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Résumé 

La muqueuse des patients atteints de cancer colorectal (CCR) est anormalement colonisée par 

des souches d’Escherichia coli porteuses de l’îlot pathogène pks (E. coli/pks+), responsable de la 

synthèse de la génotoxine colibactine. Les E. coli/pks+ induisent des cassures double brin de l’ADN, 

l’accumulation d’aberrations chromosomiques ainsi que la sénescence, et favorise le développement 

tumoral dans des modèles murins de CCR. L’autophagie est un processus des cellules eucaryotes qui 

permet la dégradation d’éléments cytoplasmiques par les lysosomes et est activé pour permettre 

l’adaptation des cellules en réponse à un stress. Un dysfonctionnement de l’autophagie est associé à 

plusieurs pathologies humaines, notamment les cancers. 

L’objectif de ce travail de thèse était d’étudier le rôle de l’autophagie dans la défense de l’hôte 

suite à l’infection par les E. coli/pks+. Nous avons montré une augmentation de l’expression des gènes 

de l’autophagie dans la muqueuse colique des patients atteints de CCR colonisée par des E. coli/pks+ 

comparativement à celle colonisée par des E. coli ne portant pas l’îlot pks. L’infection des cellules 

épithéliales intestinales humaines HCT-116 par des souches d’E. coli isolées de patients atteints de 

CCR entraîne l’activation de l’autophagie de façon dépendante de la présence de l’îlot pks. Les 

cellules déficientes pour l’autophagie présentent une augmentation des dommages à l’ADN induits par 

les E. coli/pks+, associée à un défaut de recrutement au niveau du noyau de la protéine de réparation 

des dommages à l’ADN, RAD51, ainsi qu’une augmentation de la sénescence et de la prolifération 

cellulaire induites par ces souches. Dans un modèle murin de CCR, le modèle de souris Apc
Min/+, 

déficient pour le gène de l’autophagie Atg16l1 spécifiquement dans les cellules épithéliales 

intestinales, nous avons montré un rôle complexe de l’autophagie dans la carcinogenèse colorectale. 

En effet, en condition non infectée, chez les souris Apc
Min/+, l’autophagie joue un rôle pro-tumoral. 

Cependant, suite à l’infection par la souche d’E. coli/pks+, 11G5, les souris déficientes pour 

l’autophagie présentent une augmentation de la tumorigénèse, accompagnée par une augmentation des 

dommages à l’ADN, de la prolifération cellulaire et de l’inflammation. Ces résultats suggèrent que 

l’autophagie est nécessaire pour inhiber les effets pro-tumoraux des souches d’E. coli/pks+ et ainsi 

limiter la carcinogenèse colorectale induite par ces dernières. 

De nombreuses perspectives d’études sur les mécanismes sous-jacents impliqués dans la 

progression tumorale induite par les souches d’E. coli/pks+ feront suite à ce projet. Notamment, 

l’impact du microenvironnement immunitaire et du microbiote sur la carcinogenèse colorectale seront 

analysés. Plus largement, cette étude permettra de mieux comprendre le rôle de l’autophagie dans la 

défense de l’hôte pour lutter contre les E. coli associés au CCR. A plus long terme, ce travail pourrait 

également contribuer au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur la 

modulation de l’autophagie chez les patients présentant une colonisation par les souches d’E. 

coli/pks+.
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Figure 1 : La paroi du tube digestif de l’intestin grêle et du côlon.

La paroi intestinale est composée de cinq couches concentriques nommées, de la lumière intestinale vers

les couches les plus profondes, la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculaire-muqueuse, la musculeuse et

la séreuse. Les villosités sont caractéristiques de la muqueuse de l’intestin grêle.

(Modifiées d’après http://www.corpshumain.ca et http://www.medillus.com/portfolio/histologie/ )
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Synthèse bibliographique 

Partie I. Homéostasie du tube digestif 

I.1. La paroi intestinale 

I.1.1 Organisation de la paroi intestinale 

I.1.1. 1. Organisation macroscopique 

Au niveau anatomique, le tube digestif est composé successivement de l’œsophage, 

l’estomac, l’intestin grêle, le gros intestin (ou côlon) puis le rectum. Au niveau 

macroscopique, la paroi intestinale est composée de cinq enveloppes bien distinctes nommées 

de la couche la plus interne vers la lumière intestinale (Ensari and Marsh, 2018) (figure 1) : 

La tunique externe ou séreuse, ayant un rôle protecteur aux extrémités du tube digestif. 

La tunique musculeuse, composée de deux couches de tissus musculaires lisses circulaire 

interne et longitudinale externe. 

La sous-muqueuse, composée de tissu conjonctif ainsi que de vaisseaux sanguins et 

lymphatiques pour la muqueuse. 

La musculaire-muqueuse, constituée d’une fine couche de tissu musculaire lisse. Cette 

couche est absente aux extrémités du tube digestif (au niveau supérieur de l’œsophage et au 

niveau du canal anal). 

La muqueuse ou tunique interne, composée d’un tissu conjonctif riche en tissus lymphoïdes 

diffus et follicules lymphoïdes, et d’une couche de cellules correspondant à l’épithélium 

intestinal et qui assure les échanges entre la lumière du tube digestif et l’intérieur de 

l’organisme. La structure de la muqueuse est la plus complexe du tube digestif et on constate 

des particularités d’organisation de la muqueuse en fonction de la localisation le long du tube 

digestif, notamment entre l’intestin grêle et le côlon. En effet, la muqueuse de l’intestin grêle 

est composée d’une succession de replis appelés « villosités » et d’invaginations nommées 

« cryptes de Lieberkühn ». Cette organisation permet à l’intestin grêle d’augmenter la surface 

de la muqueuse afin d’optimiser l’absorption intestinale. Les villosités sont caractéristiques de 

cette partie du tube digestif puisqu’ils sont absents au niveau du côlon, qui présente un 

épithélium de surface plat. Les cryptes de Lieberkühn jouent un rôle majeur dans le maintien 

de l’homéostasie cellulaire au sein de l’épithélium intestinal (Ensari and Marsh, 2018) (figure 

1). 

 



Figure 2 : Les cellules de l’épithélium intestinal.

Au cours du renouvellement cellulaire de l’épithélium, les cellules souches intestinales se trouvant au

niveau des cryptes intestinales se différencient et remontent le long de la crypte, pour donner les

différentes cellules épithéliales intestinales différenciées telles que les cellules de Goblet, les entérocytes

et les cellules entéro-endocrines. Seules les cellules de Paneth, présentes uniquement au sein des cryptes

de l’intestin grêle, ne remontent pas le long de la crypte et gardent un lien étroit avec les cellules souches

intestinales.

(Modifiée d’après Eugeria et al., 2009)
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I.1.1.2.  Les cellules de la muqueuse intestinale 

L’épithélium intestinal est composé de 6 populations cellulaires différentes qui 

dérivent des cellules souches pluripotentes (figure 2). Les villosités de l’épithélium sont 

exclusivement composées de cellules différenciées telles que les cellules absorbantes ou 

entérocytes qui représentent la majorité des cellules de l’épithélium intestinal (80%) et dont 

la fonction principale est l’absorption sélective des nutriments au niveau de l’intestin grêle et 

l’absorption de l’eau au niveau du côlon (Ensari and Marsh, 2018).  

Les cellules sécrétrices sont représentées par 4 types cellulaires majeurs : les cellules 

entéro-endocrines, les cellules de Gobelet, les cellules de Paneth et les cellules de Tuft. Bien 

que les cellules entéro-endocrines ne représentent qu’une faible proportion des cellules 

épithéliales intestinales (~1%), elles font de l’épithélium intestinal le principal organe 

endocrine. Ces cellules sont réparties dans une quinzaine de sous-types différents selon le 

type d’hormone sécrétée (gastrine, ghréline, sécrétine,…). Les hormones sécrétées par les 

cellules entéro-endocrines régulent la digestion en favorisant les sécrétions pancréatiques et 

biliaires, mais également en contrôlant la motilité intestinale (Gunawardene et al., 2011). Ces 

cellules jouent un rôle majeur dans la physiologie de l’épithélium intestinal puisqu’environ la 

moitié des souris déficientes pour les cellules entéro-endocrines meurent après seulement 

quelques semaines de vie. Les souris qui survivent présentent des cryptes intestinales 

atrophiées et un renouvellement épithélial accéléré (Mellitzer et al., 2010). Les cellules de 

Gobelet, ou cellules calciformes, représentent 5% des cellules épithéliales intestinales. Elles 

sont réparties de façon très hétérogène le long du tube digestif où elles représentent 4% des 

cellules épithéliales du duodénum et jusqu’à 16% des cellules épithéliales coliques (Karam, 

1999). Ce sont des cellules de formes allongées, spécialisées dans la synthèse et la sécrétion 

du mucus afin de protéger la surface de l’épithélium contre le contenu de la lumière 

intestinale, notamment des microorganismes. Ce mucus joue également le rôle important de 

lubrificateur du tube digestif (Deplancke and Gaskins, 2001). Les cellules de Paneth, se 

trouvent exclusivement au niveau du fond des cryptes intestinales au contact direct des 

cellules souches (Karam, 1999) (figure 2). Elles possèdent, au niveau de leur partie apicale, 

des granules de sécrétion éosinophiles, qui contiennent des molécules anti-microbiennes 

(lysosymes, phospholipase A2 et défensines) et qui constituent la première ligne de défense 

en cas d’invasion par des micro-organismes. Plus récemment, les études ont mis en évidence 

un rôle des cellules de Paneth dans le maintien, la régulation et le renouvellement des cellules 

souches présentes à la base des cryptes (Sato et al., 2011). Les cellules Tuft représentent 

seulement 0,4% des cellules épithéliales intestinales. Ces cellules jouent le rôle de cellules 
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sécrétrices de la β-endorphine régulant la motilité intestinale, la sécrétion et la douleur (Gerbe 

et al., 2012).  

Les cellules M (cellules Microfold) sont localisées au niveau des structures 

lymphoïdes de l’intestin, les plaques de Peyer, et jouent un rôle important dans la physiologie 

de l’épithélium intestinal. En effet, ces cellules épithéliales intestinales sont spécialisées dans 

l’endocytose d’antigènes, de molécules ou encore de microorganismes présents dans la 

lumière intestinale et présentent les antigènes endocytés au système immunitaire sous-jacent 

(Kucharzik et al., 2000). Ces cellules peuvent également être utilisées par des pathogènes tels 

que les Escherichia coli entéro-hémorragiques (Etienne-Mesmin et al., 2011), les Escherichia 

coli adhérents et invasifs associés à la maladie de Crohn (Chassaing et al., 2011) et 

Salmonella Typhimurium (Jones et al., 1994), leur permettant de transloquer à travers 

l’épithélium au niveau des plaques de Peyer. 

 Les cellules souches intestinales situées à la base des cryptes jouent un rôle majeur 

dans le renouvellement de l’épithélium intestinal. Au cours du renouvellement cellulaire (tous 

les 4 à 5 jours chez l’Homme) (Umar, 2010), les cellules souches intestinales donnent 

naissance à des cellules progénitrices, qui après plusieurs divisions se différencient et 

remontent le long de la crypte, pour donner les différentes cellules épithéliales intestinales 

décrites précédemment. En arrivant au sommet de la crypte, ces cellules sont ensuite 

éliminées dans la lumière intestinale par anoikis, une apoptose spontanée (Marshman et al., 

2002). Seules les cellules de Paneth ne remontent pas le long de la crypte et gardent un lien 

étroit avec les cellules souches intestinales (figure 2). 

 

I.1.2 Le système immunitaire du tube digestif 

La muqueuse intestinale héberge un système de défense complexe lui permettant une 

protection contre les pathogènes auxquels elle peut être confrontée. Le système immunitaire 

intestinal peut être séparé en deux catégories : l’immunité innée opérée par les cellules 

épithéliales intestinales et par les cellules présentatrices d’antigènes, et l’immunité adaptative 

incarnée par les lymphocytes. 

I.1.2. 1. L’immunité intestinale innée 

L’épithélium intestinal constitue la première ligne de défense du tube digestif en 

réponse à une agression par un pathogène. D’une part, l’épithélium constitue une barrière 

physique grâce à la présence de jonctions serrées empêchant la propagation de pathogènes 

et/ou de molécules microbiennes issues de la lumière intestinale. La couche de mucus ainsi 



Figure 3 : L’immunité du tube digestif.

Suite à la détection d’un pathogène, les entérocytes sécrètent des médiateurs de l’immunité en réponse aux

antigènes, tels que des peptides antimicrobiens (défensines, lysosymes), des immunoglobulines A et des

cytokines et chimiokines. Les cellules M transportent et délivrent les antigènes aux cellules présentatrices

d’antigènes activant ainsi la réponse immunitaire médiée par les lymphocytes B et T.

Les cellules dendritiques surveillent et échantillonnent le microenvironnement. Les PRR exprimés par les

cellules dendritiques et les entérocytes servent à la détection des antigènes bactériens, et les cellules

dendritiques modulent une réponse immunitaire ou une tolérance en activant soir les lymphocytes T

effecteurs soit les T régulateurs.

(Modifiée d’après O’Hara et Shanahan, 2006)
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que le renouvellement rapide de l’épithélium participent aussi au maintien de cette barrière 

physique (Capaldo et al., 2017). D’autre part, les cellules épithéliales sécrètent des molécules 

antimicrobiennes (défensines, lysosymes) de manière constitutive ou induite par la détection 

d’un pathogène aboutissant à la dégradation de ce dernier (McCormick and Weinberg, 2010) 

(figure 3). 

Les motifs associés aux pathogènes ou PAMP (pathogen-associated molecular pattern) 

sont des motifs à la surface des micro-organismes qui permettent leur détection et leur 

reconnaissance par les récepteurs de l’immunité innée ou PRR (pattern recognition receptor) 

(Takeuchi and Akira, 2010). Les PRR peuvent être de différents types : les TLRs (Toll-like 

receptors) présents à la surface des cellules, les NLRs [NOD (Nucleotide oligomerization 

domain)-like receptors], récepteurs intracellulaires dont le rôle majeur est de détecter les 

PAMP cytoplasmiques, les RLRs [RIG (Retinoic acid-inducible gene)-I-like receptors] 

reconnaissent exclusivement les pathogènes viraux, et les CLRs (C-type leptin-like receptors) 

reconnaissent essentiellement les motifs hydrocarbonés présents à la surface des pathogènes 

(Kawai and Akira, 2009 ; Hoving et al., 2014).  

L’activation des PRR suite à la reconnaissance d’un pathogène conduit à l’activation 

d’une cascade de signalisation ayant pour conséquence l’activation de la réponse immunitaire 

notamment via la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires, de molécules antimicrobiennes, 

ainsi que le recrutement des cellules immunitaires telles que les neutrophiles et les 

macrophages (Fukata and Arditi, 2013). Les neutrophiles vont alors pénétrer le site 

inflammatoire et assurer la phagocytose des agents pathogènes, ainsi que des cellules 

infectées. Les macrophages, eux, vont à leur tour libérer des substances actives, participer à la 

phagocytose et initier la réponse immunitaire de type spécifique avec d'autres cellules 

présentatrices d'antigène. 

I.1.2.2. L’immunité intestinale adaptative 

La capture des antigènes présents dans la lumière intestinale met en jeu plusieurs 

mécanismes immunitaires. Les constituants majeurs de l’immunité adaptative sont les GALT 

(Gut-associated lymphoid tissues) ou tissus lymphoides associés au tube digestif tels que les  

plaques de Peyer et les nodules lymphoïdes isolés (Holleran et al., 2017). Ces deux 

médiateurs de l’immunité adaptative sont notamment composés de cellules M au sein de leur 

épithélium qui sont capables de capter les particules antigéniques qui arrivent à leur contact. 

Ces particules sont alors présentées par les cellules M, au microenvironnement immunitaire 

activant ainsi la réponse immunitaire médiée par les lymphocytes B et T (figure 3).  



Figure 4 : Répartition de la quantité de bactéries de long du tractus digestif.

La densité microbienne augmente de manière croissante le long du tractus digestif, atteignant son maximal

dans le côlon avec 1011-1012bactéries par gramme de contenu luminal.

(Modifiée d’après https://www.museum.toulouse.fr/-/le-microbiote-intestinal-un-organe-a-part-entiere)
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Les lymphocytes B activés arrivent à maturation au niveau des muqueuses et sont 

capables de produire des immunoglobulines (Ig) A spécifiques de l’antigène qui les a 

activées. Un phénomène de transcytose permet aux IgA présentes au niveau basolatéral d’être 

internalisées et libérées au niveau apical sous forme d’IgA sécrétoires. Ces IgA sécrétoires 

tapissent la muqueuse et captent les antigènes qui se présentent à elles, empêchant ainsi leur 

entrée dans le tissu. 

Les lymphocytes T CD4+ auxiliaires (ou T  helper) sont des acteurs essentiels de 

l’immunité adaptative. Lorsqu’un antigène est présenté par les cellules dendritiques, les 

lymphocytes T CD4+ naïfs sont activés, ce qui induit leur prolifération et leur différenciation 

en lymphocytes T auxiliaires. Ces derniers ont la capacité de se différencier en plusieurs sous-

populations de lymphocytes T caractérisées par la sécrétion de cytokines différentes et 

adaptées à l’agent infectieux mis en cause. Ainsi, les lymphocytes T auxiliaires peuvent 

notamment sécréter selon le type de pathogènes, de l’interféron (IFN)-γ qui favorise l’activité 

antimicrobienne des macrophages, ou de l’interleukine (IL)- 17 qui induit le recrutement et 

l’activation des neutrophiles, eux aussi impliqués dans l’élimination des pathogènes 

(Bouladoux et al., 2013). 

Dans le tube digestif, le système immunitaire est activé de façon constitutive et doit 

rapidement détecter les pathogènes afin d’activer une réponse immunitaire adaptée tout en 

garantissant une réponse immunitaire réduite envers les bactéries commensales non 

pathogènes. 

 

I.2. Le microbiote intestinal 

Le microbiote intestinal représente toute la communauté de micro-organismes présents 

au niveau du tube digestif comprenant les bactéries, les virus, les archées ainsi que les 

protistes. A l’heure actuelle, il a été estimé que près de 1000 espèces bactériennes cohabitent 

au sein du tractus digestif et la densité de cette flore bactérienne évolue tout au long du tube 

digestif où l’on peut trouver 10 à 103 bactéries par gramme de tissu au niveau de l’estomac et 

du duodénum, entre 104 et 107 bactéries par gramme de tissu au niveau de l’intestin grêle et 

jusqu’à 1011 à 1012 bactéries par gramme de tissu au niveau du côlon distal (Sartor, 2008) 

(figure 4). Chez l’adulte, trois phyla rassemblent la plupart des espèces bactériennes 

dominantes du tube digestif, les Firmicutes (60-80%), les Bacteroidetes (15-30%) et les 

Actinobacteria (2-25%) (Cheng et al., 2013). Le phylum des protéobactéries, constitué 

notamment de l’espèce Escherichia coli représente moins de 2% des espèces détectées. Les 

autres phyla bactériens présents au niveau du côlon sont les Fusobacteria, Verrucomicrobia, 



Figure 6 : Les différentes fonctions du microbiote intestinal.

Le microbiote intestinal entretien une relation symbiotique avec l’hôte et exerce plusieurs fonctions

physiologiques majeures afin de garantir l’homéostasie de l’intestin telles qu’un rôle métabolique via

l’absorption des nutriments et la synthèse de vitamine, un rôle de barrière contre les pathogènes présents

dans la lumière intestinale, une rôle dans la maturation du système immunitaire et un rôle dans le

développement et la maturation du tractus digestif.

(Modifiée d’après https://www.biocodexmicrobiotainstitute.com/intestinal)
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Figure 5 : Schéma de l’arbre phylogénétique du microbiote intestinal.

Les Firmicutes, Actinobactéries et Bacteroidetes représentent les trois phylum majoritaires du microbiote

intestinal. La proportion des différents phyla au sein du microbiote intestinal total est précisé entre

parenthèse. Les genres et espèces bactériens ayants un impact important sur la santé humaine sont

indiqués en rouge. (Modifiée d’après Cheng et al., 2013)
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Cyanobacteria et Spyrochaetes (figure 5) (Cheng et al., 2013). Cette population microbienne 

entretient une relation symbiotique avec l’hôte et exerce des fonctions physiologiques 

indispensables telles que (1) le développement et la maturation du tractus intestinal, (2) une 

fonction de barrière et de protection contre la colonisation par des pathogènes, (3) la mise en 

place et la maturation du système immunitaire, ainsi que (4) le métabolisme des nutriments 

(Lucas et al., 2017) (figure 6). Ainsi, une dérégulation de la composition du microbiote 

intestinal, appelée dysbiose, est associée à plusieurs pathologies humaines telles que les 

maladies inflammatoires chroniques de l’intestin, l’obésité, le diabète, l’autisme, et certains 

cancers (DeGruttola et al., 2016).  

