic cells. This acute exposure triggers ROS
overproduction, which leads to cell death by intrinsic apoptosis involving caspases 3 and 9. Moreover,
we have demonstrated that the cocktail toxicity is carried by maneb and mancozeb, which both contain
a manganese ion. Our investigations also revealed that toxicity is found only in cells metabolizing the
2 pesticides producing nontoxic metabolites and the release of manganese ion, which triggers ROS
overproduction and apoptosis. Our results also showed that very low pesticide concentrations (ADI/5
to ADI/25) induce cytotoxicity upon chronic exposure of at least 14 days representing 8 repeated
treatments of the cells.

In a second part of this work, we demonstrated that the pesticide mixture as well as maneb and
mancozeb alone aggravated steatosis induced by oleic and stearic fatty acids in HepaRG cells
maintained in culture conditions that slightly reduced the levels of hepatocyte differentiation and the
toxicity of the pesticides. Importantly, we found that low dose of pesticides (SADI/10) in absence of
toxicity, strongly reduced the expression of both CYP2E1 and CYP3A4 at the mRNA levels and the
corresponding catalytic activities, while the expression of other markers of liver specific functions such
as albumin was not affected upon exposure to the mixture. These data suggest that pesticides and/or
metabolites, at very low doses (<ADI), alter the catabolism of xenobiotics in hepatocytes through the
down-regulation of phase | enzymes.
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Représentant plus de 25000 ha, la nuciculture francaise se positionne en deuxieme place derriére les
vergers de pommiers en termes de surfaces cultivées. Depuis 2013, des dépérissements de branches,
des nécroses de fruits et des brilures sont apparus comme étant de nouveaux symptomes majeurs
dans les noyeraies francaises. Ces symptomes, largement répandus dans des pays a climat
méditerranéen comme les Etats-Unis (Californie) ou encore I'Espagne, sont en général associés a des
espéces de la famille des Botryosphaeriaceae et du genre Diaporthe'?. Ces agents fongiques
présentent la capacité d’infecter les fruits puis d’atteindre les branches par le biais du pédoncule,
pouvant alors aller jusqu’a provoquer la mort de I'hétel. Malgré I'émergence des symptémes de
dépérissement en France depuis 2013, peu d’études ont porté sur l'identification des champignons
responsables de cette maladie en France.

Dans ce contexte, notre étude vise a évaluer la diversité fongique retrouvée sur des noyers présentant
des symptomes de dépérissement par méthode culture-dépendante et - indépendante. Pour ce faire,
des fruits et des rameaux symptomatiques et asymptomatiques ont été prélevés en septembre 2020
et mai 2021 respectivement dans 12 vergers de noix des bassins de production nucicoles francais du
Sud-Ouest et du Sud-Est.

L'approche culturale a permis d’identifier jusqu’a 6 genres fongiques phytopathogenes incluant les
genres Diaporthe, Neofusicoccum, Botryosphaeria, mais aussi Alternaria, Colletotrichum et Fusarium.
L’analyse de la diversité fongique a permis de mettre en avant la prédominance du genre Diaporthe et
de la famille des Botryosphaeriaceae, associés respectivement a 58,3 % et 63,3 % des fruits
symptomatiques et 76,4 % et 39,6 % des rameaux symptomatiques dans les deux bassins de
production. Par ailleurs, ces agents fongiques ont aussi été isolés en moindre quantité dans des
échantillons asymptomatiques, confirmant leur caractéristique de pathogéne latent®. Ces résultats
seront comparés avec la liste des genres obtenus via I'approche culture-indépendante. Pour cela, une
analyse par métabarcoding a été réalisée aprés avoir testé des couples d’amorces permettant de
différencier les genres et/ou espéces d’intérét*,
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La biocolonisation est un phénomeéne naturel, généralement décrit comme une succession
d’étapes mettant en jeu des propriétés biologiques, physiques et chimiques relatives au milieu, a la
surface immergée et aux organismes vivants . Ces propriétés font de ce phénoméne un équilibre «
dynamique » dont la compréhension du processus permet de proposer des stratégies de lutte
efficaces. Les surfaces ou matrices inhibant la biocolonisation sont requises dans différents domaines
(santé, traitement des eaux, transport maritimes...). Plusieurs approches sont actuellement
envisagées, comme ['utilisation de peinture antisalissure a base de biocides? (dérivés de cuivre par
exemple) ou encore des revétements superhydrophobes. Actuellement ces deux procédés s’averent
étre les plus efficaces, cependant ils ne sont pas entierement satisfaisants. Dans un contexte
d’évolution de la législation, le défi est de développer des composés bio-inspirés et non-toxiques pour
les organismes marins.