 

I.2.1.  Les différentes fonctions du microbiote intestinal 

I.2.1.1. Développement et maturation du tractus digestif et fonction de barrière 

intestinale 

La fonction principale de l’épithélium intestinal est de former une barrière afin de 

protéger le tube digestif de l’environnement extérieur, de réguler l’absorption de nutriments, 

d’électrolytes et d’eau venant de la lumière intestinale et de maintenir l’homéostasie entre 

l’environnement intestinal et l’hôte. Pour cela, l’épithélium est composé de deux éléments 

largement influencés par le microbiote intestinal : le mucus et les jonctions serrées. Chez des 

souris dépourvues du microbiote intestinal (souris axéniques), la couche de mucus protectrice 

de l’épithélium n’est pas bien développée (Johansson et al., 2008). Les bactéries commensales 

participent au développement de l’épithélium intestinal en stimulant la prolifération et la 

différenciation des cellules épithéliales intestinales. En absence du microbiote intestinal, le 

renouvellement de l’épithélium et la migration des cellules différenciées vers le pôle apical 

des cryptes sont ainsi largement réduits (Park et al., 2016). 

 Par ailleurs, les acides gras à chaîne courte produits par le microbiote intestinal, 

notamment le butyrate, permettent de renforcer la barrière intestinale en diminuant la 

perméabilité membranaire via l’augmentation de l’expression des protéines de jonctions 

serrées ; claudine-1 et ZO-1 (zonula occludens-1) (Wang et al., 2012). Le butyrate a aussi un 

impact sur la production de mucus puisqu’il augmente l’expression de la mucine (Gaudier et 

al., 2004). Les souris axéniques ou traitées avec un cocktail d’antibiotiques présentent des 

dysfonctionnements de la barrière intestinale due à une diminution de l’expression des 

protéines de jonctions serrées et une faible expression des protéines du mucus (Hernández-

Chirlaque et al., 2016). Ces souris développent donc une susceptibilité augmentée à la colite 
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induite chimiquement par le DSS (dextran sodium sulfate), confirmant le rôle majeur du 

microbiote dans le maintien de l’intégrité de l’épithélium.  

I.2.1.2. Protection contre la colonisation par des pathogènes 

Les études ont mis en évidence que les souris traitées avec l’antibiotique à large 

spectre, néomycine, sont plus sensibles à l’infection par Clostridium difficile comparées aux 

souris non traitées (Lawley et al., 2009), montrant l’importance des bactéries commensales 

dans la défense de l’hôte contre les pathogènes. Les mécanismes par lesquels le microbiote 

intestinal inhibe la colonisation par les pathogènes impliquent une relation de compétition 

entre les bactéries du microbiote et les bactéries pathogènes pour l’accès aux récepteurs de 

l’hôte ainsi que pour l’accès aux nutriments disponibles, la sécrétion de molécules 

antimicrobiennes et l’activation de l’immunité innée ainsi que l’acidification du milieu ou la 

disponibilité en oxygène afin de rendre le milieu inadapté aux bactéries pathogènes (Lucas et 

al., 2017).  

I.2.1.3. Maturation et mise en place du système immunitaire 

Le microbiote intestinal est impliqué dans la mise en place et la maturation des GALT 

puisqu’il favorise le recrutement des cellules immunitaires vers la muqueuse (Macpherson 

and Harris, 2004). Les études ont mis en évidence que les GALTs sont peu développés chez 

les souris axéniques. Chez les souris axéniques, les plaques de Peyer présentent moins de 

cellules M et moins de lymphocytes T, acteurs majeurs de l’immunité adaptative (Yamanaka 

et al., 2003). 

Les bactéries décrites comme ayant le plus d’impact sur le système immunitaire sont 

les bactéries filamenteuses segmentées. Ces bactéries apparentées au genre Clostridium  

entretiennent une relation symbiotique avec l’hôte puisqu’elles adhérent à la surface de 

l’épithélium au niveau des plaques de Peyer afin de profiter des nutriments disponibles 

(Schnupf et al., 2015). Pour l’hôte, ce contact permet la stimulation du système immunitaire et 

favorise le développement des tissus lymphoïdes. 

I.2.1.4. Métabolisme des nutriments 

Un autre rôle majeur du microbiote intestinal est la dégradation des composés 

alimentaires en nutriments. Le microbiote intestinal a la capacité de métaboliser de 

nombreuses substances d’origine endogène ou exogène (issues du bol alimentaire), telles que 

les glucides, protéines, lipides et gaz, dont la prise en charge et la transformation aboutissent à 

la formation de nouveaux métabolites, tels que les vitamines B et K et les acides gras à chaîne 

courte, bénéfiques à la fois pour l’hôte et pour le microbiote intestinal lui-même. 
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 Par exemple, les acides gras à chaîne courte, tels que le butyrate, le propionate et 

l’acétate, sont les produits majoritaires synthétisés au cours de la fermentation des 

carbohydrates par les bactéries et leur rôle bénéfique pour l’hôte est largement étudié. Ils ont 

notamment un rôle énergétique majeur puisqu’ils sont la source majeure d’énergie pour les 

cellules du côlon (Sun and O’Riordan, 2013). De plus, les acides gras à chaîne courte 

possèdent des propriétés anti-inflammatoires et anti-tumorales et ont la capacité de renforcer 

la fonction de la barrière épithéliale ainsi que de réduire le stress oxydatif (van der Beek et al., 

2017).  

De nombreuses bactéries du microbiote intestinal exercent une activité protéolytique et 

hydrolysent les protéines en petits peptides. Ces peptides sont métabolisés par certaines 

bactéries en acides aminés et deviennent une source d’énergie ou d’azote pour d’autres 

bactéries.  

Par ailleurs, le microbiote entraîne la synthèse de vitamines, notamment les vitamines 

K et B, qui sont importantes pour le métabolisme bactérien mais qui jouent aussi un rôle 

physiologique pour l’hôte. Par exemple, les rats axéniques soumis à un régime non 

supplémenté en vitamine K ont des taux de prothrombine faible et sont victimes 

d’hémorragies. De façon intéressante, lorsque ces mêmes rats sont mono-colonisés avec des 

souches d’Escherichia coli isolées de rats conventionnels, portant un microbiote intestinal, la 

déficience en vitamine K n’est plus observée soulignant l’importance majeure du microbiote 

dans la santé de l’hôte (Gustafsson et al., 1962). 

 

I.2.2.  Les facteurs influençant la composition du microbiote intestinal 

Certains facteurs internes ou externes peuvent influencer la composition et l’activité 

métabolique du microbiote intestinal tels que la génétique, l’âge, le type d’alimentation, la 

prise répétée de prébiotiques, probiotiques et antibiotiques ainsi que la pratique d’une activité 

physique. Plus récemment, les études ont mis en évidence une modification du microbiote 

intestinal par les additifs et les contaminants alimentaires (Roca-Saavedra et al., 2018).  

I.2.2.1. La naissance 

In utéro, l’intestin du bébé est stérile et le microbiote intestinal se met en place dès les 

premiers contacts du bébé avec l’environnement. Cette période de colonisation bactérienne est 

cruciale puisqu’elle va influencer l’état de santé de l’individu, tout au long de sa vie. Au 

moment de la naissance, la mise en place du microbiote est influencée notamment par le 
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temps de gestation et le mode d’accouchement. Les études ont rapporté que la composition du 

microbiote intestinal est différente chez les nourrissons nés par césarienne par rapport à ceux 

nés par accouchement par voie vaginale. Les nourrissons nés par accouchement par voie 

vaginale sont exposés aux bactéries de la mère à la naissance, ce qui influence la mise en 

place de leur microbiote et stimule les globules blancs et d’autres composants du système 

immunitaire. De plus, chez les nouveau-nés prématurés a été mise en évidence une 

composition microbienne différente comparativement aux nouveau-nés à terme, et ceci 

pourrait être expliqué par l’immaturité du système immunitaire et de l’épithélium intestinal au 

moment de la naissance (Yang et al., 2016).  

I.2.2.2. La génétique 

L’influence de la génétique sur la colonisation bactérienne a été mise en évidence suite 

à l’observation que les membres d’une même famille ont un microbiote plus similaire que les 

individus non apparentés. De plus, le microbiote intestinal est plus similaire chez des jumeaux 

monozygotes que chez des jumeaux dizygotes (van de Merwe et al., 1983). Une étude récente 

a montré que les gènes de l’hôte modulent 8,8% des microbes (Goodrich et al., 2016). Cette 

même étude a permis d’identifier des espèces bactériennes héritables liées aux préférences 

alimentaires, au métabolisme et au système immunitaire. Par exemple, les personnes 

présentant un variant spécifique du gène LCT codant pour la lactase, donc intolérantes au 

lactose, présentent une augmentation de l’abondance en Bifidobactérie dans les fécès par 

rapport aux sujets tolérants au lactose (Goodrich et al., 2016). 

 

I.2.2.3. L’âge 

Plusieurs études ont mis en évidence un changement de la composition du microbiote 

intestinal entre les bébés, les enfants, les adultes et les personnes âgées (Conlon and Bird, 

2014). De façon générale, la composition du microbiote se diversifie beaucoup jusqu’à l’âge 

de 3 ans environ et reste stable pour une grande partie de la vie. Au cours du vieillissement, la 

diversité microbienne diminue. Plusieurs études ont rapporté une diminution de Clostridia, 

l’un des deux groupes majoritaires appartenant au phylum des Firmicutes, chez les personnes 

âgées (Biagi et al., 2010; Mäkivuokko et al., 2010). Le ratio entre les Bacteroidetes et les 

Firmicutes est souvent considéré comme un paramètre informatif de l’état général du 

microbiote intestinal. Des études ont rapporté que le rapport Firmicutes/Bacteroidetes était 

inférieur chez les personnes âgées comparativement à des jeunes adultes (Mariat et al., 2009). 
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I.2.2.4. L’alimentation 

Les études sur le microbiote intestinal d’enfants allaités versus enfants nourris avec 

des formules infantiles ont mis en évidence l’impact de l’alimentation sur la mise en place 

précoce du microbiote intestinal. En effet, le microbiote des enfants allaités est dominé par les 

Bifidobactéries et les Lactobacilles, tandis que les Enterobacteriaceae prédominent chez les 

enfants nourris avec des formules infantiles. L’alimentation joue donc un rôle déterminant 

dans l’implantation du microbiote intestinal (Bezirtzoglou et al., 2011). 

Les études ont montré une diminution de la diversité microbienne chez les souris 

nourries avec un régime riche en lipides et en sucre comparativement aux souris nourries avec 

un régime conventionnel (Everard et al., 2013). 

Plus récemment, les études se sont intéressées à l’impact des composés alimentaires 

sur la composition du microbiote intestinal. Notamment, les polyphénols contenus dans les 

fruits, les légumes, les graines/céréales, le café et le thé peuvent moduler la composition du 

microbiote intestinal en inhibant les bactéries potentiellement pathogènes au profit des 

bactéries bénéfiques. Plusieurs de ces composés phénols ont des caractéristiques 

bactériostatiques et/ou bactéricides et peuvent moduler l’abondance des espèces ou genres 

bactériens (Roca-Saavedra et al., 2018). D’autres composés peuvent avoir un impact sur la 

composition du microbiote intestinal. Notamment, l’acide linoléique augmente l’abondance 

d’Akkermancia muciniphila chez des souris adultes nourries avec un régime riche en lipides et 

en sucre. Les auteurs mettent en évidence un effet prébiotique de l’acide linoléique pour sa 

capacité à moduler l’abondance de certaines espèces bactériennes. Par ailleurs, l’acide 

linoléique induit l’expression des gènes codant pour des protéines gastriques améliorant ainsi 

le métabolisme (Chaplin et al., 2015). 

L’utilisation d’additifs alimentaires augmente de plus en plus, et très peu d’études 

chez l’Homme ont analysé l’effet des additifs alimentaires sur la composition du microbiote 

intestinal. Chez les souris, les études ont montré que la consommation d’émulsifiants 

alimentaires et d’édulcorants altère la composition du microbiote intestinal, entraînant des 

perturbations intestinales accompagnées d’une inflammation. Les émulsifiants sont 

responsables d’une diminution de la diversité microbienne, d’une perturbation de l’interaction 

entre l’hôte et le microbiote et semble contribuer à la survenue des maladies inflammatoires 

dans les pays industrialisés (Roca-Saavedra et al., 2018). Notamment, deux émulcifiants 

courramment utilisés, le polysorbate-80 et le carboxymethylcellulose, sont responsables d’une 

altération de la composition du microbiote associée à une inflammation à bas bruit, qui peut 

favoriser la survenue de maladies inflammatoires chroniques de l’intestin telles que la colite 
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ulcéreuse. Le polysorbate-80 est aussi capable d’augmenter la translocation des E. coli au 

travers des cellules M, augmentant ainsi les risques d’infections (Chassaing et al., 2015; 

Roca-Saavedra et al., 2018). 

Enfin, les contaminants alimentaires tels que les métaux lourds et les produits 

chimiques, comme par exemple les pesticides ou herbicides, peuvent avoir un impact négatif 

sur la composition du microbiote intestinal. Les études ont mis en évidence que le polluant 

2,3,7,8-tetrachlorodibenzofuran induit une forte modification de la composition du microbiote 

des rats avec notamment un déséquilibre du ratio Firmicutes/Bacteroidetes, accompagné par 

des désordres métaboliques liés à des dérèglements de la lipogenèse, la gluconéogenèse et de 

la glycolyse (Zhang et al., 2015). In vitro, le glyphosate, un herbicide, entraîne la réduction de 

l’abondance de genres bactériens bénéfiques tels que Bifidobacterium et Lactobacillus. 

L’administration du Chlorpyrifos, un pesticide, à des rats, induit un déséquilibre de la 

composition du microbiote intestinal avec une augmentation des Bacteroidetes et une 

diminution des Lactobacillus et Bifidobacterium (Joly et al., 2013). 

I.2.2.5. Les infections bactériennes 

La composition et la diversité du microbiote intestinal sont largement influencées par 

l’infection par des pathogènes. En effet, une étude a mis en évidence l’apparition d’une 

dysbiose intestinale avec notamment une diminution de l’abondance des Lactobacilles chez 

des souris infectées par Citrobacter rodentium. De plus, une étude a montré que des patients 

porteurs de Clostridium difficile ont une diversité et une richesse microbiennes diminuées par 

rapport aux sujets sains (Seekatz et al., 2016). La transplantation du microbiote intestinal de 

donneurs sains à des patients infectés par Clostridium difficile augmente la richesse et la 

diversité microbienne des patients receveurs (Gianotti and Moss, 2017). Ces données 

confirment que les infections bactériennes peuvent être à l’origine d’une dysbiose intestinale. 

I.2.2.6. La prise de médicaments 

De plus en plus d’études mettent en évidence que la prise de médicaments a un impact 

sur le microbiote intestinal. Les antibiotiques sont couramment utilisés contre les infections 

mais ont un large impact sur le microbiote « normal » de l’hôte. La prise répétée 

d’antibiotique est notamment associée à une diminution de la diversité bactérienne 

(Bonnemaison et al., 2003). Les antibiotiques à large spectre diminuent la diversité 

bactérienne, augmentent l’abondance des bactéries opportunistes et diminuent l’abondance 

des bactéries bénéfiques (Modi et al., 2014). La prise d’antibiotiques chez les enfants peut 
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entraîner une dysbiose intestinale, qui est un facteur prédisposant aux maladies 

inflammatoires chroniques de l’intestin (Shaw et al., 2010).  

I.2.2.7. La pratique d’une activité physique 

Les premières études sur l’effet de la pratique d’un exercice physique sur la 

composition du microbiote ont été conduites chez les rats. Il a été montré que les rats 

pratiquant une activité physique ont une composition du microbiote intestinal modifiée, qui 

est associée à une augmentation de la concentration en butyrate (Matsumoto et al., 2008). De 

plus, Evans et collaborateurs ont mis en évidence que la pratique d’une activité physique 

prévenait l’apparition de l’obésité chez les souris nourries avec un régime riche en lipides et 

en sucre. Ceci était accompagné d’un changement de l’abondance des différents phyla 

majeurs du microbiote intestinal (Evans et al., 2014). Récemment, Codella et al., ont 

répertorié l’ensemble des études de l’impact de l’activité physique sur la composition du 

microbiote, conduites chez l’animal et chez l’Homme (Codella et al., 2018). Ces études 

montrent un rôle bénéfique de la pratique d’une activité physique sur la composition du 

microbiote avec notamment une augmentation de la diversité microbienne et une 

augmentation de l’abondance en bactéries dites bénéfiques (Codella et al., 2018). 

I.2.2.8. Le tabagisme actif 

Les effets du tabagisme actif sur la composition du microbiote intestinal ont été mis en 

évidence dans plusieurs études chez l’Homme (Benjamin et al., 2012; Biedermann et al., 

2013, 2014; Savin et al., 2018; Stewart et al., 2018). Deux études ont mis en évidence une 

modification de la composition du microbiote intestinal après l’arrêt de la consommation de 

cigarette (Biedermann et al., 2013, 2014). En effet, après 9 semaines sans consommation de 

cigarette, les sujets présentaient une augmentation de l’abondance des Firmicutes et des 

Actinobacteries alors que l’abondance des Bacteroides et Proteobacteries diminuait de 

moitié. De plus, la diversité bactérienne était augmentée après 9 semaines sans consommation 

de cigarette. Aucune modification de la composition du microbiote n’a été détectée chez les 

sujets qui ne fument pas et chez ceux qui n’ont pas cessé de fumer pendant l’étude 

(Biedermann et al., 2013). Plus récemment, une étude a mis en évidence une diminution de 

l’abondance relative des Bacteroides et une augmentation de l’abondance relative des 

Prevotella chez les fumeurs comparés aux sujets non-fumeurs (Stewart et al., 2018). Ces 

études montrent que le tabagisme actif joue un rôle néfaste pour la composition du 

microbiote.  

 



Figure 7 : La régulation du cycle cellulaire.

Le cycle cellulaire est composé de 5 phases appelées phases G0, G1, S, G2 et M. Lorsqu’elles ne se

divisent pas, les cellules sont en phase de quiescence, ou phase G0. La phase G1 prépare la réplication de

l’ADN réalisée au cours de la phase S. Intervient ensuite la phase G2 de préparation à la mitose puis la

phase M. Le cycle cellulaire est régulé par 3 points de contrôle, le DDCP activé lors des phases G1/S et

G2/M, le RCP activé lors de la transition S/M et le MCP, activé au cours de la mitose.

(Modifiée d’après https://rnbio.upmc.fr/bio-cell_cycle-cellulaire_introduction)

MCP

DDCP

DDCP

RCP



Page | 20 
 

I.3. Les processus cellulaires de maintien de l’homéostasie intestinale 

Au niveau cellulaire, plusieurs processus contribuent à l’homéostasie intestinale, tels 

que le contrôle fin du cycle cellulaire, la mise en place des systèmes de réparation de l’ADN 

et l’entrée en apoptose ou en sénescence des cellules.  

I.3.1. Les points du contrôle du cycle cellulaire 

 Les effecteurs de la régulation du cycle cellulaire jouent un rôle au niveau de points de 

contrôle qui peuvent arrêter l’avancée du cycle cellulaire pour permettre la fin d’une étape 

et/ou la réparation des erreurs ou des altérations survenues au cours du cycle cellulaire. Trois 

points de contrôle majeurs assurent la surveillance du cycle cellulaire (figure 7) : 

- Le DDCP (DNA damage check point) est activé lors de la transition des phases 

G1/S et G2/M. Il est important dans le contrôle de l’intégrité du génome en 

bloquant l’avancée du cycle cellulaire pendant que les éventuelles erreurs ou 

cassures de l’ADN sont recherchées. 

- Le RCP (Replication check point) joue un rôle au niveau de la transition S/M 

puisqu’il vérifie l’achèvement de la réplication avant l’entrée en mitose.  

- Le MCP (Mitotic check point) contrôle le bon positionnement des chromosomes 

au niveau du fuseau mitotique avant la ségrégation des chromatides au cours de la 

mitose. 

I.3.2. Les systèmes de réparation de l’ADN 

Des erreurs peuvent survenir au cours de la réplication de l’ADN et peuvent contribuer 

à une instabilité génomique. De plus, l’ADN peut se trouver en contact avec des agents qui 

altèrent l’ADN et peuvent induire des lésions. Afin d’éviter l’apparition et la transmission de 

ces erreurs et/ou lésions, les cellules mettent en place des systèmes de réparation qui peuvent 

être différents selon l’origine des dommages.  

I.3.2.1. La réparation par les systèmes BER, NER et MMR 

Les systèmes BER (Base excision repair), NER (Nucleotide excision repair) et MMR 

(Mismatch repair) reposent tous sur la reconnaissance des lésions, l’excision et le 

remplacement des nucléotides altérés ou mal appariés.  

Le système BER est utilisé pour réparer les modifications chimiques survenues au 

niveau d’une base seule. Cette erreur est réparée par élimination de la base par l’ADN 

glycosylase. Une ADN polymérase synthétise ensuite un nouveau brin d’ADN intact 

remplaçant le nucléotide endommagé. Enfin, une ADN ligase suture le brin réparé.  



Figure 8 : Le système de réparation de l’ADN par recombinaison homologue.

(1) Les cassures double brin sont détectées par le complexe MRN composé des protéines Mre11, Rad50 et

NBS1 qui possèdent une activité endonucléase et 3’-5’ exonucléase. Le déroulement des brins est assisté

par la protéine Rad50. (2) L’extrémité simple brin qui résulte de la cassure en 3’ est coatée par la protéine

RPA. (3) RPA facilite la mise en place des filaments Rad51-ADN médiée par les nucléoprotéines XRCC2,

XRCC3, Rad51. La protéine Rad52 interagit avec Rad51 afin de faciliter la recherche d’homologie et

l’échange des brins et l’ATPase ADN-dépendante, Rad54 interagit aussi avec Rad51 est favorise son

activité. (4) L’échange des brins est suivi par la synthèse d’un nouveau brin d’ADN utilisant l’ADN

complémentaire intacte. (5) Les extrémités néo-formées sont ligaturées par l’ADN ligase 1.

(Modifiée d’après Mazumber et al., 2014)
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Le système NER permet de réparer principalement les lésions étendues qui déforment 

l’ADN de façon importante comme les pontages. Ce système est caractérisé par la 

reconnaissance de la région endommagée, l’intervention des hélicases afin d’ouvrir le duplexe 

d’ADN et l’intervention des endonucléases afin de cliver l’ADN en 5’ et en 3’ de la lésion. 

Après le clivage, une ADN polymérase synthétise un nouveau brin en prenant exemple sur le 

brin intact. Enfin, une ADN ligase suture le brin réparé.  

Le système MMR repose sur la réparation des mésappariements de l’ADN générés au 

cours de la réplication. Tout d’abord, les mésappariements sont reconnus par le complexe 

MSH (mutS homolog)-2/MSH6/MLH (mutL homolog)-1. Cela permet le recrutement 

d’enzymes qui vont cliver le brin porteur du mésappariement en 5’ et 3’, puis le dégrader. La 

double hélice est reconstruite par l’ADN polymérase qui utilise le brin intact comme matrice. 

Enfin, la ligature des extrémités par l’ADN ligase rétablit l’intégrité de la molécule d’ADN. 

I.3.2.2. La réparation par recombinaison  

La réparation par recombinaison prend en charge les cassures double brin de l’ADN. Il 

y a deux types de réparation par recombinaison, la recombinaison homologue (ou HR ; 

homologous recombination) ou la recombinaison non homologue (ou NHEJ ; non-

homologous end-joining). 

- Le système HR 

Suite à la détection de la cassure double brin de l’ADN par le complexe MRN 

composé des protéines MRE11, RAD50 et NBS1, celui-ci vient se fixer sur le site de la 

cassure afin de maintenir les extrémités des brins attachées (figure 8). Ce complexe entraîne 

le recrutement de la protéine ATM (ataxia telangiectasia mutated). La protéine ATM présente 

sous forme de dimère inactif s’autophosphoryle au niveau de la sérine 1981 entraînant son 

activation. ATM phosphoryle ensuite l’histone H2AX. La phosphorylation de l’histone H2AX 

constitue donc un marqueur des cassures double brin de l’ADN. En parallèle, le complexe 

ATM phosphoryle et active l’exonucléase EXO-1 qui clive l’extrémité de l’un des brins 

d’ADN au niveau de la cassure. La protéine RPA coate l’extrémité 3’ du brin simple brin 

résultant de la cassure et facilite la mise en place des filaments RAD51-ADN par les 

nucléoprotéines XRCC (X-ray repair cross- complementing)-2 et XRCC-3. Ces filaments 

catalysent l’appariement et l’échange de brins entre les séquences homologues. La réaction 

d’appariement et d’échange de brin est stimulée par la protéine RAD52 et RAD54. L’échange 

des brins homologues est suivi par la synthèse d’un nouveau brin d’ADN en utilisant le brin 

homologue intact comme matrice. Les brins néo-formés sont ligaturés par l’ADN ligase I 



Figure 9: Le système de réparation de l’ADN par recombinaison non homologue

La détection des cassures double brin de l’ADN entraîne le recrutement du complexe hétérodimérique

KU70/KU80 au site de la cassure. Ce complexe protéique interagit avec les deux extrémités d’ADN

résultant de la cassure. Le complexe KU recrute ensuite une protéine kinase ADN dépendante (DNA-

PKc). La DNA-PKc s’autophosphoryle et phosphoryle d’autres protéines impliquées dans la réparation

telles que Artemis, XRCC4, l’ADN ligase IV, XLF (ou Cernunnos), les ADN polymérases µ et λ, PNK et

WRN. La protéine Artemis possède une activité endonucléase et 5’-3’ exonucléase en présence de la

DNA-PKc et de l’ATP. PNK possède une activité 3’ ADN phosphatase et 5’ ADN kinase et interagit avec

XRCC4. WRN interagit avec Ku et XRCC4 ou avec le complexe XRCC4/ADN ligase IV. Enfin, les ADN

polymérases µ et λ sont recrutées au niveau des cassures doubles brins de l’ADN via l’interaction du

complexe Ku avec XRCC4/ADN ligase IV, afin de réparer les dommages. L’activité de l’ADN ligase IV

est favorisée par le facteur XLF. Le complexe MRN composé des protéines Mre11, Rad50 et NBS1 et

impliqué dans les réparations HR peut aussi intervenir dans la réparation NHEJ si les extrémités résultant

de la cassure ont besoins d’être réséqués avant la ligation.

(Modifiée d’après Mazumber et al., 2014)
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(Mazumder et al., 2014). D’autres protéines participent également aux réparations de l’ADN 

via le système HR telles que BRCA (Breast cancer) 1 et 2, Chk (Check point kinase) 1 et 2. 

Le rôle de BRCA2 serait de transporter RAD51 dans le noyau et de moduler l’activité de 

fixation à l’ADN de RAD51 (Davies et al., 2001). La fonction de BRCA1 serait de 

reconnaître et de signaler les cassures double brin, alors que le rôle des protéines Chk1 et 2 est 

d’activer les points de contrôle de l’ADN afin d’arrêter le cycle cellulaire pendant la 

réparation. 

- Le système NHEJ  

Le système NHEJ est un mécanisme non conservatif, c’est-à-dire qu’il ne restaure pas 

la séquence initiale de l’ADN (figure 9). La réparation par le système NHEJ conduit donc à 

un changement de l’information génétique, dans la majorité des cas une délétion, et peut 

potentiellement faire apparaître des mutations si la cassure intervient à l’intérieur d’un gène.  

Le système NHEJ fait intervenir le complexe protéique Ku70/80 qui interagit avec les 

deux extrémités de l’ADN résultant de la cassure. Le complexe KU70/80 recrute ensuite une 

protéine kinase ADN dépendante (DNA-PKc). La DNA-PKc s’autophosphoryle et 

phosphoryle d’autres protéines impliquées dans la réparation telles que Artemis, XRCC4, 

l’ADN ligase IV, XLF (ou Cernunnos), les ADN polymérases µ et λ, PNK et WRN. Lorsque 

les extrémités de la cassure ne sont pas nettes, la protéine Artemis, qui possède une activité 

endonucléase, supprime quelques bases. Lorsque l’hybridation de l’extrémité des brins est 

possible, la jonction est stabilisée et il en résulte une cassure simple brin qui sera alors réparée 

par les ADN polymérases µ et λ qui prennent comme matrice le brin d’ADN qui vient d’être 

réparé par le complexe protéique KU. Les brins sont alors ligaturés par l’ADN ligave IV 

(Mazumder et al., 2014).  

 

I.3.3. La mort cellulaire par l’apoptose  

Lorsque le stress ne peut pas être contrôlé par les mécanismes décrits précédemment, 

les cellules eucaryotes peuvent entrer en apoptose. Ce processus s’effectue par le biais des 

caspases qui déclenchent la mort cellulaire en dégradant les substrats cellulaires nucléaires et 

cytoplasmiques. L’activation des caspases dites initiatrices entraîne l’activation séquentielle 

des caspases dites effectrices. Deux voies d’activation principales de l’apoptose sont décrites, 

la voie extrinsèque, qui repose sur l’activation des récepteurs à domaines de mort (Fas ; first 

apoptotic signal et TNF ; tumor necrosis factor) entraînant la cascade d’activation des 
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caspases. La deuxième voie est la voie intrinsèque mitochondriale. Cette voie est sous le 

contrôle des protéines intracellulaires de la famille de BCL (B-cell lymphoma)-2. Les 

différentes protéines de cette famille sont pro- ou anti-apoptotiques. Lorsque la cellule reçoit 

des signaux pro-apoptotiques, l’équilibre pro- et anti-apoptotique est rompu. Par conséquent, 

le cytochrome C mitonchondrial est libéré dans le cytosol, s’associe à APAF-1 (apoptotic 

peptidase activating factor 1) afin de former l’apoptosome. L’apoptosome active en cascade la 

caspase 9 initiatrice puis la caspase 3 activatrice afin d’entraîner la mort de la cellule. 

I.3.4. La sénescence cellulaire  

Un mécanisme alternatif à l’apoptose, la sénescence cellulaire, peut être choisi par la 

cellule. Ce processus est caractérisé par un arrêt de la croissance et un blocage du cycle 

cellulaire souvent irréversible. Deux types de sénescence cellulaire ont été identifiés à ce jour, 

la sénescence réplicative et la sénescence induite par un stress.  

La sénescence réplicative permet de réguler le nombre de réplication de chaque cellule 

eucaryote. Elle est déclenchée par le raccourcissement, jusqu’à épuisement, des télomères 

après un nombre défini de réplications. Alors, les extrémités télomériques présentent des 

dommages persistants apparentés à des cassures double brin de l’ADN. Les mécanismes qui 

détectent les cassures double brin de l’ADN sont activés et entraînent le blocage du cycle 

cellulaire en phase G1.  

La sénescence induite par un stress peut être activée suite à l’exposition des cellules à 

des agents alkylants de l’ADN ou le stress oxydatif mais aussi suite à la surexpression 

d’oncogènes ou la perte d’expression de gènes suppresseurs de tumeur. La sénescence induite 

par un stress est régulée par deux voies distinctes, la voie p53/p21Cip en cas de dommages à 

l’ADN et la voie p16ink4a/Rb dans le cas de l’activation d’oncogènes.  

 



Figure 10 : Incidence et mortalité du CCR dans le monde.

L’incidence et la mortalité du CCR, chez l’homme ainsi que chez la femme, sont plus importantes dans les

pays industrialisés comparativement aux pays en voie de développement. Les résultats sont exprimés pour

100 000 personnes.

(Modifiée d’après l’organisation mondiale de la santé, chiffres de 2012,

http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_cancer.aspx?cancer=colorectal).
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Partie II. Le cancer colorectal 

II.1. Epidémiologie 

Avec 1,65 millions de nouveaux cas et 835 000 décès dans le monde au cours de 

l’année 2015, le CCR (cancer colorectal) est le 3ème cancer le plus fréquent chez l’homme 

après le cancer de la prostate et le cancer du poumon, et le 2ème cancer le plus fréquent chez la 

femme après le cancer du sein (Global Burden of Disease Cancer Collaboration, 2017). Il y a 

une forte disparité de l’incidence et de la mortalité dans le monde où l’on constate des taux 

plus élevés en Australie, en Nouvelle-Zélande, en Europe et en Amérique du Nord. Les taux 

les plus faibles sont constatés en Amérique centrale, en Afrique et dans le sud de l’Asie 

(figure 10). Avec 44 872 nouveaux cas estimés en 2017, la France présente le 18ème taux 

d’incidence le plus élevé chez l’homme et le 12ème chez la femme parmi les pays Européens. 

Depuis 1980, la mortalité tend à diminuer avec tout de même 17 684 décès estimés en France 

en 2017 (selon l’Institut de veille sanitaire). Cette diminution de mortalité peut être expliquée 

par une amélioration de la prise en charge des patients mais aussi une amélioration des 

techniques de dépistage. En effet, le devenir des patients dépend largement du stade de la 

maladie au moment du diagnostic, et le CCR peut être prévenu par un diagnostic précoce des 

lésions bénignes précancéreuses. 

 

II.2. Le diagnostic du cancer colorectal 

Depuis 2009, un test de dépistage du CCR, le test Hémoccult© ou test au Gaiac, est 

systématiquement proposé aux patients âgés de plus de 50 ans, puisque l’âge constitue un 

facteur de risque. Ce test est à réaliser tous les deux ans et permet de détecter la présence de 

sang dans les selles et donc la présence éventuelle d’une lésion colique cancéreuse. Depuis 

2015, ce test a été remplacé par un nouveau test immunologique plus sensible qui permet une 

meilleure détection des cancers et des lésions précancéreuses. En cas de test positif, une 

coloscopie doit être réalisée systématiquement (selon l’Institut de veille sanitaire). 

II.3. Les facteurs de pronostique 

De nombreux facteurs tels que l’âge, le sexe, le statut TNM (Tumor nodes and 

metastasis), les taux sériques de l’albumine, de la protéine réactive C, de l’antigène carcino-

embryonnaire ou les complications post-opératoires influencent le pronostic d’un CCR. 



Figure 11 : Les différents stades du CCR selon la classification « TNM ».

Les stades du CCR sont déterminés à partir de la classification « TNM » prenant en compte la taille de la

tumeur (T), la présence ou non d’atteinte ganglionnaire (N) et la présence ou non de métastases (M).

Stade 0 : la tumeur est in situ, elle ne touche que la muqueuse.

Stade I : la tumeur envahit la sous-muqueuse ou la musculeuse.

Stade II : les cellules cancéreuses ont traversé plusieurs couches de la paroi colorectale.

Stade III : les cellules cancéreuses ont envahi les ganglions lymphatiques voisins.

Stade IV : le cancer s'est propagé au-delà du côlon ou du rectum, via des métastases, généralement

hépatiques ou pulmonaires.

(Modifiée d’après INCa, 2013)
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Néanmoins, le facteur pronostique le plus important reste le stade d’avancement de la maladie 

au moment du diagnostic déterminé notamment grâce à la classification TNM.   

II.3.1. Facteurs histologiques 

La classification TNM selon l’Union Internationale Contre le Cancer et l’American 

Joint Committee on Cancer prend en compte l’extension tumorale (T), le statut ganglionnaire 

(N) ainsi que le statut métastatique (M). Ainsi sont répertoriés 5 niveaux d’extension tumorale 

(T0 à T4), 3 niveaux d’extension ganglionnaire (N0, N1, N2) et la présence ou non de 

métastases (M0, M1). Cinq stades tumoraux sont définis à partir du statut TNM : TNM0, 

TNM I, TNM II, TNM III et TNM IV sur lesquels sera basé le traitement (figure 11). Le 

stade 0 est le stade le plus précoce de la maladie. A ce stade, les cellules cancéreuses sont 

localisées uniquement dans la muqueuse de la paroi intestinale. Au stade I, la tumeur envahit 

les couches de tissu qui entourent la muqueuse, la sous-muqueuse et la musculeuse. Au stade 

II, les cellules cancéreuses envahissent toutes les couches de la paroi intestinale sans toucher 

d’autres organes. Le stade III correpond à l’envahissement des ganglions lymphatiques 

voisins par les cellules cancéreuses. Enfin, le stade IV correpond à un cancer propagé au delà 

du côlon via des métastases, dans la plupart des cas, hépatiques ou pulmonaires (figure 11) 

(selon la fondation ARC, mis à jour le 03/2018). 

La survie à 5 ans dépend directement du stade. A titre d’exemple, les patients 

présentant des tumeurs de stade I ont une survie à 5 ans > 90%, alors que les patients ayant 

des tumeurs de stade IV ont une survie à 5 ans de moins de 20% (Ferlay et al., 2015). 

II.3.2. Facteurs moléculaires et sériques 

Le dosage sérique des taux d’ACE (antigène carcino-embryonnaire) est utilisé 

couramment comme facteur de pronostique du CCR. Un taux d’ACE préopératoire élevé est 

un facteur de mauvais pronostic chez les patients atteints de CCR et est associé à un volume 

tumoral plus important ainsi qu’à un risque de développer des métastases (Dixon et al., 2003; 

Wang et al., 2002). D’autres facteurs non spécifiques du CCR existent, tels que les dosages de 

l’albumine sérique et de la protéine C-réactive.    

II.4. La prise en charge thérapeutique 

En fonction des stades d’évolution de la maladie, le traitement envisagé diffère. Le 

traitement préférentiel des stades précoces de la maladie (TNM I et II) est la résection 

chirurgicale. Elle consiste en l’ablation du segment atteint (colostomie), d’un drainage des 



Figure 12 : La séquence adénome-cancer.

La transformation d’un épithélium normal en carcinome colorectal fait intervenir une accumulation de

mutations génétiques et de modifications épigénétiques induisant tout d’abord la formation de foyers de

cryptes aberrantes puis la formation d’adénomes précoces et tardifs aboutissant à la formation d’un

carcinome. Cette longue séquence, depuis la première cellule dysplasique jusqu’au cancer invasif, a été

baptisée « séquence adénome-cancer » par Fearon et Vogelstein. La séquence adénome-cancer des patients

atteints de cancers colorectaux sporadiques (en jaune) diverge de celle observée chez les patients atteints

de maladie inflammatoire chronique de l’intestin (en bleu).

(Modifiée d’après Terzic et al., 2010)
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ganglions lymphatiques, et au rétablissement de la continuité du tube digestif (anastomose). 

Pour ces stades, l’efficacité d’une chimiothérapie adjuvante n’a pas été démontrée. 

La chimiothérapie est envisagée pour les tumeurs de stades TNM II, III, ou IV. En 

fonction du projet thérapeutique établi, il peut s’agir d’une chimiothérapie adjuvante 

(administrée après la chirurgie, afin d’éliminer les cellules tumorales résiduelles et donc de 

diminuer le risque de récidive), néo-adjuvante (dont le but est de réduire la taille de la tumeur, 

pour ensuite pouvoir proposer une chirurgie), ou palliative (quand la chirurgie n’est pas 

envisageable en raison d’une tumeur trop avancée ou de l’état général du patient trop 

précaire). Les principales drogues de chimiothérapies utilisées dans le CCR dépendent, là 

encore, du stade de la tumeur. L’action recherchée va être l’inhibition de la prolifération des 

cellules tumorales. Pour les stades non métastatiques, la chimiothérapie est composée 

principalement de l’oxaliplatine, le 5-fluoro-uracile et l’acide folinique, comme c’est le cas 

par exemple du protocole FOLFOX4, protocole de référence pour les stades II et III. Dans le 

cas de stades métastatiques, la chimiothérapie peut être associée à des traitements ciblés à 

base d’anticorps monoclonaux bloquant le récepteur de l’EGF (Epidermal growth factor), tels 

que cétuximab et panitumumab, ou le récepteur du VEGF (Vascular endothelial growth 

factor) (bévacizumab). Dans ces cancers métastasés, la chirurgie n’étant plus indiquée, si ce 

n’est en cas de tumeurs symptomatiques, et la chimiothérapie devient le traitement de choix.   