Les molécules amphiphiles dont la structure se rapproche des phospholipides, des glycolipides
et des lipo-amino acides sont des candidats qui semblent posséder des propriétés intéressantes.
Certains composés ampbhiphiles ioniques ont montré une activité antimicrobienne®, des composés
zwitterioniques réduisent I'adsorption non spécifique des protéines®. On s’intéresse a la synthése de
composés amphiphiles tels que les phospholipides et a I'étude de leurs propriétés anti-fouling. Un
ensemble de bactéries marines associées a la formation du biofilm ou présentant des propriétés de
pathogénicités a été sélectionné, et I'effet sur la croissance et la formation du biofilm a été étudié.
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La maladie veineuse thromboembolique (MVTE) touche 117 personnes pour 100 000 chaque année et
est une cause importante de morbidité et de mortalitél. La MVTE peut entrainer 1) la mort par embolie
pulmonaire, 2) le syndrome post-thrombotique ou 3) une hypertension pulmonaire chronique
entrainant une insuffisance respiratoire chronique importante. L'inflammation est intimement
impliquée dans les mécanismes de la maladie veineuse thromboembolique. Dans des conditions
pathologiques, I'adénosine triphosphate (ATP) est libérée dans le compartiment extracellulaire et est
reconnue comme un signal de danger. Des données récentes ont indiqué que le systeme CD39/CD73
impliqué dans le métabolisme de I'ATP en AMP pourrait protéger contre la thrombose en régulant
négativement la voie pro-inflammatoire de I'inflammasome?. L'ATP peut également interagir avec le
récepteur P2X7 impliqué dans l'inflammation provoquant un large éventail de réponses®. Nous avons
émis I'hypothese que le récepteur P2X7 exprimé dans les cellules endothéliales contribue a la maladie
veineuse thromboembolique.

Des cellules endothéliales de type HUVEC ont été incubées avec du BzATP, de la thrombine ou les deux.
Dans certaines expériences, les HUVEC ont été en plus pré-activées avec du TNFa. Nous avons réalisé
des analyses d'immunofluorescence, de western blot et de PCR quantitative en temps réel pour
évaluer l'expression de P2X7 par les cellules endothéliales, I'activation de p38 et de NFkB et
I'expression de genes pro-inflammatoires et pro-coagulants.

Nous avons confirmé que les cellules endothéliales exprimaient le P2X7 in vitro dans les HUVEC et in
vivo apreés induction d'une thrombose veineuse par ligature de la veine cave inférieure. Le traitement
des cellules endothéliales avec du BzATP et de la thrombine induit I'activation des voies de signalisation
p38 et NFkB. Ceci a été associé a une expression accrue de I'lL-1B et du facteur tissulaire et a une
régulation négative de I'expression de la thrombomoduline.

Nos données suggerent que I'ATP libéré dans I'espace extracellulaire a la suite d'une Iésion ou d'une
activation cellulaire induit l'inflammasome dans I'endothélium via I'activation du P2X7. Le récepteur
P2X7 pourrait avoir un réle pro-thrombotique exacerbant la maladie veineuse thromboembolique.
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