II.5. La séquence adénome-cancer 

La séquence adénome-cancer a été décrite par Volgestein et Fearon en 1990 et 

représente la chronologie des événements de mutations génétiques et de modifications 

épigénétiques qui entraîne la transformation d’un épithélium sain en un carcinome colorectal 

en passant par des stades d’épithélium hyper-prolifératif, adénome précoce et adénome tardif 

sur une période de 10 à 15 ans d’évolution (figure 12 ; Fearon and Vogelstein, 1990). Ces 

altérations génétiques et épigénétiques entraînent l’activation d’oncogènes et l’inactivation de 

gènes suppresseurs de tumeurs favorisant la survenue du CCR (figure 12). Le premier 

événement du processus de la carcinogenèse colorectale correspond à la mutation du gène 

suppresseur de tumeur APC (adenomatous polyposis coli). En effet, des altérations de ce gène 

ont été observées dès le 1er stade du processus au niveau de foyers de cryptes aberrantes. Le 

développement d’adénomes précoces et tardifs requiert, respectivement, une surexpression de 

COX-2 (cyclooxygenase-2) et des mutations de l’oncogène KRAS (kirsten rat sarcoma viral 

oncogene homolog). Enfin les altérations de tp53, impliqué dans les mécanismes de contrôle 

du cycle cellulaire, sont retrouvées à des stades tardifs de la carcinogenèse colorectale et sont 



Figure 13 : La voie Wnt/β-caténine.

A) En absence de stimulation des récepteurs Frizzled par un ligand WNT, la β-caténine est phosphorylée

par les kinases GSK3β et CK1α, dans un complexe de destruction dont font également partie l’axine et

la protéine APC. Cette phosphorylation la conduit vers l’ubiquitine-ligase, β-TRCP, et vers le

protéasome où elle est dégradée.

B) En présence d’un ligand WNT sur le récepteur Frizzled , la protéine Dishevelled est recrutée, ce qui

permet la phosphorylation du co-récepteur LRP5/6 par la CK1γ et la GSKβ, et le recrutement de l’axine

à la membrane. Le complexe de destruction est dissocié, la β-caténine n’est plus phosphorylée ni

dégradée et peut transloquer dans le noyau où elle s’associe à un ensemble de molécules impliquées

dans la transcription, en particulier les facteurs TCF/LEF. La levée de la répression permet la

transcription de nombreux gènes de prolifération, donc le gène c-myc et celui de la cycline D1, tous

deux impliqués dans la prolifération cellulaire.

(D’après Andreu et al., 2006)
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observées dans 40 à 70% des carcinomes invasifs. Ils sont accompagnés d’une perte 

d’hétérozygotie au locus 18q (Jänne and Mayer, 2000).  

 

II.5.1. Mécanismes moléculaires impliqués dans la carcinogenèse 

colorectale 

L’analyse moléculaire des CCR a permis de définir différents phénotypes de tumeur 

(Bond et al., 2012a; Bond et al., 2012b; Jass, 2007; Pritchard and Grady, 2011): le phénotype 

CIN (chromosomal instability), le phénotype MSI (microsatellite instability), et le phénotype 

CIMP (CpG island methylator phenotype). Selon ces phénotypes, différentes instabilités 

génomiques sont observées et différentes voies de signalisation régulant des processus comme 

la prolifération, la survie, la migration ou encore l’invasion sont altérées. 

 

II.5.1.1. Principales voies de signalisation impliquées dans la carcinogenèse 

colorectale 

II.5.1.1.1. La voie WNT/β-caténine 

La voie WNT/β-caténine est une voie majeure impliquée dans la carcinogenèse 

colorectale. Cette voie est activée suite à la fixation d’un ligant Wnt sur les récepteurs Frizzle, 

ce qui conduit à la phosphorylation de la protéine Dishevelled (figure 13). La protéine 

Dishevelled active la voie Jun kinase et dissocie le complexe APC/Axine/GSK (glycogen 

synthase kinase)-3 en se fixant à l’Axine. Ce complexe dissocié ne phosphoryle plus la β-

caténine. Alors que la β-caténine phosphorylée est envoyée à la dégradation par le protéasome 

26S, la forme non phosphorylée est transportée au noyau où elle va interagir avec les facteurs 

de transcription TCF (T-cell factor)/LEF (lymphoid enhancer-binding factor) pour activer la 

transcription des gènes cibles impliqués dans les phénomènes de prolifération cellulaire, 

inflammation, apoptose et sénescence cellulaire (figure 13) (MacDonald et al., 2009). 

Dans le CCR, les mutations du gène suppresseur de tumeur APC sont très fréquentes 

et entraînent souvent la formation d’une protéine APC tronquée incapable d’interagir avec le 

complexe Axine/GSK3. Le complexe est donc incapable de phosphoryler la β-caténine. Cette 

dernière n’est donc pas dégradée par le protéasome. La voie se trouve donc constitutivement 

active même en absence de ligand. Dans 15% des tumeurs sporadiques avec une protéine 

APC intacte, il peut s’agir de mutations au niveau des séquences répétées du gène de l’Axine, 

au niveau des sites de phosphorylation de la β-caténine ou encore au niveau des gènes codant 

les TCF (notamment TCF-4 au niveau du côlon) (MacDonald et al., 2009). 



Figure 14 : La voie p53/HDM2.

La voie de signalisation p53/HDM2 est activée en réponse à différents stress cellulaires tels que des

dommages à l’ADN, l’hypoxie ou encore l’activation d’oncogènes. P53 module l’expression des protéines

appartenant à la famille Bcl-2. notamment, p53 favorise l’expression des protéines pro-apoptotiques Bax,

Bad et Bim et inhibe l’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xl. L’augmentation de

l’expression des protéines pro-apoptotiques entraîne aboutissant à la mort cellulaire par apoptose. En

parallèle, p53 interagit avec les récepteurs de mort Fas, DR5 et PIDD entraînant la mise en place de la

cascade d’activation des caspases. Par ailleurs, p53 active p21, un inhibiteur du cycle cellulaire, entraînant

l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1.
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II.5.1.1.2. La voie HDM2/p53 

La protéine p53, un suppresseur de tumeur, est un facteur de transcription inductible 

par différents stress cellulaires, tels que l’hypoxie, les dommages à l’ADN, ou l’activation 

d’oncogènes. p53 est constituée de 4 sous-unités et possède un domaine de liaison à l’ADN 

qui lui permet de se lier et de réguler un grand nombre de gènes en aval pour exercer une 

fonction dans de multiples processus tels que l’arrêt du cycle cellulaire, l’apoptose, ou la 

sénescence cellulaire (Manfredi, 2010) (figure 14). Notamment, p53 induit l’expression des 

protéines pro-apoptotiques de la famille BCL-2, initie la cascade d’activation des caspases et 

active l’expression des récepteurs de mort Fas, DR5 (death receptor 5) et PIDD (P53-induced 

protein with death domain), ayant pour conséquence l’apoptose de la cellule. De plus, p53 

régule l’expression de la protéine p21WAF1, un inhibiteur des cyclines et des kinases 

dépendantes des cyclines impliquées dans la progression du cycle cellulaire. En réponse à un 

stress cellulaire, en augmentant le taux d’expression de p21, p53 induit un arrêt du cycle 

cellulaire en phase G1 mais aussi un arrêt au point de contrôle G2/M (Li et al., 2015c). Le 

régulateur majeur de l’expression de p53 est l’onco-protéine HDM2 (human double minute 2) 

qui régule l’ubiquitination et par conséquence la dégradation de p53. De ce fait, HDM2 

contribue à maintenir un niveau d’expression de p53 très faible dans les cellules saines. 

La prévalence des mutations dans le gène codant pour p53 est très élevée dans les 

CCR et atteint 34% des tumeurs coliques proximales et 45% des tumeurs coliques distales et 

rectales (Russo et al., 2005). La majorité des mutations dans le gène codant pour p53 

apparaissent au niveau du site de liaison à l’ADN, provoquant ainsi la perturbation de 

l’interaction de p53 avec ses gènes cibles. Les différentes mutations du gène codant pour p53 

sont des déterminants majeurs de l’évolution du CCR. En effet, les mutations du gène codant 

pour p53 sont associées à l’invasion lymphatique et vasculaire, la capacité à établir des 

métastases et à la résistance à la chimiothérapie. Ceci fait du statut de p53 un facteur de 

pronostic (Li et al., 2015a). 

II.5.1.1.3. La voie TGF-β/SMAD 

La voie TGF-β/SMAD (transforming growth factor-beta/small mothers against 

decapentaplegic) est impliquée dans la croissance et la différenciation cellulaire, la synthèse 

de la matrice extracellulaire, la réponse immunitaire et l’angiogenèse et est considérée comme 

une voie « suppresseur de tumeur » dans le côlon. La fixation d’un ligand TGF-β sur son 

récepteur permet l’activation de ce dernier par phosphorylation. Le récepteur activé 

phosphoryle différentes protéines SMAD (SMAD 2 et 3/ SMAD 1, 5 et 8) en fonction du 



Figure 15 : La voie TGF-β/SMAD.

La fixation du ligand TGF- ß sur son récepteur permet l’activation de ce dernier par phosphorylation. Le

récepteur activé phosphoryle différentes protéines SMAD (SMAD 2 et 3/ SMAD 1, 5 et 8) en fonction

du couple ligand/récepteur formé. Les protéines SMAD phosphorylées s’associent avec la protéine

SMAD4. Les complexes SMAD/SMAD4 sont alors transloqués au noyau où ils vont pouvoir activer la

transcription des gènes cibles tels que les initiateurs de l’apoptose ou les inhibiteurs principaux du cycle

cellulaire (p15INK4B, p16INK4A et p21Cip).

(Modifiée de https://www.mycancergenome.org/content/molecular-medicine/pathways/TGF-beta-

signaling)
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couple ligand/récepteur formé. Les protéines SMAD phosphorylées s’associent avec la 

protéine SMAD4 (figure 15). Les complexes SMAD/SMAD4 sont alors transloqués au noyau 

où ils peuvent activer la transcription des gènes cibles tels que les initiateurs de l’apoptose ou 

les inhibiteurs principaux du cycle cellulaire (p15INK4B, p16INK4A et p21). Lorsqu’un  

constituant de cette voie de signalisation est muté ou sous exprimé, les gènes inhibiteurs du 

cycle cellulaire ne sont plus activés, la prolifération cellulaire devient alors incontrôlée, 

favorisant ainsi le développement de tumeurs (figure 15).  

Chez les patients atteints de CCR, ont été retrouvées des mutations inactivatrices du 

récepteur au TGF-β (TGFBRII) (Bellam and Pasche, 2010). Dans 20 à 30 % des CCR de 

phénotype CIN, présentant une instabilité chromosomique (voir partie II.5.1.2.), cette voie est 

affectée par une mutation du gène codant pour la protéine SMAD4, aboutissant à une protéine 

instable ne pouvant pas être phosphorylée ou à la perte du bras chromosomique 18q où ce 

gène est situé (Eppert et al., 1996). Il a été montré que la perte de l’expression de la protéine 

SMAD4 est associée avec les métastases ganglionnaires (Tanaka et al., 2008). L’expression 

de la protéine SMAD2, dont le gène est aussi situé sur le chromosome 18q, est altérée dans 

6% des CCR. 

II.5.1.1.4. La voie RAS/MAPK 

La voie de signalisation RAS/MAPK (rat sarcoma/mitogen-activated protein kinase) 

joue un rôle important dans la régulation de la prolifération, la survie, la différenciation et la 

migration cellulaire, ainsi que l’angiogenèse (McCubrey et al., 2007). La voie RAS/MAPK  

transmet des signaux mitogènes via des récepteurs à tyrosine kinase comme l’EGFR ou 

VEGFR. La fixation du ligand sur le récepteur entraîne le rapprochement des 2 parties 

du récepteur, leur dimérisation, et l’activation par transphosphorylation de leur partie 

intracellulaire, par le biais de modifications conformationnelles, correspondant à l’activation 

du domaine tyrosine-kinase. La protéine d’amarrage GRB2 (growth factor receptor-bound 

protein 2) se lie aux résidus phosphotyrosine du récepteur activé d’une part, et au facteur 

d’échange de nucléotide guanine, SOS (son of sevenless), d’autre part (figure 16). La 

protéine SOS transforme la forme RAS-GDP inactive en forme RAS-GTP active. L’activation 

et le recrutement à la membrane de RAS entraînent la phosphorylation et l’activation de la 

protéine RAF (Rapidly accelerated fibrosarcoma) qui, à son tour, active par phosphorylation 

la kinase MEK (MAPK-ERK-Kinase). MEK active alors de manière très spécifique, par 

double phosphorylation, ERK (extracellular signal-regulated kinase), ce qui entraîne sa 

translocation au niveau du noyau et la transcription des gènes codant pour des facteurs de 

transcription c-FOS et autres, tels que c-MYC, c-JUN ou JUNB, qui stimulent l’expression 



Figure 16 : Les voies RAS/MAPK et PI3K/AKT/mTOR.

L’activation de les voie de signalisation RAS/MAPK et PI3K/AKT/mTOR débute par la fixation d’un ligand
sur un récepteur à tyrosine kinases tels que EGFR ou VEGFR.
La voie RAS/MAPK: La protéine GRB2 se lie aux résidus phosphotyrosine du récepteur d’une part, et au
facteur d’échange de nucléotide guanine, SOS d’autre part. La protéine SOS transforme la forme RAS-GDP
inactive en forme RAS-GTP active. Ceci entraine la phosphorylation et l’activation de la protéine RAF qui,
à son tour, active par phosphorylation la kinase MEK. À son tour, MEK par double phosphorylation, ERK,
entraînant sa translocation au noyau et l’expression des cibles de la voie.
La voie PI3K/AKT/mTOR : La partie intracellulaire du récepteur phosphorylée sert de station d’amarrage
à la sous-unité régulatrice de PI3K, p85. L’activation de la PI3-kinase conduit au recrutement de la kinase
AKT à proximité de la membrane plasmique où elle est phosphorylée. AKT est un proto-oncogène, qui a de
nombreuses cibles en aval dont mTOR. mTOR est régulée par la kinase AKT de manière indirecte par
inactivation de TSC2. La protéine mTOR joue différents rôles selon les protéines qu’elle active ou inhibe,
tels que la régulation du cycle cellulaire, de l’apoptose, la prolifération cellulaire, l’angiogenèse ainsi que la
régulation de la disponibilité en nutriments.
(D’après Lièvre et Laurent-Puig, 2010)
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d’un grand nombre de gènes, en particulier ceux de la cycline D1 et de cdk (cyclin-dependant 

kinase)-6 ayant un rôle majeur dans l’initiation du cycle cellulaire en phase G1. 

  Chez l’Homme, on retrouve 3 protéines RAS : H-RAS, K-RAS, N-RAS. Chez les 

patients atteints de CCR, on retrouve des mutations de K-RAS qui entraînent l’activation 

constitutive de la voie RAS/MAPK. Ces mutations sont retrouvées dans 50% des tumeurs de 

phénotype CIN. L’activation de la voie RAS/MAPK peut aussi être associée à la 

surexpression des récepteurs des facteurs de croissance, tels que l’EGFR qui est surexprimé 

dans 30 à 70% des CCR (Markman et al., 2010). 

 

II.5.1.1.5. La voie PI3K/AKT/mTOR 

La voie PI3K/AKT/mTOR (phosphoinositide 3 kinase/ AKT8 virus oncogene cellular 

homolog / mammalian target of rapamycin) joue un rôle essentiel dans de nombreuses 

fonctions cellulaires telles que la régulation du métabolisme cellulaire, la prolifération, la 

survie et la migration cellulaire. Cette voie transmet, comme la voie RAS/MAPK, des signaux 

provenant de nombreux récepteurs à tyrosine kinase. Lorsqu’un ligand se fixe sur son 

récepteur, celui-ci se dimérise, et s’active par transphosphorylation de sa partie intracellulaire, 

correspondant à l’activation du domaine tyrosine-kinase. La partie intracellulaire 

phosphorylée du récepteur sert alors de station d’amarrage à certaines protéines 

intracellulaires, comme par exemple p85, la sous-unité régulatrice de PI3K (figure 16). 

L’activation de la PI3K conduit au recrutement de la sérine/thréonine kinase, AKT, à 

proximité de la membrane plasmique où elle est phosphorylée. AKT est un proto-oncogène, 

qui a de nombreuses cibles en aval dont mTOR. mTOR est régulée par la kinase AKT de 

manière indirecte par phosphorylation et inactivation de TSC2 (tuberous sclerosis complex 2). 

La protéine mTOR joue un rôle dans la régulation du cycle cellulaire, l’apoptose, la 

prolifération cellulaire, l’angiogenèse ainsi que la régulation de la disponibilité en nutriments 

selon les protéines qu’elle active ou inhibe (Dreyer et al., 2009).  

La voie PI3K/AKT/mTOR est fréquemment dérégulée dans les cellules cancéreuses, la 

plupart des protéines la constituant pouvant être mutées, délétées ou surexprimées selon les 

cas. Dans les CCR, la plupart des mutations de la voie affectent le gène PIK3CA codant pour 

la sous unité catalytique alpha de la PI3K. Cependant, dans 40% des cas de CCR sporadique, 

des mutations sont observées au niveau des acteurs de la voie PI3K/AKT tels que PTEN 

(phosphatase and tensin homolog), un inhibiteur de l’activation de PI3K, AKT2 un isoforme 

de AKT, ou encore p85 (Samuels and Ericson, 2006). 



Figure 17 : La voie NOTCH.

La voie NOTCH est activée par la liaison du récepteur NOTCH avec l’un de ses ligands, les familles de

protéines Delta et Serrate, situées à la surface des cellules voisines. Suite à son interaction avec son ligand,

le récepteur NOTCH subit une série de clivages protéolytiques, conduisant au relargage du domaine

extracellulaire de NOTCH, NECD. Une fois libéré dans le cytoplasme, le fragment intracellulaire du

récepteur NOTCH, NICD, migre jusqu’au noyau et se lie au complexe CSL entraînant la transcription des

gènes cibles de NOTCH.
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Les voies PI3K/AKT/mTOR et RAS/MAPK sont souvent dérégulées simultanément 

dans le CCR. Leur activation simultanée est associée à la progression du CCR et à une survie 

plus faible. L’activation de ces deux voies favorise la progression métastatique du CCR (Ye et 

al., 2014). 

II.5.1.1.6. La voie NOTCH 

La voie NOTCH est  impliquée dans l’embryogenèse, la morphogenèse, le 

renouvellement et la prolifération ainsi que l’apoptose. Elle joue également un rôle majeur 

dans l’orientation des cellules souches au cours de leur différenciation (Brahmi et al., 2017). 

C’est une voie de signalisation juxtacrine entre deux cellules au contact l’une de l’autre. La 

voie NOTCH est activée par la liaison du récepteur NOTCH avec l’un de ses ligands, les 

familles de protéines Delta et Serrate, situées à la surface des cellules voisines (figure 17). 

Suite à son interaction avec son ligand, le récepteur NOTCH subit une série de clivages 

protéolytiques, conduisant au relargage du domaine extracellulaire de Notch, NECD (NOTCH 

extracellular domain). Une fois libéré dans le cytoplasme, le fragment intracellulaire du 

récepteur Notch, NICD (NOTCH intracellular domain), migre jusqu’au noyau et se lie au 

complexe CSL, entraînant la transcription des gènes cibles de NOTCH. La fixation du 

domaine intracellulaire de NOTCH sur l’ADN est régulée par deux enzymes cdk-8 et 

l’ubiquitine ligase Fbxw7. Celles-ci vont entraîner par phosphorylation puis ubiquitination, la 

dégradation protéasomale du domaine intracellulaire de NOTCH et inactiver la voie.  

Des dérégulations de la voie NOTCH ont été rapportées dans le cancer. Cependant son 

rôle exact, oncogénique ou suppresseur de tumeur, dépend du contexte cellulaire. Notamment, 

l’expression de Jagged-1, un ligand de NOTCH, est dérégulée dans le CCR, ayant pour 

conséquence une augmentation de Notch-1. Les études ont montré que l’augmentation de 

l’expression de Notch-1 est positivement corrélée à la progression tumorale, au grade tumoral 

et à la survenue de métastases, ce qui peut être directement lié à une inhibition de l’apoptose 

par Notch-1. De plus, un autre médiateur de la voie, HES1, se trouvant en aval de Notch, a la 

capacité d’inhiber KLF (Kruppel-like factor)-4, un répresseur transcriptionnel qui peut inhiber 

la prolifération des cellules cancéreuses coliques (Vinson et al., 2016). Notch-1 est donc 

associée à un mauvais pronostic. Notch-3 est surexprimée dans les CCR primaires et 

métastatiques et est associée à un phénotype agressif de la maladie dans un modèle de 

xénogreffe (Serafin et al., 2011). Enfin, des études ont également montré que la voie de 

signalisation Notch peut être dérégulée en absence d’altération des gènes impliqués dans la 



Figure 18 : Implication des oncomiRs et miARNs suppresseurs de tumeurs dans le CCR.

L’augmentation de l’expression des oncomiRs et la diminution de l’expression des miARNs suppresseurs

de tumeurs participe à la mise en place de la carcinogénèse en modulant l’expression d’oncogènes tels que

KRAS, VEGF-A, PI3K, AKT2 et p70S6K1 ou de gènes suppresseurs de tumeur comme Bim, PDC4,

TP53INP1, Thrombospondine 1. Ceci participe à la mise en place et au maintien de processus pro-

tumoraux tels que la prolifération cellulaire, la résistance à l’apoptose, la migration/invasion cellulaire et

l’angiogenèse.

(Modifiée d’après Raisch et al., 2013)
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voie mais par l’interaction de cette voie avec d’autres voies de signalisation telles que la voie 

WNT/β-caténine (Brahmi et al., 2017).  

 

II.5.1.1.7. Régulation epigénétique et microARN 

Dans le CCR, il existe une hypométhylation globale du génome, qui peut entraîner la 

réactivation de gènes normalement réprimés en condition saine. La méthylation de l’ADN est 

sous la dépendance des ADN méthyltransférases (DNMT, DNA Methyltransferase). L’une 

des DNMT la plus étudiée dans le CCR est la DNMT-1 qui a une activité 200 fois supérieure 

dans le CCR que dans le tissu sain (Zhu et al., 2007). Dans environ 12% des cas de CCR, une 

hyperméthylation des îlots CpG présents dans les promoteurs des gènes suppresseurs de 

tumeurs pourrait être à l’origine de l’instabilité génétique observée (Goel and Boland, 2010). 

Les tumeurs présentant une hyperméthylation au niveau des promoteurs des gènes 

suppresseurs de tumeurs sont plus fréquemment de localisation proximale, d’architecture 

festonnée et retrouvées chez les patients âgés et définissent le phénotype de tumeur appelé 

CIMP (CpG Island Methylator Phenotype) (Vatandoost et al., 2015). 

Les microARN (miARN) sont de petits ARNs non codants dont la fonction principale 

est de  réguler l’expression des gènes de manière post-transcriptionnelle en se fixant sur la 

région 3’-UTR (Untranslated region) des ARN messagers, ce qui conduit à leur dégradation 

ou l’inhibition de leur traduction (Goel and Boland, 2010). La surexpression des miARN 

ayant un rôle oncogénique, appelés ainsi les oncomiRs, tels que miR-21, miR-155 et les 

clusters miR-17-92 et miR-106b-25, et la diminution de l’expression des miARN 

suppresseurs de tumeurs, tels que miR-143, miR-145 et miR-34a, peuvent participer au 

développement tumoral en modulant les processus de prolifération et d’apoptose cellulaire, de 

migration et d’angiogenèse (Raisch et al., 2013) (figure 18). 

 

II.5.1.2. Les différents phénotypes de carcinogenèse colorectale 

Il est décrit deux principaux phénotypes de la carcinogenèse colorectale, tous deux 

résultant d’une instabilité génétique : l’un au niveau chromosomique (instabilité 

chromosomique ; CIN (Chromosomal instability) et le second à l’échelon des nucléotides 

(instabilité des locus microsatellites ; MSI (Microsatellite instability) (Grady and Markowitz, 

2015). Un troisième  phénotype, celui de l’hyperméthylation des îlots CpG, est caractérisé par 

une hyperméthylation globale du génome, résultant en la perte d’expression de gènes 

suppresseurs de tumeurs ou autres gènes associés au développement tumoral. 
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L’hyperméthylation globale du génome peut être associée aux deux autres phénotypes de la 

carcinogenèse colorectale puisqu’elle peut influencer des gènes impliqués dans l’un ou l’autre 

des phénotypes.  

II.5.1.2.1. Phénotype CIN (instabilité chromosomique) 

Ce mécanisme moléculaire de carcinogenèse est le plus fréquent dans le CCR. En 

effet, il concerne 75 à 85 % des CCR sporadiques et est observé dans 100% des carcinomes 

développés dans le cadre d’un CCR faisant suite à la polypose adénomateuse familiale. Ces 

cancers sont caractérisés par des pertes alléliques fréquentes correspondant à des régions de 

gènes majeurs tels qu’APC sur le chromosome 5q, TP53 sur le chromosome 17p, KRAS sur le 

chromosome 12 et SMAD2/4 sur le chromosome 18q (Pino and Chung, 2010). 

 

II.5.1.2.2. Phénotype  MSI (instabilité microsatellitaire) 

Le MSI est associé à environ 15 % des CCR sporadiques et à la quasi-totalité des 

cancers héréditaires sans polype (ou HNPCC, Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer) 

(Müller et al., 2004). Ce phénotype est caractérisé par des altérations dans de courtes 

séquences répétées, les séquences micro-satellitaires (Heinimann, 2013). Les cellules 

cancéreuses présentent une défaillance du mécanisme de réparation des mésappariements de 

l’ADN, appelé système MMR. Ce système est composé des gènes MLH1 (MutL homolog 1), 

MSH (MutS homolog)-2, 3 et 6, PMS (Post-meiotic segregation)-1 et 2, codant pour des 

protéines qui interagissent entre elles pour identifier puis corriger les mésappariements de 

l’ADN. 

Les CCR présentant de tels défauts sont dits de type MSI et sont classés en 3 groupes 

selon le degré d’instabilité des microsatellites :  

- Les cancers MSI-H (High ; à haut niveau d’instabilité) quand le nombre de séquences 

touchées est supérieur à 2. Pour les CCR sporadiques MSI-H, le défaut de MMR est 

principalement dû à une hyperméthylation du promoteur du gène MLH1 (Coppede, 

2014). 

- Les cancers MSI-L (Low ; à faible niveau d’instabilité) quand une seule séquence 

microsatellite est touchée. Ces défauts sont dus à un mécanisme différent des tumeurs 

MSI-H. L’instabilité est créée par l’hyperméthylation du gène codant pour l’enzyme 

de la réparation de l’ADN, MGMT (methylguanine DNA methyltranferase), ce qui 



Page | 34 
 

aboutit à sa perte d’expression. Il en résulte une accumulation de mésappariements 

non réparés provoquant des erreurs de séquences au niveau de certains gènes 

conduisant au profil MSI-L (Minoo, 2013). 

- Les cancers MSS (microsatellite stable) sans instabilité. 

 

II.5.1.2.3. Le phénotype méthylateur des îlots CpG (CIMP) 

L’hyperméthylation des îlots CpG est décrite comme un phénomène majeur de la 

carcinogenèse colorectale. En effet, la méthylation des cytosines permet une régulation très 

fine de l’expression des gènes cibles. Des études ont mis en évidence l’hyperméthylation de 

plusieurs gènes impliqués dans la progression du CCR, notamment des hyperméthylations au 

niveau des promoteurs de certains gènes suppresseurs de tumeur. Plusieurs études ont montré 

que la perte d’expression du gène APC est due à une hyperméthylation du promoteur de ce 

gène selon une fréquence variant de 10 à 50% (Chen et al., 2005; Esteller et al., 2000). De 

plus, les tumeurs CIMP à forte hyperméthylation, sont souvent associées à des mutations 

fréquentes et précoces de BRAF (v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B) (Leggett 

and Whitehall, 2010). Au contraire, les tumeurs CIMP à hyperméthylation plus faible sont 

plutôt associées à la mutation du gène KRAS et possèdent moins de gènes méthylés (Barault et 

al., 2008a; Tanaka et al., 2010). 

Le gène MLH1, dont la mutation constitutionnelle est responsable du syndrome 

HNPCC, a été retrouvé inactivé par hyperméthylation de son promoteur dans 10 à 50% des 

cas (Esteller and Herman, 2002; Iacopetta et al., 2006). L’hyperméthylation du promoteur du 

gène MLH1 est associée au phénotype MSI-H. Ces tumeurs présentent donc le double 

phénotype MSI-H et CIMP. 

 

II.5.1.3. Evènements moléculaires associés aux maladies inflammatoires chroniques de 

l’intestin et rôle de l’inflammation dans le CCR 

Les étapes majeures du développement du CCR, de la mise en place d’un épithélium 

hyperprolifératif jusqu’à l’apparition d’un carcinome colorectal, sont similaires entre les CCR 

sporadiques et les CCR associés aux maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI).  

Cependant, la chronologie des altérations moléculaires dans les CCR associés aux 

MICI diffère par rapport à celle des formes sporadiques, et l’inflammation chronique pourrait 

participer à la progression de la séquence adénome-cancer (figure 12) (Rhodes and Campbell, 
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2002). En effet, les altérations du gène TP53 constituent un évènement précoce alors que 

celles du gène APC interviennent plus tardivement dans le développement des CCR associés 

aux MICI. La susceptibilité augmentée des patients atteints de MICI à développer un CCR 

(Cunningham et al., 2010) ainsi que la diminution de 40 à 50% du risque de développer un 

CCR observée chez les patients qui utilisent à long terme (10-15 ans) des anti-inflammatoires 

non stéroïdiens (Chan et al., 2007; Flossmann et al., 2007; Rostom et al., 2007) sont des 

arguments forts en faveur d’une implication de l’inflammation dans le CCR.  

Il est intéressant de noter que les CCR sporadiques non associés aux MICI présentent 

une infiltration inflammatoire robuste ainsi qu’une forte expression de cytokines et 

chimiokines pro-inflammatoires (Atreya and Neurath, 2008; Clevers, 2004). Au cours du 

développement tumoral, les cellules de l’immunité innée telles que les macrophages, 

neutrophiles et cellules dendritiques sont recrutées au niveau de la tumeur. Les cellules de 

l’immunité adaptative telles que les lymphocytes T et B sont aussi recrutées au niveau des 

tumeurs et peuvent jouer un rôle pro- ou anti-tumoral. Notamment, les lymphocytes T 

excercent un rôle dans la progression tumorale mais sont aussi impliqués dans l’immunité 

anti-cancer (Terzić et al., 2010).  

Dans les cas de CCR sporadiques, le recrutement des cellules immunitaires intervient 

après la formation de la tumeur. L’inflammation chronique qui en résulte peut favoriser 

l’accumulation de mutations génétiques et de modifications épigénétiques favorisant ainsi la 

progression du CCR. En effet, l’activation et le recrutement des cellules immunitaires 

entraînent la sécrétion d’espèces réactives de l’oxygène (ROS ; reactive oxygen species) et de 

l’azote (RNS ; reactive nitrogen species) ayant un fort pouvoir génotoxique (Meira et al., 

2008), la production de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires et de facteurs de 

croissance (Francescone et al., 2015).  

La production de ces médiateurs pro-inflammatoires est médiée par plusieurs acteurs 

majeurs tels que NF-κB (nuclear factor-kappa B), STAT3 (signal transducer and activator of 

transcription 3), PI3K/AKT et COX-2/PGE2 (prostaglandin E2) impliqués dans de nombreux 

processus cellulaires notamment les phénomènes de prolifération, angiogenèse, invasion et 

métastases (Francescone et al., 2015). Ce microenvironnement inflammatoire est très similaire 

au microenvironnement tumoral suggérant l’implication des mêmes médiateurs dans les MICI 

et dans le CCR (Francescone et al., 2015).  

 

 



Figure 19 : Répartition des différentes formes de CCR.

Les CCR sporadiques, dont l’étiologie n’est à ce jour pas clairement définie, représentent la forme

majoritaire (90%) des CCR, suivi par les CCR dits « familiaux » (environ 20%) s’ils possèdent au moins

deux parents du 1er degré atteint de cette pathologie. Les cancers héréditaires représentent 5 à 10% des

CCR dont la polypose adénomateuse familiale (<1%) et les cancers colorectaux héréditaires sans

polypose (3-5%). Un contexte de maladie inflammatoire chronique de l’intestin représente un facteur de

risque de développer un CCR et est observé dans 1 à 2% des cas.

(Modifiée d’après Half et al., 2009)
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II.6. Etiologie des CCR 

Seulement 5 à 10% des CCR font intervenir des prédispositions génétiques se 

présentant sous deux formes, la polypose adénomateuse familiale et le cancer héréditaire sans 

polype. Dans la majorité des cas (environ 90% des cas), les CCR sont dits sporadiques sans 

prédispositions génétiques dont 20% surviennent au sein de « familles à risques », sans 

qu’une anomalie génétique précise ne soit identifiée. Enfin, 1 à 2% des CCR surviennent 

quant à eux dans le cadre des MICI (Terzić et al., 2010; Weitz et al., 2005) (figure 19). 

 

II.6.1. Les maladies génétiques prédisposantes 

II.6.1.1. La polypose adénomateuse familiale 

La PAF (polypose adénomateuse familiale), représentant environ 1% des CCR, est une 

maladie héréditaire rare à transmission autosomique dominante. La PAF est caractérisée par 

l’apparition de milliers de petits polypes au niveau du côlon et du rectum dès le plus jeune âge 

de l’individu et qui évolue en CCR vers l’âge de 40 ans. Elle est due, dans 80% des cas, à une 

mutation germinale au niveau du gène suppresseur de tumeur APC. De nombreuses mutations 

différentes de ce gène ont été rapportées comme étant impliquées dans la PAF, entraînant 

toutes l’apparition d’un codon stop prématuré aboutissant à la synthèse d’une protéine APC 

tronquée (Jasperson et al., 2010). En absence de la protéine APC, la β-caténine n’est plus 

dégradée par le protéasome, et la voie WNT/ β-caténine est alors constitutivement active, ce 

qui entraîne la transcription des gènes impliqués dans la prolifération cellulaire. De rares cas 

de PAF, souvent sous forme atténuée, ne sont pas dues à la mutation du gène APC mais à une 

mutation biallélique au niveau du gène MUTYH (mutY homolog) impliqué dans les 

réparations des dommages à l’ADN par excision de base (Jasperson et al., 2010). 

II.6.1.2. Le syndrome de Lynch 

Le syndrome de Lynch ou cancer héréditaire sans polype (HNPCC, hereditary non-

polyposis colorectal cancer) est plus fréquent que la PAF puisqu’il représente 2 à 4% des cas 

de CCR (Jasperson et al., 2010). Chez les patients atteints du syndrome de Lynch, le 

développement des tumeurs est causé par une instabilité microsatellitaire, où l’on retrouve 

dans 45 à 70% des cas des mutations au niveau des gènes MLH1 et MSH2 impliqués dans les 

systèmes de réparation des mésappariements générés au cours de la réplication (Jasperson et 

al., 2010). Ce défaut de réparation s’exprime sur les séquences microsatellites, courtes 
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séquences répétées de 1 à 5 nucléotides. Le syndrome de Lynch prédispose les patients à 

d’autres cancers hors du tube digestif (cancers de l’endomètre, estomac, pancréas, voies 

biliaires,...) (Jasperson et al., 2010).  

II.6.1.3. La polypose juvénile 

La polypose juvénile est caractérisée par le développement de multiples polypes chez 

les adolescents ou les jeunes adultes majoritairement au niveau du côlon et du rectum. Elle est 

transmise de façon autosomique dominante et résulte de l’altération du gène SMAD4 dans 20 

à 50% des cas (Larsen Haidle and Howe, 1993). Même si la polypose juvénile est considérée 

comme bénigne, elle prédispose les patients au développement de cancers (côlon, estomac, 

intestin grêle, pancréas). Chez les patients atteints de la polypose juvénile, le risque de 

développer un CCR est de 39% tous âges confondus (Brosens et al., 2007).  

II.6.2. Les maladies inflammatoires chroniques prédisposantes 

Le CCR associé à une colite (ou CAC, colitis-associated cancer) désigne le 

développement d’un CCR faisant suite à des MICI et représente 1 à 2% des cas de CCR. Les 

patients atteints des MICI ont un risque de développé un CAC plus élevé comparé à la 

population générale. En effet, une méta-analyse prenant en compte 116 études indépendantes 

réalisées dans le monde a permis d’établir une prévalence du CCR s’élevant à 3,7% chez les 

patients atteints de la réctocolite hémorragique, une forme de MICI (Eaden et al., 2001). Chez 

les patients atteints de la maladie de Crohn, une autre forme de MICI, le risque relatif de 

développer un CCR est 0,8 à 20 fois plus élevé que dans la population générale (Averboukh et 

al., 2011; Canavan et al., 2006). En 2017, une étude incluant 44 278 individus a montré une 

augmentation de la prévalence des adénomes colorectaux chez les individus consommant un 

régime alimentaire à un haut potentiel inflammatoire (Haslam et al., 2017). 

Le syndrome métabolique est reconnu depuis longtemps comme une maladie 

inflammatoire chronique, qui de ce fait pourrait favoriser le développement du CCR (Ishino et 

al., 2013). Le syndrome métabolique est défini par l’association de plusieurs pathologies, 

telles qu’une obésité, une résistance à l’insuline, une hyperglycémie, une dysplidémie (une 

quantité anormale de lipides) qui augmentent le risque de développer un diabète de type 2 et 

des maladies cardiovasculaires. Les patients atteints de syndrome métabolique présentent un 

risque de développer un CCR augmenté de 2 à 10 fois par rapport à la population générale 

(Ishino et al., 2013; Tal et al., 2014). Plus de 60% des patients atteints de syndrome 

métabolique présentent une obésité également connue comme étant un facteur de risque du 
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CCR puisqu’elle est estimée être à l’origine de 14% des décès par cancer chez l’homme et 

20% chez la femme (Berger, 2014). Une méta-analyse incluant 9 millions de participants 

venant de différents pays a montré que les patients en surpoids ont un risque de développer un 

CCR augmenté de 1,3 fois par rapport aux patients contrôles (Ma et al., 2013). De plus, un 

indice de masse corporel élevé est associé à un risque accru de développer un CCR, surtout 

chez l’homme (Bardou et al., 2013; Chen and Iverson, 2012). En revanche, une réduction de 

la masse coporelle est associée à une diminution de 40 à 60% de l’incidence des CCR chez les 

personnes obèses (Adams et al., 2007; Bardou et al., 2013).  

 

II.6.3. Les CCR sporadiques 

La majorité des cas de CCR sont dits « sporadiques », sans prédispositions génétiques 

ou historique familial de CCR. Plusieurs facteurs de risque ont été décrits tels que l’âge, 

puisque près de 80% des CCR sont diagnostiqués chez des individus de plus de 50 ans. Au-

delà des facteurs de risque indépendant de l’individu, certains facteurs de risque liés au mode 

de vie ont été décrits. En 2012, une étude a mis évidence une disparité d’incidence du CCR 

selon le statut socio-économique avec une augmentation de l’incidence lorsque le statut socio-

économique était plus faible comparé à un statut plus élevé. Cette étude a montré que 

l’augmentation de l’incidence du CCR chez ces individus était due à une forte prévalence des 

comportements à risque tels que la consommation d’alcool, la consommation de cigarettes, un 

régime alimentaire non adapté, et l’absence d’activité physique (Doubeni et al., 2012). Plus 

récemment, les études ont montré que le microbiote intestinal constitue un nouveau facteur de 

risque du CCR. 

II.6.3.1. Impact de l’alimentation 

L’alimentation joue un rôle important dans la survenue du CCR puisqu’il est estimé 

qu’un mauvais régime alimentaire est impliqué dans 30 à 50% des CCR dans le monde. Les 

études ont montré qu’une alimentation riche en viande rouge et pauvre en fibre, en calcium, et 

en vitamine D peut augmenter le risque de développer un CCR (Ryan-Harshman and Aldoori, 

2007). En effet, la consommation de viande rouge est associée à une augmentation de 17% du 

risque de développer un CCR (La Vecchia et al., 1996; Sandhu et al., 2001). Les propriétés 

carcinogéniques des amines hétérocycliques produits au cours de la cuisson de la viande 

rouge pourraient être responsables de l’augmentation du risque de développer un CCR. En 

revanche, le calcium et la vitamine D sont associés à une diminution du risque de développer 

un CCR de par leur capacité à limiter la prolifération cellulaire et à favoriser la différenciation 
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cellulaire (Peters et al., 2001). Enfin, une étude a mis en évidence un risque de développer un 

CCR diminué environ de 40% chez les individus qui consomment le plus de fibre versus ceux 

qui en consomment le moins (Bingham et al., 2003). 

II.6.3.2. Impact de la consommation d’alcool 

Il est suspecté que la consommation d’alcool pourrait être impliquée dans le 

développement du CCR puisque l’un des composants résultant du métabolisme de l’alcool, 

l’acétaldéhyde, possède des propriétés mutagènes et cancérigènes (Boffetta and Hashibe, 

2006). Une étude sur 8 cohortes a mis en évidence l’impact de façon dose-dépendant de la 

consommation d’alcool sur la survenue du CCR. En effet, la consommation d’une dose de 

30g d’éthanol par jour ou plus augmente le risque de développer un CCR de 16%, et la 

consommation de 45g d’éthanol par jour augmente le risque de 41% (Cho et al., 2004). Bien 

que le rôle de l’alcool dans la carcinogenèse colorectale ne soit pas bien défini, les études 

montrent qu’il pourrait faire intervenir sa capacité à réduire les folates, modifier la 

composition des acides biliaires, induire des méthylations anormales de l’ADN et à retarder la 

réparation de l’ADN (Kune and Vitetta, 1992; Pericleous et al., 2013; Seitz and Becker, 

2007). 

Au contraire, la consommation quotidienne de vin rouge aurait un rôle protecteur sur 

la survenue du CCR via les polyphénols qu’il contient, connus pour leurs effets anti-oxidants, 

inhibiteurs de la prolifération cellulaire ou anti-angiogéniques (Pericleous et al., 2013). 

II.6.3.3. Impact du tabagisme actif 

Le tabagisme actif a aussi été mis en évidence comme un facteur de risque du CCR de 

façon temps- et dose- dépendante. En 2008, une méta-analyse a montré que les fumeurs actifs 

ont un risque de développer un CCR augmenté de 18% comparativement aux sujets non-

fumeurs (Botteri et al., 2008). Il a également été mis en évidence dans un modèle murin de 

xénogreffe une augmentation du volume des tumeurs suite à une exposition à la nicotine 

(Wong et al., 2007).  

II.6.3.4. Impact de l’activité physique 

Le risque de développer un CCR est diminué par la pratique d’une activité physique 

(Walter et al., 2017). En effet, les individus ne pratiquant aucune activité physique ont un 

risque de développer un CCR plus élevé de 27% comparé à des individus pratiquant une 

activité physique (Golshiri et al., 2016). La pratique d’une activité physique régulière diminue 
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le risque de développer un CCR de 40 à 50% (Ghafari et al., 2016). Bien que l’action de 

l’activité physique sur le CCR soit mal définie, il a été proposé que la pratique d’une activité 

physique pourrait être bénéfique en diminuant le tissu adipeux central, en modulant les taux 

d’hormones métaboliques, en réduisant l’inflammation et en améliorant la fonction 

immunitaire (Kruk and Czerniak, 2013). 

II.6.3.5. Implication du microbiote intestinal 

Il a été suggéré que la survenue du CCR pouvait être influencée par le microbiote 

intestinal puisque le tube digestif est en constante exposition avec ce dernier. De plus, le CCR 

affecte préférentiellement le côlon, où la densité bactérienne est la plus forte (1012 bactéries 

par gramme de tissu versus 102 bactéries par gramme de tissu dans l’intestin grêle ; Tjalsma et 

al., 2012). Plusieurs études ont mis en évidence une modification de la composition du 

microbiote associé à la muqueuse colique chez les patients atteints de CCR comparativement 

aux sujets contrôles (Chen et al., 2012; Gao et al., 2015; Lu et al., 2016). De plus, dans des 

modèles animaux prédisposés au développement de CCR (génétiquement prédisposé ou induit 

chimiquement), les animaux axéniques développent moins de tumeurs que ceux portant un 

microbiote conventionnel. Ces données suggèrent que le microbiote intestinal est un acteur 

important dans la carcinogenèse colorectale. Les mécanismes par lesquels le microbiote 

intestinal peut influencer le CCR sont développés dans la partie 3 de ce manuscrit. 
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Partie 3. Rôle du microbiote intestinal dans la 

carcinogenèse colorectale 

III.1. Généralités  

En 2012, sur la totalité des 14 millions de nouveaux cas de cancers, 2,2 millions 

étaient attribués aux agents infectieux (Plummer et al., 2016). Une revue regroupant les études 

épidémiologiques et pathologiques depuis l’année 2000 a montré que la proportion des cas de 

cancers attribués aux agents infectieux représente plus de 20% des cas de cancers. Ces 

proportions varient largement dans le monde de 5% dans les pays les plus développés à plus 

de 50% dans les pays d’Afrique Subsaharienne où 90% des cas de cancers liés à une infection 

sont causés par Helicobacter pylori (770 000 cas), Papillomavirus (640 000 cas), virus de 

l’hépatite B (420 000 cas), virus de l’hépatite C (170 000 cas) et le virus d’Epstein-Barr (120 

000 cas) (Plummer et al., 2016; Schottenfeld and Beebe-Dimmer, 2015).  

Puisque 99% de la masse microbienne est localisée au niveau du tube digestif, le 

microbiote intestinal est le microbiote le plus étudié. De nombreuses études, sur des animaux 

axéniques, mettent en évidence le rôle pro-tumoral du microbiote dans différents modèles 

murins prédisposés au développement du CCR (Dove et al., 1997; Li et al., 2012b; Vannucci 

et al., 2008). De manière intéressante, certaines études utilisant des traitements antibiotiques 

ont noté une réduction du développement du CCR chez les souris (Chen et al., 2008).  

De façon générale, la tumorigénèse peut être influencée par le microbiote intestinal de 

deux façons différentes : soit par l’action d’un pathogène spécifique, soit par une modification 

globale de la composition microbienne, appelée dybiose. 

III.2. Microbiote intestinal et CCR 

Plusieurs études ont montré un lien entre une modification de la composition du 

microbiote intestinal et le CCR. En 1995, une étude a mis en évidence 15 espèces 

bactériennes associées avec un risque augmenté de développer un CCR, tels que 2 espèces de 

Bacteroides (Bacteroides vulgatus et  Bacteroides stercoris), 2 espèces de Bifidobacteries 

(Bifidobacterium longum et Bifidobacterium angulatum), 5 espèces d’Eubacteries 

(Eubacterium rectale 1 et 2, Eubacterium eligens 1 et 2, Eubacterium cylindroides) et 3 

espèces de Ruminocoque (Ruminococcus torques, Ruminococcus albus et Ruminococcus 

gnavus) ainsi que Streptococcus hansenii, Fusobacterium prausnitzii et Peptostreptococcus 
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productus 1 (Moore and Moore, 1995). Les auteurs ont par ailleurs mis en évidence 5 espèces 

bactériennes associées à une diminution du risque de développer un CCR notamment des 

Eubactéries, un Lactobacille (Lactobacillus S06), Peptostreptococcus DZ2 et Fusobacterium 

AB (Moore and Moore, 1995). 

L’analyse de la composition du microbiote au niveau de différents compartiments chez 

46 patients atteints de CCR et 56 volontaires sains, a montré que la composition bactérienne 

associée à la muqueuse colique est significativement différente chez les patients atteints de 

CCR par rapport aux volontaires sains (Chen et al., 2012). En effet, les espèces de 

Fusobacteries, Porphyromonas, Peptostreptocoque, Gemella, Mogibacteries et Klebsiella 

sont augmentées alors que celles de Feacalibacteries, Blautie, Lachnospires, Bifidobacteries 

et Anaerostipes sont réduites chez les patients atteints de CCR comparativement aux sujets 

sains (Chen et al., 2012). De plus, les auteurs ont mis en évidence une diminution de la 

diversité microbienne dans les tissus cancéreux comparativement aux tissus sains (Chen et al., 

2012). Viljoen et collaborateurs ont montré une augmentation des Fusobacteries dans les 

tissus tumoraux comparés aux tissus de la muqueuse adjacente saine, et ceci est associé avec 

des stades plus tardifs de la maladie (Viljoen et al., 2015). Plus récemment, une analyse sur 

526 échantillons provenant de plusieurs cohortes de Chine, Autriche, Amérique, Allemagne et 

France, a mis en évidence 7 populations bactériennes enrichies chez les patients atteints de 

CCR : Bacteroides fragilis, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas asaccharolytica, 

Parvimonas micra, Prevotella intermedia, Alistipes finegoldii, et  Thermanaerovibrio 

acidaminovorans (Dai et al., 2018). L’altération de la composition du microbiote intestinal a 

aussi été rapportée dans les modèles animaux prédisposés au CCR (Lucas et al., 2017). 

 Une étude a montré que les souris conventionnelles traitées avec l’agent carcinogène 

AOM (azoxyméthane) puis gavées avec les échantillons fécaux de patients atteints de CCR 

ont développé plus de polypes macroscopiques dans le côlon que celles recevant les fèces de 

sujets sains (Wong et al., 2017a). De plus, les souris traitées avec un cocktail d’antibiotiques 

puis gavées avec les échantillons fécaux de patients atteints de CCR présentaient une 

augmentation du nombre de cellules coliques en prolifération comparativement aux souris 

gavées avec des échantillons fécaux d’individus sains (Wong et al., 2017a). Les souris 

(conventionnelles ou traitées avec l’antibiotique) gavées avec les échantillons de patients 

atteints de CCR présentaient une composition microbienne différente avec notamment une 

diminution de la diversité par rapport aux souris gavées avec les échantillons issus de patients 

contrôles. Suite au gavage des souris avec les échantillons fécaux des patients atteints de 

CCR, les auteurs ont mis en évidence une augmentation de l’expression de plusieurs 



Figure 20 : Modèle « driver-passenger » dans le CCR.

La muqueuse intestinale des patients à risque de développer un CCR est colonisé par des bactéries dites

« driver » telles que Bacteroides fragilis entérotoxinogènes. Ces bactéries peuvent induire une

inflammation colique, augmenter la prolifération cellulaire et/ou produire des composés génotoxiques

qui peuvent contribuer à l’accumulation de mutations au cours de la séquence adénome-cancer. Ce

processus oncogénique s’accompagne de modifications du microenvironnement et peut exercer une

pression de sélection sur la flore microbienne locale. Ces modifications peuvent être à l’origine du

remplacement des bactéries « driver » par des bactéries « passenger » telles que Fusobacterium

nucleatum qui possèdent un avantage sélectif au sein du microenvironnement tumoral.

(Modifiée d’après Tjalsma et al., 2012)
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cytokines, CXCR (C-X-C motif chemokine receptor)-1, CXCR-2, IL-17A, IL-22, et IL-23A, 

mais aussi une augmentation des cellules T-helper (Th) 1 et Th17 comparativement aux souris 

gavées avec les échantillons issus de sujets sains. Enfin, cette même étude a mis en évidence 

une augmentation de l’expression des gènes impliqués dans la prolifération cellulaire, 

l’apoptose, la dédifférenciation, l’angiogenèse, l’invasivité et la mise en place des métastases 

chez les souris gavées avec les échantillons fécaux issus de patients atteints de CCR (Wong et 

al., 2017a). Cette étude confirme que le microbiote fécal des patients atteints de CCR peut 

favoriser la progression du CCR.  

L’un des modèles les plus connus pour l’étude du CCR est le modèle de souris 

Apc
Min/+

 (Min, multiple intestinal neoplasia), qui possède une mutation du gène APC induisant 

la formation d’un codon stop. Ces souris développent de multiples adénomes au niveau de 

l’intestin et du côlon (Moser et al., 1990). Une étude a montré que les souris Apc
Min/+

il10
-/- 

axéniques ne développaient que très peu de tumeurs comparées aux souris Apc
Min/+

il10
-/- 

portant un microbiote conventionnel, indiquant le rôle prépondérant du microbiote dans le 

CCR associé à une colite (Tomkovich et al., 2017).  

L’ensemble des études sur le microbiote intestinal associé au CCR a permis 

l’émergence de 2 hypothèses pour expliquer l’implication des bactéries dans la progression du 

CCR : (1) la présence d’une communauté microbienne ayant des caractéristiques pro-

carcinogènes et pro-inflammatoires, (2) le modèle « driver-passenger » selon lequel la 

muqueuse colique serait colonisée par des bactéries dites « driver » ayant une activité pro-

inflammatoire chronique et/ou une activité génotoxique et induisant la prolifération cellulaire, 

l’accumulation de dommages à l’ADN et de mutations génétiques (figure 20).  

Parmi les bactéries « driver » sont décrites les espèces Bacteroides fragilis, 

Enterococcus faecalis et Escherichia coli (Sears and Garrett, 2014; Tjalsma et al., 2012). Les 

modifications du microenvironnement au niveau de la tumeur et initiées par les bactéries 

« driver » pourraient exercer une pression de sélection favorisant l’émergence de bactéries 

dites « passenger » telles que Fusobacterium nucleatum et Streptococcus gallolyticus. 

L’expansion, au site tumoral, de bactéries ayant des propriétés oncogéniques et la diminution 

de l’abondance des bactéries aux propriétés « suppresseurs de tumeurs » pourraient ainsi 

participer à la promotion tumorale. 

 

 

 



Figure 21 : Mécanismes par lesquels le microbiote intestinal module la carcinogénèse colorectale.

Le microbiote intestinal est impliqué dans la carcinogénèse colorectale à travers des mécanismes variés.

a) Des phénomènes de dysbiose et la modulation des défenses de l’hôte pourraient favoriser des

translocations bactériennes responsables de l’induction de phénomènes inflammatoires, favorisant la

prolifération cellulaire et régulant l’apoptose. Des motifs antigéniques particuliers de ces micro-organismes,

les MAMPs sont reconnus par les TLRs de nombreux types cellulaires tels que les macrophages, les

myofibroblastes, les cellules épithéliales et les cellules tumorales.

b) Des génotoxines bactériennes, telles que la colibactine ou la CDT, produites par les bactéries, sont

internalisées, créant des dommages sur l’ADN et modulant le cycle cellulaire. Les ROS et RNS, produites

par les cellules immunitaires en réponse à l’infection et/ou par les bactéries elles-mêmes, peuvent également

être génotoxiques.

c) Le métabolisme microbien participe à la conversion, à la production et à l’activation de composés pro-

carcinogènes tels que l’acétaldéhyde, des nitrosamines, et des acides biliaires secondaires. Il participe

toutefois également à des processus anti-néoplasiques tels que l’inactivation de certains carcinogènes, la

production d’acides gras à chaînes courtes et l’activation de composés phytochimiques protecteurs.

(Modifiée d’après Schwabe et al., 2013)
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III.2.1 Les mécanismes d’action mis en jeu par le microbiote intestinal 

Plusieurs hypothèses ont été proposées concernant les mécanismes mis en jeu par les 

bactéries dans la carcinogenèse colorectale, notamment l’induction de l’inflammation, la 

production de toxines ou la transformation de nutriments en composés pro-carcinogènes 

(figure 21). Toutefois, il est toujours difficile de différencier les dommages cellulaires causés 

directement par les bactéries de ceux induits par la réponse cellulaire de l’hôte. L’ensemble 

des interactions entre l’inflammation chronique, la production de toxines et les réponses 

cellulaires de l’hôte aboutirait à la création d’un environnement pro-tumoral (Boleij and 

Tjalsma, 2012; Schwabe and Jobin, 2013).  

III.2.1.1. L’inflammation chronique 

Une réponse inflammatoire aberrante d’origine infectieuse ou non dans le tractus 

digestif pourrait conduire à une dysbiose intestinale en faveur de pathobiontes qui peuvent 

faire basculer un état inflammatoire physiologique vers un état inflammatoire pathologique 

par l’induction d’une boucle pro-inflammatoire auto-entretenue. Un argument fort de 

l’implication de l’inflammation dans les mécanismes de carcinogenèse colorectale liés au 

microbiote intestinal est la mise en évidence de dysbioses intestinales chez les patients atteints 

de MICI. Ces patients présentent un risque augmenté de développer un CCR comparativement 

à la population générale (Chassaing and Darfeuille-Michaud, 2011; Cunningham et al., 2010 ; 

Manichanh et al., 2012 ; Kaakoush et al., 2012). 

De plus, il a été observé, que le microbiote des souris il10
-/- traitées à l’AOM est 

similaire à celui observé chez les souris il10
-/- non traitées à l’AOM, suggérant que les 

altérations du microbiote intestinal seraient la conséquence d’une inflammation. Par ailleurs, 

une étude a relevé une modification de la composition du microbiote intestinal après chaque 

cycle de traitement au DSS, par rapport à celle relevée juste après un traitement à l’AOM 

(Zackular et al., 2013), soutenant l’hypothèse d’un remodelage du microbiote en condition 

inflammatoire. Une autre étude réalisée sur un modèle murin de MICI (souris TGF-β-/-) a mis 

en évidence que les souris élevées en condition axénique développent une inflammation 

réduite sans développement de tumeurs.  

Toutefois, l’inflammation peut également être liée à la réponse immunitaire induite par 

les bactéries dans le CCR. En effet, Wu et al. ont montré que la toxine sécrétée par 

Bacteroides fragilis, la bft, induisait une réponse pro-inflammatoire médiée par les 

lymphocytes Th17 chez les souris APC
Min/+ prédisposées au CCR, et que cette réponse pro-

inflammatoire était retrouvée à des stades précoces de la carcinogenèse (Wu et al., 2009). De 
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plus, certaines bactéries telles que Streptococcus bovis, Fusobacterium nucleatum, 

Enterococcus faecalis et Escherichia coli augmentent significativement l’expression des 

médiateurs de l’inflammation selon des mécanismes propres à chaque bactérie et décrits dans 

la partie « III.2.2. La carcinogenèse induite par des bactéries intestinales spécifiques ».  

L’interaction entre l’inflammation et le microbiote dans la carcinogenèse colique a 

aussi été observée dans des modèles murins d’inflammation chronique de l’intestin (souris 

il10
-/-, Nod2

-/-). Après traitement à l’AOM, ces modèles développent des tumeurs colorectales 

en nombre et en taille plus élevés chez les souris conventionnelles par rapport aux souris 

axéniques (Couturier-Maillard et al., 2013; Uronis et al., 2009). Ainsi, les pathobiontes 

induiraient une activation de l’inflammation via les NLR et des TLR permettant la 

biosynthèse d’effecteurs antimicrobiens, de cytokines et chimiokines inflammatoires et de 

prostaglandines. Cela a pour conséquence le recrutement des cellules immunitaires au niveau 

des foyers d’invasion et l’installation d’une inflammation chronique jouant un rôle dans la 

carcinogenèse.  

 

III.2.1.2. Modification des métabolites en composés carcinogènes 

Dans le côlon, il existe de nombreux substrats disponibles pour la flore colique : des 

substrats endogènes (mucus, cellules desquamées, sécrétions biliaires…..) et des substrats 

exogènes (nutriments non digérés, cellulose, xénobiotiques…) (Louis et al., 2014). A ce jour, 

il existe de nombreux arguments en faveur de l’implication du métabolisme bactérien dans le 

développement du CCR. Le métabolisme bactérien pourrait affecter la carcinogenèse 

colorectale  à plusieurs niveaux via la régulation de la production d’acides biliaires pro-

carcinogènes, l’activation ou l’inactivation d’autres composés pro-carcinogènes, la 

transformation d’agents phytochimiques et de xénobiotiques, la modulation du métabolisme 

hormonal et ou la régulation de voies de signalisation pro-inflammatoires (Louis et al., 2014; 

Schwabe and Jobin, 2013).  

Des études ont mis en évidence que les patients à haut risque de développer un CCR et 

ceux atteints de CCR présentent une augmentation de 1,7 fois de l’activité de β-glucuronidase 

fécale, une enzyme exprimée par certaines bactéries du microbiote intestinal dont E. coli, 

comparativement aux patients contrôles (Kim and Jin, 2001). La β-glucuronidase pourrait 

jouer un rôle dans la carcinogenèse colorectale en participant à la synthèse de métabolites 

carcinogènes. A titre d’exemple, la diméthylhydrazine (DMH), un agent carcinogène présent 

dans le côlon, est habituellement métabolisé par le foie et de petites quantités de son 
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métabolite pro-carcinogène, le méthylazoxyméthanol (MAM) hautement mutagène, sont 

excrétées dans la bile et libérées dans le côlon. Par ailleurs, le DMH peut être hydrolysé par 

l’activité β-glucuronidase des bactéries coliques entraînant le relargage du MAM dans le 

côlon. Les animaux axéniques traités avec du DMH développent moins de tumeurs coliques 

que les animaux conventionnels traités avec du DMH, et l’administration d’un inhibiteur de la 

β-glucuronidase chez des rats traités avec de l’AOM induit une diminution du nombre de 

tumeurs. Ceci suggère l’importance de l’activité enzymatique microbienne dans la 

carcinogenèse colorectale (Gill and Rowland, 2002). 

Le microbiote intestinal, et notamment les bactéries anaérobies à Gram positif, joue un rôle 

important dans le métabolisme des acides biliaires, via leur activité 7α-dehydroxylase, qui est 

augmentée chez les patients atteints de CCR comparativement aux sujets contrôles (Gill and 

Rowland, 2002). Les acides biliaires primaires cholique et chénodéoxycholique sont convertis 

par cette enzyme respectivement en acides biliaires secondaires désoxycholique ou DCA 

(deoxycholic acid) et lithocholique, les rendant plus hydrophiles (Zhu et al., 2013). Une 

corrélation positive entre la concentration fécale des acides biliaires et le risque augmenté de 

développer un CCR a été mise en évidence (Ajouz et al., 2014; Ocvirk and O’Keefe, 2017). 

En modèles murins, l’administration de DCA à des rats traités à l’AOM induit une 

augmentation de plus de 2 fois du nombre de foyers de cryptes aberrantes et une augmentation 

de la prolifération cellulaire au niveau de la muqueuse (Narahara et al., 2000; Seraj et al., 

1997). De plus, Bernstein et al. ont rapporté une augmentation de l’incidence des tumeurs 

digestives dans un modèle murin exposé aux acides biliaires (Bernstein et al. 2009). Les 

propriétés carcinogènes du DCA ont été montrées par sa capacité à induire un stress oxydatif 

mitochondrial conduisant à la synthèse des ROS, à activer la voie de signalisation NF-κB et 

l’expression de la cytokine pro-inflammatoire IL-8, à induire des dommages de l’ADN tels 

que des cassures double brin et à induire la dégradation de la protéine p53 par le protéasome 

(Mühlbauer et al., 2004; Payne et al., 2007; Qiao et al., 2001).   

La fermentation microbienne des protéines entraîne la formation de métabolites 

potentiellement toxiques et/ou pro-carcinogènes impliqués dans le CCR, tels que les phénols, 

les sulfites, l’ammoniac et les nitrosamines (Ocvirk and O’Keefe, 2017; Schwabe and Jobin, 

2013). Ces molécules pourraient exercer un effet pro-carcinogène par des mécanismes 

d’alkylation de l’ADN pouvant conduire à des mutations décrites dans les CCR, reliés au 

régime alimentaire occidental (Russell et al., 2014). 

La consommation excessive et régulière d’alcool est décrite comme un facteur de 

risque du CCR (Seitz and Becker, 2007). Le métabolisme microbien pourrait favoriser cette 
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toxicité, notamment au niveau du tube digestif dans lequel certaines bactéries aérobies et 

anaérobies facultatives convertissent l’éthanol en acétaldéhyde, un composé pro-carcinogène 

responsable de dommages à l’ADN (Boffetta and Hashibe, 2006; Tsuruya et al., 2016). La 

conversion de l’éthanol en acétaldéhyde est inhibée par des antibiotiques ciblant les bactéries 

aérobies et anaérobies facultatives confirmant l’implication du microbiote (Homann et al., 

2000).  

III.2.1.3. Stress oxydatif  

 Le stress oxydatif est caractérisé par un déséquilibre entre la production de molécules 

pro-oxydantes (ROS et RNS) et l’activation des systèmes de défenses anti-oxydantes, 

(Klaunig et al., 2010). Ces ROS et RNS peuvent être générés par la cellule lors d’une 

infection afin de contribuer à l’élimination du pathogène ou directement par le microbiote 

intestinal (Irrazábal et al., 2014; Schwabe and Jobin, 2013). Les ROS et RNS possèdent des 

propriétés oxydantes et interagissent avec les substrats biologiques afin d’induire des cassures 

et lésions de l’ADN, des agrégats protéiques et un dysfonctionnement des membranes 

(Klaunig et al., 2010). Afin de limiter ces dégâts, l’organisme possède des systèmes de 

défense antioxydants, enzymatiques ou non, qui permettent de réguler la production des 

ROS/RNS et de réparer les dommages. Ces systèmes de défense sont altérés dans le CCR 

(Favier, 2006). Les études in vitro et in vivo ont mis en évidence que certains Entérocoques, 

notamment E. faecalis, peuvent générer la production de radicaux (Huycke et al., 1996, 2002). 

Ces radicaux hydroxyles ont la capacité d’induire des dommages à l’ADN, des mutations et 

une forte instabilité génomique. Par ailleurs, les études ont mis en évidence la capacité de 

certaines bactéries à moduler les systèmes de défense anti-oxydante, en particulier les 

mécanismes de réparation de l’ADN. Notamment, Maddocks et collaborateurs ont montré in 

vitro la capacité de certaines souches d’E. coli à inhiber le système de réparation de l’ADN, 

MMR, via l’induction de ROS (Maddocks et al., 2009, 2013). Cette inhibition du système 

MMR empêche la réparation des dommages à l’ADN induits par les ROS et conduit à 

l’apparition de mutations qui peuvent être impliquées dans la carcinogenèse colorectale 

(Maddocks et al., 2009, 2013; Piao et al., 2013). 

Enfin, plusieurs études ont mis en évidence l’hyper-production des ROS par les 

mitochondries en réponse à l’infection par les souches d’E. coli productrices d’une 

génotoxine, la colibactine (Gagnière et al., 2017; Secher et al., 2013). Le stress oxydant qui en 

résulte est considéré comme un facteur d’inflammation et de mutagénèse pouvant favoriser la 

survenue et/ou la progression du CCR. 
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III.2.1.4. Toxines et autres facteurs de virulence 

Certaines bactéries commensales ont progressivement acquis des facteurs de virulence 

leur conférant un pouvoir pathogène. Notamment, l’acquisition de flagelles, pili et adhésines 

permet aux bactéries de traverser la barrière du mucus, d’adhérer et d’envahir les cellules 

épithéliales intestinales (Maddocks et al., 2009; Prorok-Hamon et al., 2014). La majorité des 

atteintes bactériennes du tube digestif implique la présence de facteurs de virulence (Schwabe 

and Jobin, 2013). Ces facteurs pourraient être impliqués dans la carcinogenèse colorectale en 

ciblant la membrane de la cellule hôte, en interagissant avec des cibles intracellulaires ; soit 

en passant la membrane plasmique, soit en étant injectées directement à l’intérieur de la 

cellule. Par ces différents mécanismes, les toxines interfèrent avec le fonctionnement normal 

de la cellule eucaryote et modulent la prolifération, l’apoptose et la différenciation. 

La toxine CagA (Cytotoxin-associated gene A), délivrée dans la cellule hôte par le 

système de sécrétion de type IV, est considérée comme une onco-protéine bactérienne. Cette 

toxine est produite par la bactérie Helicobacter pylori  et est la premiere toxine bactérienne a 

avoir été associée avec les cancers (Hatakeyama, 2017). Suite à son entrée dans la cellule, 

CagA est phosphorylée par les kinases de la famille des SRC et mime les effets des tyrosines 

phosphorylées des protéines endogènes de la cellule. Par conséquent, CagA a un impact sur le 

réarrangement du cytosquelette et sur la mobilité cellulaire (Hagymási and Tulassay, 2014). 

CagA lorsqu’elle est non phosphorylée a aussi un impact sur la cellule hôte en activant la voie 

de signalisation ERK et certains facteurs de transcription impliqués dans la prolifération 

cellulaire, l’apoptose et l’inflammation (NF-κB, c-FOS, c-JUN). De plus, CagA peut 

déstabiliser les jonctions cellulaires et déréguler la voie de signalisation WNT/β-caténine 

(Franco et al., 2005; Hagymási and Tulassay, 2014).  

In vitro, la toxine VacA (vacuolating cytotoxin A), elle aussi produite par 

Helicobacter pylori, induit la formation de pores, de canaux membranaires, la perturbation 

des fonctions endosomales et lysosomales ainsi que l’apoptose. VacA possède aussi un effet 

immunosuppresseur (Isomoto et al., 2010). 

La toxine BFT (Bacteroides fragilis toxin) produite par B. fragilis se lie à un récepteur 

spécifique de l’épithélium colique conduisant à l’activation des voies de signalisation 

WNT/β-caténine et NF-κB, entraînant une augmentation de la prolifération cellulaire, une 

altération de la barrière épithéliale, la mise en place d’une réponse pro-inflammatoire et 

l’accumulation des dommages à l’ADN. 

Enfin, parmi les toxines, certaines sont capables de moduler le cycle cellulaire de la 

cellule hôte et sont appelées « cyclomodulines ». Quatre cyclomodulines sont décrites à ce 



Figure 22 : Rôle pro-carcinogène d’Enteroccocus faecalis dans le CCR.
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jour,  la CIF (cell cycle-inhibiting factor), la CNF (cytotoxic necrotizing factor), la CDT 

(cytolethal distending toxin) et la colibactine. Ces cyclomodulines sont capables de moduler 

le cycle cellulaire et peuvent moduler la carcinogenèse colorectale. Leur mode d’action sera 

détaillé dans la partie suivante (III.3.6). 

 

III.3. La carcinogenèse induite par des bactéries intestinales spécifiques 

III.3.1. Enterococcus faecalis  

E. faecalis est une bactérie commensale Gram positive et anaérobie facultative qui est 

le plus souvent inoffensive pour l’Homme. Toutefois, des études ont mis en évidence une 

association entre E. faecalis et le CCR puisque cette bactérie a été trouvée enrichie dans les 

fèces des patients atteints de CCR comparés aux individus sains (Balamurugan et al., 2008) 

ainsi qu’au niveau des tumeurs ou du tissu adjacent sain des patients atteints de CCR 

comparés à la muqueuse des individus sains (Zhou et al., 2016). Plus récemment, une étude a 

rapporté le cas d’un homme caucasien de 86 ans atteint d’une bactériémie (présence de 

bactéries dans le sang) à E. faecalis. Cet homme présentait un saignement au niveau gastro-

intestinal, plus tard identifié comme étant dû à un adénocarcinome colorectal par coloscopie 

(Amarnani and Rapose, 2017). 

Chez les souris il10
-/-, E. faecalis est capable d’induire et de maintenir une colite, 

d’induire une dysplasie et la formation de carcinomes rectaux (Balish and Warner, 2002). 

L’infection des souris sauvages par E. faecalis induit l’expression de la cytokine 

immunosuppressive TGF-β dans les cellules épithéliales intestinales, activant ainsi la voie de 

signalisation SMAD (Ruiz et al., 2005). Ceci est associé à une perte d’expression de la 

protéine TLR2 et une inhibition des facteurs pro-inflammatoires associés à la voie de 

signalisation NF-κB. Au contraire, suite à l’infection par les E. faecalis, les souris il10
-/- 

présentent une absence d’inhibition de l’expression des gènes impliqués dans l’inflammation 

dans les cellules épithéliales intestinales (Ruiz et al., 2006). Le potentiel pro-inflammatoire de 

E. faecalis pourrait être associé à sa capacité à produire des ROS (Huycke et al., 1996). 

Lorsque E. faecalis est administrée à des rats, cette bactérie est capable d’induire des 

dommages à l’ADN au niveau des cellules épithéliales coliques (Huycke et al., 2002). Une 

étude in vitro a montré que E. faecalis induit une augmentation de l’expression du médiateur 

pro-inflammatoire COX-2 dans les macrophages et favorise l’instabilité chromosomique dans 

les cellules épithéliales (Wang and Huycke, 2007). Plus récemment, il a été montré qu’une 

infection par E. faecalis entraîne la polarisation des macrophages selon le phénotype M1, qui 
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est  inflammatoire  et  microbicide. Ces derniers induisent des aneuploïdies ainsi qu’une 

instabilité chromosomique au niveau des cellules épithéliales coliques primaires, et sont 

couramment retrouvés dans les cancers (Wang et al., 2015). Lorsque des macrophages 

infectés par E. faecalis sont co-cultivés avec des cellules épithéliales coliques murines, cela 

augmente les niveaux d’expression des marqueurs de cellules souches et cellules progénitrices 

dans les cellules infectées tels que c-MYC (Avian myelocytomatosis virus oncogene cellular 

homolog), KLF-4, OCT-4 (Octamer-binding transcription factor-4), et SOX2 (Sry-box 

transcription factor 2) (Wang et al., 2015, 2017). Ces marqueurs sont associés à une 

reprogrammation et une dédifférenciation cellulaire. En outre, les auteurs ont mis en évidence 

une augmentation de l’expression de DCLK (doublecortin like kinase)-1 et CD (Cluster of 

differentiation)-44, deux marqueurs de cellules souches intestinales, dans les cellules 

épithéliales intestinales mises en contact avec des macrophages infectés par E. faecalis 

(figure 22). L’ensemble de ces résultats pourraient expliquer les mécanismes par lesquels E. 

faecalis module la carcinogenèse colorectale. 

En revanche, une étude récente n’a montré aucune association entre la colonisation par 

E. faecalis et le CCR (Viljoen et al., 2015). De plus, plusieurs études fonctionnelles ont mis 

en évidence un rôle anti-inflammatoire de E. faecalis via l’induction de l’expression d’IL-10, 

et l’inhibition de l’expression d’IL-8 (de Almeida et al., 2018). 

 

III.3.2. Bacteroides fragilis 

B. fragilis est une bactérie commensale humaine anaérobie stricte qui représente une 

faible portion du microbiote intestinal (environ 0,1%). B. fragilis participe à la fermentation 

des sucres et la biotransformation des acides biliaires (Wexler, 2007). Il y a deux sous-types 

de B. fragilis, la B. fragilis non toxinogène (NTBF) et la B. fragilis enterotoxinogène (ETBF). 

Cette dernière, associée à des cas de diarrhée chez les animaux et chez les enfants, porte un 

îlot pathogène, BfPAI (B. fragilis pathogenicity island), qui lui permet la production d’une 

entérotoxine appelée la « fragilysine » ou BFT (Sears, 2001). 

Plusieurs études ont mis en évidence un lien entre B. fragilis et le CCR, puisque cette 

bactérie est enrichie dans les fèces des patients atteints de CCR comparés aux sujets sains 

(Sobhani et al., 2011; Wang et al., 2012c). Le gène bft codant pour la fragilysine a été détecté 

dans les fèces chez 38% des patients atteints de CCR contre seulement 12% des sujets 

contrôles (Toprak et al., 2006). De plus, la ETBF semble être associée à un stade plus tardif 

de la maladie, puisqu’elle est détectée dans 100% des tumeurs tardives contre 70% des 
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tumeurs précoces (Boleij et al., 2015). Toutefois, plus récemment, Purcell et collaborateurs 

ont décrit une association entre B. fragilis et les lésions cancéreuses précoces (Purcell et al., 

2017). In vitro, la fragilysine présente une activité protéolytique, entraînant la dégradation des 

protéines de jonctions serrées telles que la ZO-1 (Obiso et al., 1997) (figure 23) conduisant 

par conséquent, à la perturbation de la barrière épithéliale intestinale et l’apparition de 

dommages au niveau des cryptes intestinales (Riegler et al., 1999; Wells et al., 1996). De 

plus, sa fixation sur un récepteur spécifique présent au niveau des cellules épithéliales 

intestinales induit l’activation des voies de signalisation MAPK, NF-κB, et COX-2 et conduit 

à l’expression et la sécrétion des médiateurs de l’inflammation tels que TGF-β et l’IL-8, et de 

PGE2. 

En 2003, Wu et collaborateurs ont montré que la molécule d’adhésion cellulaire, E-

cadhérine, est dégradée dans les cellules épithéliales intestinales infectées par l’ETBF (Wu et 

al., 2003). L’E-cadhérine dégradée ne pouvant plus séquestrer la β-caténine dans le 

cytoplasme, cette dernière est transportée au noyau pour induire l’expression de gènes cibles 

tels que l’oncogène c-MYC, ayant pour conséquence une prolifération cellulaire augmentée 

qui pourrait influencer le développement du CCR (Wu et al., 2003). De plus, les souches 

ETBF sont responsables de l’augmentation de l’expression de la protéine inhibitrice de 

l’apoptose, cIAP2 (cellular inhibitor of apoptosis protein 2) dans les cellules épithéliales 

coliques, et cela est associé à une résistance à l’apoptose (Kim et al., 2008). L’ETBF induit 

également l’expression de la spermine oxydase responsable de la synthèse de ROS à l’origine 

de cassures double brin de l’ADN (Goodwin et al., 2011). 

Chez les souris Apc
Min/+, la colonisation par l’ETBF entraîne une augmentation de 

l’épaisseur du côlon ainsi qu’une augmentation de l’inflammation et du nombre de tumeurs 

coliques, ce qui n’était pas observé lorsque les souris Apc
Min/+ étaient colonisées par une 

souche NTBF (Wu et al., 2009). De plus, l’ETBF entraîne l’activation de STAT3 au niveau 

des cellules épithéliales intestinales qui, par conséquent, induit une réponse inflammatoire de 

type Th17, responsable de l’apparition précoce de tumeurs colorectales (Wu et al., 2009) 

(figure 23). L’administration d’un anticorps dirigé contre l’IL-17 abolit l’effet d’ETBF sur la 

carcinogenèse colorectale, avec un nombre de tumeurs coliques significativement réduit. 

Ainsi, la mise en place d’une inflammation chronique par ces bactéries pourrait influencer la 

progression tumorale. 

Plus récemment, une étude a obtenu des résultats opposés aux études préalablement 

menées sur le rôle de la BFT sur la carcinogenèse colorectale. En effet, l’administration d’une 

BFT recombinante à des souris traitées à l’AOM/DSS entraîne une diminution du nombre et 



Figure 24 : Rôle pro-carcinogène de Fusobacterium nucleatum dans le CCR.

Les souches de F. nucleatum se lient aux cellules épithéliales intestinales au niveau de l’E-cadhérine via

leur adhésine FadA. Cette interaction entraîne l’activation de la voie Wnt/β-caténine et par conséquence

la transcription des gènes cibles, aboutissant à une augmentation de la prolifération cellulaire. Par

ailleurs, l’infection par F. nucleatum entraine l’infiltration de macrophages de type M2, de neutrophiles

et de cellules myéloïdes au sein des tumeurs ainsi que la sécrétion de nombreux médiateurs pro-

inflammatoires, installant un microenvironnement propice au développement du CCR. L’activation de

la voie TLR4/MYD88/NF-kB entraîne l’inhibition des miR18a et mi-4802 ciblant des gènes de

l’autophagie. L’autophagie ainsi activée favorise la résistance aux chimiothérapies.
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de la taille des tumeurs coliques via la capacité de la BFT à limiter la prolifération cellulaire et 

à induire l’apoptose (Lv et al., 2017). Les auteurs ont émis l’hypothèse que l’administration 

de la BFT pourrait moduler le système immunitaire et rendre le microenvironnement 

immunitaire moins propice au développement tumoral (Lv et al., 2017). 

 

III.3.3. Fusobacterium nucleatum 

F. nucleatum est une bactérie commensale opportuniste Gram négative anaérobie 

stricte qui peut être impliquée dans les maladies parodontales (Han, 2015). F. nucleatum est 

capable d’adhérer et d’envahir les cellules épithéliales et endothéliales par l’intermédiaire de 

l’adhésine FadA exprimée à la surface de la bactérie, ce qui facilite sa dissémination (Han, 

2015; Han et al., 2000). 

La prévalence de F. nucleatum est augmentée dans la muqueuse des patients atteints 

de CCR comparés aux sujets sains (McCoy et al., 2013), et cette bactérie est présente 

préférentiellement au niveau des tissus tumoraux comparés aux tissus sains adjacents 

(Castellarin et al., 2012; Li et al., 2016). L’administration de F. nucleatum aux souris Apc
Min/+ 

entraîne une augmentation du nombre et de la taille des tumeurs, une augmentation des 

ascites, des diarrhées, une dilatation du tube digestif, une splénomégalie ainsi qu’une survie 

diminuée. De plus, les tumeurs issues des souris Apc
Min/+ infectées par F. nucleatum 

expriment des taux élevés de PCNA (proliferating cell nuclear antigen), un marqueur des 

cellules en prolifération, comparativement aux souris Apc
Min/+ non infectées, indiquant un 

impact de cette bactérie sur la prolifération cellulaire (Yang et al., 2017). En outre, F. 

nucleatum entraîne, chez les souris Apc
Min/+, une augmentation des niveaux des médiateurs de 

l’inflammation dans le sérum, ainsi que l’induction de l’expression du microARN 21, qui 

possède des propriétés oncogéniques (Medina et al., 2010; Yang et al., 2017). Une analyse de 

l’expression globale des gènes a mis en évidence l’activation de la voie de signalisation 

TLR4/MYD88 (Myeloid differentiation primary response 88)/NF-κB dans les cellules 

cancéreuses coliques et une analyse in vitro a confirmé que F. nucleatum régule l’expression 

du miR-21 via cette voie (Yang et al., 2017) (figure 24).  

D’autres études utilisant les souris Apc
Min/+ ont montré que F. nucleatum induit une 

augmentation du développement tumoral sans induire de colite (Kostic et al., 2013). L’analyse 

du microenvironnement immunitaire au sein des tumeurs a mis en évidence une augmentation 

de la proportion des cellules myéloïdes, considérées comme permissives pour le 

développement tumoral, une augmentation des neutrophiles associés aux tumeurs, connus 
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Figure 25 : Rôle pro-carcinogène de Streptococcus bovis dans le CCR.

Streptococcus bovis colonise la muqueuse des patients atteints de CCR. La participation de S. bovis au

développement tumoral fait intervenir l’expression de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-8 et

l’IL-1β, de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire tels que PCNA et l’oncogène c-myc, du gène

Cox-2 et du gène codant la protéine anti-apoptotique BCL-2. L’expression de ces facteurs pro-tumoraux

pourrait contribuer à l’établissement d’un épithélium hyper-prolifératif..
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pour jouer un rôle dans la progression tumorale, ainsi qu’une augmentation des macrophages 

associés aux tumeurs, connus comme étant promoteurs de la carcinogenèse (Kostic et al., 

2013).  

Il a été montré que le facteur de virulence FadA est capable de se lier à l’E-cadhérine, 

induisant l’activation de la voie de signalisation WNT/β-caténine, ce qui conduit à l’activation 

des facteurs de transcription tels que le TCF, β-caténine, NF-κB, c-MYC et CYCLINE D1, 

augmentant ainsi la prolifération des cellules cancéreuses coliques (Rubinstein et al., 2013) 

(figure 24). Ces résultats ont été confirmés dans un modèle de xénogreffe, où il a été montré 

que l’adhésine FadA est capable d’augmenter la croissance tumorale et d’induire la sécrétion 

de cytokines pro-inflammatoires, tout cela médié par l’E-cadhérine (Rubinstein et al., 2013). 

L’inhibition de FadA dans ce modèle permet de bloquer la prolifération des cellules tumorales 

(Rubinstein et al., 2013).  

 Enfin, une étude récente a mis en évidence une prévalence augmentée de F. nucleatum 

au sein de tissus coliques de patients en récurrence du CCR. La récurrence pourrait résulter 

d’une résistance aux chiomiothérapies induite par F. nucleatum (Yu et al., 2017). De façon 

intéressante, F. nucleatum entraîne une chimiorésistance via l’inhibition de 2 microARN 

spécifiques, miR-18a et miR-4802, sous la dépendance de la voie de signalisation 

TLR4/MYD88, ainsi que l’activation du processus autophagique au sein des cellules 

cancéreuses (Yu et al., 2017) (figure 24). Le processus autophagique peut lui aussi affecter le 

CCR comme décrit dans la suite de ce manuscrit.  

III.3.4. Streptococcus bovis/gallolyticus 

S. gallolyticus sous-espèce gallolyticus, anciennement nommée Streptococcus bovis 

biotype I, est une bactérie commensale du tube digestif, anaérobie à Gram positif. Une 

association entre S. gallolyticus et le CCR a été évoqué en 1951 suite à l’observation de 

l’apparition de CCR chez 25 à 80% des patients atteints d’endocardites streptococcales 

(McCOY and Mason, 1951). En 1977, les souches S. gallolyticus ont été isolées à partir des 

échantillons fécaux chez 35 des 63 patients atteints de CCR comparés à seulement 11 des 105 

sujets contrôles, mettant en évidence une prévalence élévée de cette bactérie dans le CCR 

(Klein et al., 1977). Abdulamir et ses collaborateurs ont mis en évidence un enrichissement de 

cette bactérie dans les échantillons fécaux et échantillons de muqueuse des patients atteints de 

CCR comparativement aux échantillons issus de sujets sains (Abdulamir et al., 2010). Depuis, 

de nombreuses études ont confirmé le lien entre S. gallolyticus et le CCR (Andres-Franch et 

al., 2017; Boleij et al., 2011; Corredoira-Sánchez et al., 2012). 
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Les études fonctionnelles ont mis en évidence l’implication de S. gallolyticus dans de 

nombreuses modifications cellulaires et moléculaires qui pourraient être liées au 

développement du CCR. Notamment, une étude a mis en évidence une augmentation des taux 

d’expression des ARN messagers des médiateurs pro-inflammatoires (IL-1β, COX-2 et IL-8) 

au sein des tissus infectés par S. gallolyticus comparativement aux tissus non infectés, mais 

aussi dans les tissus cancéreux comparativement aux tissus sains, montrant le rôle potentiel de 

S. gallolyticus dans le CCR associé à une colite (figure 25) (Abdulamir et al., 2010). 

De plus, une étude in vitro a montré que l’infection par S. gallolyticus augmente 

l’expression des marqueurs de prolifération cellulaire au niveau de la muqueuse colique des 

rats traités à l’AOM (Ellmerich et al., 2000). Une autre étude a montré que l’infection des 

cellules épithéliales intestinales cancéreuses par S. gallolyticus entraîne une augmentation de 

l’expression de médiateurs pro-inflammatoires, tels qu’IL-8 et COX-2, ainsi que la sécrétion 

de PGE2 (Biarc et al., 2004). Des expériences utilisant des rats traités à l’AOM ont confirmé 

la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires, entraînant une augmentation du nombre de 

cryptes aberrantes hyperprolifératives suivant l’infection par S. gallolyticus. Trois des six rats 

traités à l’AOM ont développé des polypes suite à l’infection par S. gallolyticus alors que 

seulement un polype a été détecté chez les animaux traités à l’AOM et non infectés (Biarc et 

al., 2004). 

Récemment, une étude a mis en évidence que le développement tumoral favorise la 

colonisation du tractus digestif par S. gallolyticus. En effet, dans les lésions précoces, 

l’activation de la voie Wnt/β-caténine entraîne une inhibition du transporteur d’acide biliaire 

SLC10A2 (solute carrier family 10 member 2) ayant pour conséquence l’accumulation des 

acides biliaires. Cette accumulation entraîne la sécrétion d’un peptide antimicrobien, la 

Gallocine, par S. gallolyticus, permettant d’éliminer les bactéries commensales environnantes 

(figure 25) (Aymeric et al., 2018). Cette dysbiose locale provoquée par S. gallolyticus 

pourrait contribuer au développement du CCR. 

 

III.3.5. Clostridium septicum 

C. septicum est un bacille Gram positif aéro-tolérant qui n’est généralement pas 

présent dans la flore intestinale humaine normale. C. septicum produit un facteur de virulence, 

l’α-toxine, qui est à la fois létal et hémolytique (Ballard et al., 1992). Quelques rares cas de 

bactériémie ont été attribués à C. septicum (1%) avec cependant un haut taux de mortalité 

(60%) (Kennedy et al., 2005). L’association de C. septicum et le CCR a été suggérée et 



Figure 26 : Rôle pro-carcinogène de Clostridium septicum dans le CCR.

L’α-toxine est capable d’induire l’activation de la voie de signalisation de MAPK associée à la sécrétion

de la cytokine pro-inflammatoire TNF- α, ce qui pourrait entretenir un environnement inflammatoire

propice au développement du CCR.
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pourrait être expliquée par le fait que la germination des spores de C. septicum pourrait être 

favorisée par l’environnement tumoral acide et hypoxique (Chew and Lubowski, 2001; 

Corredoira et al., 2017; Mirza et al., 2009).  

Cependant, les mécanismes exacts de la contribution de cette bactérie dans le CCR ne 

sont pas bien connus. En 2015, une étude a montré la capacité de l’α-toxine à induire 

l’activation de la voie de signalisation MAPK qui a été montrée dérégulée dans de 

nombreuses maladies, y compris les cancers. Cette activation est associée à la sécrétion de la 

cytokine pro-inflammatoire TNF-α (Chakravorty et al., 2015), ce qui pourrait entretenir un 

environnement inflammatoire propice au développement du cancer (figure 26). Malgré ces 

études, le lien entre C. septicum et le CCR n’a à ce jour pas été établi. 

 

III.3.6. Escherichia coli 

E. coli est une bactérie commensale à Gram négatif colonisant le tube digestif humain 

des nouveau-nés dès les premières heures après la naissance. Cette bactérie entretien une 

relation de symbiose avec son hôte et colonise de façon asymptomatique. Cependant, 

certaines souches d’E. coli ont acquis des propriétés pathogéniques qui leur permettent de 

coloniser le tube digestif et de favoriser la survenue de pathologies intra- et extra-intestinales 

(Clements et al., 2012). Les E. coli pathogènes peuvent ainsi être séparés en deux grands 

groupes en se basant sur le profil d’infection dont ils sont à l’origine : (i) les souches d’E. coli 

à l’origine de pathologies extra-intestinales sont regroupées sous le terme d’ExPEC (extra-

intestinal pathogenic E. coli) et incluent les E. coli uropathogènes (UPEC, uropathogenic E. 

coli) responsables d’infections du tractus urinaire et les E. coli associés à des méningites 

néonatales (NMEC, neonatal meningitis E. coli) et (ii) le groupe des E. coli pathogènes 

induisant des pathologies intra-intestinales (InPEC, intestinal pathogenic E. coli) peut être 

divisé en 8 groupes selon leur profil pathogénique : les E. coli entéropathogènes (EPEC, 

enteropathogenic E. coli), les E. coli entéro-hémorragiques (EHEC, enterohemorragique E. 

coli), les E. coli entéro-invasifs (EIEC enteroinvasif E. coli), les E. coli entéro-aggregatifs 

(EAEC, enteroaggregative E. coli), les E. coli entéro-toxigéniques (ETEC, enterotoxigenic E. 

coli), les E. coli à adhésion diffuse (DAEC, diffusely-adherent E. coli), les E. coli adhérents et 

invasifs (AIEC, adherent-invasive E. coli) et les E. coli entéro-aggrégatifs producteurs de la 

Shiga toxine (STEAEC, Shiga-toxin-producing enteroaggregative E. coli) (figure 27) (Sousa, 

2006). 



Figure 27 : Tropisme des différents pathovars d’Escherichia coli.

Les E. coli entéropathogènes (EPEC), les E. coli entérotoxinogènes (ETEC), les E. coli à adhésion

diffuse (DAEC) et les E. coli adhérents et invasifs (AIEC) colonisent l’intestin grêle, alors que les E.

coli entérohémorragiques (EHEC) et les E. coli entéroinvasifs (EIEC) colonisent plutôt le côlon. Les E.

coli entéroaggrégatifs producteurs ou non de Shiga-toxines (EAEC et STEAEC) peuvent coloniser

l’intestin grêle et le côlon. Les E. coli uropathogènes (UPEC) colonisent la vessie et sont à l’origine de

cystites. En fonction des facteurs de virulence hébergés par les souches, les UPEC peuvent remonter

jusqu’aux reins et entraîner une pyélonéphrite. De plus, les UPEC comme les E. coli à l’origine de

méningites néonatales (NMEC) peuvent entraîner une septicémie.

(Modifiée d’après Croxen and Finlay, 2010)

Figure 28 : Mécanismes d’action de la cyclomoduline « Cell cycle inhibiting factor » ou CIF.

Après l’injection de CIF par le SST3, la toxine inhibe la voie ubiquitine/protéasome. L’accumulation

des substrats non dégradéés conduit à la formation progressive de fibres de stress, d’adhérences focales

et un élargissement cellulaire ayant pour conséquence une altération de la prolifération cellulaire avec

l’absence complète de la mitose. CIF a, par ailleurs, la capacité de moduler le système immunitaire en

faveur d’une réponse tolérogène qui pourrait faciliter la dissémination du pathogène. De plus,

l’injection de la toxine au sein de la cellule entraîne l’inhibition de la phosphorylation du complexe

CDK 1 (pour cyclin dependent kinase 1)-Cycline B, entraînant le blocage du cycle cellulaire en phase

G1/S ou G2/M selon le stade du cycle au moment de l’infection ainsi qu’une accumulation de deux

inhibiteurs des CDK, p21Waf1/Cip1 and p27kip2+
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Les souches d’E. coli sont divisées en 5 groupes phylogénétiques principaux selon 

leurs polymorphismes électrophorétiques d’enzymes métaboliques : A, B1, B2, D et E. Les 

souches commensales appartiennent dans la plupart des cas aux groupes A et B1, alors que les 

souches pathogènes appartiennent le plus souvent aux groupes B2 et D (Escobar-Páramo et 

al., 2004). Certaines souches appartenant aux groupes B2 et D sont associées aux MICI, qui 

sont elles-mêmes un facteur de risque du CCR (Darfeuille-Michaud et al., 1998, 2004).  

Plusieurs études indépendantes ont mis en évidence que les muqueuses et tumeurs des 

patients atteints de CCR sont anormalement colonisées par des souches d’E. coli de type B2 

(Arthur et al., 2012; Buc et al., 2013; Maddocks et al., 2009; Martin et al., 2004; Prorok-

Hamon et al., 2014; Swidsinski et al., 1998). Une augmentation du nombre d’E. coli associés 

aux tumeurs et internalisés dans les tumeurs a été mise en évidence chez les patients atteints 

de CCR comparativement au nombre d’E. coli associés à la muqueuse saine chez les mêmes 

patients ou chez les patients contrôles (Bonnet et al., 2014). 

De manière intéressante, une forte prévalence de souches d’E. coli productrices de 

génotoxines, cyclomodulines au sein des biopsies des patients atteints de CCR a été montré. 

De plus, la prévalence de ces souches est augmentée dans les stades avancés du CCR (stade 

TNM III/IV) comparés au stade précoce (stade TNM I), suggérant que leur détection peut être 

utilisée comme un facteur de pronostic (Bonnet et al., 2014). Quatre génotoxines produites 

par les E. coli ont été intensément étudiées, notamment pour leurs propriétés 

carcinogéniques ; la CIF, la CNF, la CDT et la Colibactine. 

 

III.3.6.1. Cell cycle-inhibiting factor 

La toxine inhibitrice du cycle cellulaire, CIF, est présente chez moins de 2% des E. 

coli et produite essentiellement par deux pathovars des E. coli : les EPEC et les EHEC. Le 

gène codant cette toxine est porté par un prophage lambdoïde (Taieb et al., 2011). La toxine 

CIF est composée de deux domaines distincts : un domaine N-terminal qui porte un peptide 

d’adressage au système de sécrétion de type III (SSTIII), qui lui permet d’être injectée dans la 

cellule, et un domaine C-terminal qui porte l’activité enzymatique de la toxine. Cette toxine a 

été mise en évidence pour la première fois en 1997 pour son activité cytopathique sur des 

cellules Hela infectées avec une souche d’EPEC (De Rycke et al., 1997). Ces effets 

cytopathiques sont caractérisés par la formation progressive de fibres de stress, d’adhérences 

focales et un élargissement cellulaire ayant pour conséquence une altération de la prolifération 

cellulaire avec l’absence complète de mitose (Taieb et al., 2011) (figure 28). 



Figure 29 : Mécanismes d’action de la cyclomoduline « Cytotoxic necrotizing factor » ou CNF.

Après leur endocytose, les CNF exercent une activité transglutaminase et catalysent la désamination des

protéines de la famille Rho GTPase sur la glutamine en position 63. Le blocage de l’hydrolyse de GTP

entraîne l’activation des GTPases de façon constitutive et contribue à la progression du cycle cellulaire

en interagissant avec des effecteurs protéiques spécifiques. Ainsi, la CNF favorise la transition G1/S en

affectant la production de la cycline D1, et des inhibiteurs des cyclines, p21Waf1/Cip1 et p27kip2 . De plus,

CNF entraîne un contournement du point de contrôle en phase G1, induit des altérations au niveau du

fuseau mitotique et de la ségrégation des chromosomes et peut ainsi générer des aberrations

chromosomiques telles que des aneuploïdies ou des endo-réplications de l’ADN pouvant conduire à la

transformation cellulaire. Les CNF ont des propriétés anti-apoptotiques par leur capacité à activer la

voie NF-kB, ayant pour conséquence une surexpression des protéines pro-apoptotiques BCL-2 et BCL-

XL. L’activation de la voie de signalisation NF-κB active, par ailleurs, le médiateur pro-inflammatoire

COX-2.
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Après l’injection de CIF par le SSTIII, la toxine inactive l’enzyme E2 du système 

d’ubiquitination, en désaminant la glutamine située en position 40, ayant pour conséquence 

l’inhibition de la voie ubiquitine/protéasome. L’injection de la toxine au sein de la cellule 

entraîne l’inhibition de la phosphorylation du complexe Cdk1-Cycline B, entraînant le 

blocage du cycle cellulaire en phase G1/S ou G2/M selon le stade du cycle au moment de 

l’infection ainsi qu’une accumulation de deux inhibiteurs des Cdk, p21
Waf1/Cip1

 and p27
kip2 

(Taieb et al., 2011). Enfin, certaines études ont mis en évidence la capacité de CIF à moduler 

le système immunitaire en faveur d’une réponse tolérogène qui pourrait faciliter la 

dissémination du pathogène (Taieb et al., 2011) (figure 28).  

La CIF est aussi produite par d’autres espèces bactériennes telles que les Burkholderia 

pseudomallei, Photorhabdus luminescens, Photorhabdus asymbiotica et Yersinia 

pseudotuberculosis.  

 

III.3.6.2. Cytotoxic necrotizing factor 

La CNF est une cyclomoduline sécrétée par certaines souches d’E.  coli uropathogènes 

et entéropathogènes. Contrairement à la CIF, la CNF stimule l’avancée du cycle cellulaire. 

Cette toxine est détectée dans 39,5% des biopsies de patients atteints de CCR contre 

seulement 12,9% de patients contrôles (Bronowski et al., 2008; Buc et al., 2013). Il existe 3 

variants de cette toxine chez les E. coli : CNF1, 2 et 3. CNF1 et CNF3 sont codées par des 

gènes chromosomiques, alors que CNF2 est codée par un gène plasmidique (Knust and 

Schmidt, 2011). Les toxines de la famille CNF sont des protéines d’environ 115 kDa 

organisées en trois domaines fonctionnels distincts. L’extrémité N-terminale contient un 

domaine de liaison au récepteur cellulaire laminine, le domaine central assure la translocation 

du domaine C-terminal dans le cytoplasme et enfin l’extrémité C-terminale contient le 

domaine enzymatique responsable de l’activité génotoxique. Après leur endocytose, les CNF 

exercent leur activité transglutaminase et catalysent la désamination des protéines de la 

famille Rho GTPase (Rho, Rac et Cdc42) sur la glutamine en position 63 (Boquet, 2001; 

Nougayrède et al., 2005). Le blocage de l’hydrolyse de GTP entraîne l’activation des 

GTPases de façon constitutive et contribue à la progression du cycle cellulaire en interagissant 

avec des effecteurs protéiques spécifiques (Nougayrède et al., 2005; Oswald et al., 2005). 

Ainsi, la CNF favorise la transition G1/S en affectant la production de la Cycline D1, et des 

inhibiteurs des Cyclines, p21Waf1/Cip1 et p27kip2 (Oswald et al., 2005). De plus, CNF entraîne 

un contournement du point de contrôle en phase G1, induisant des altérations au niveau du 



Figure 30 : Mécanismes d’action de la cyclomoduline « Cytolethal distending toxin » ou CDT.

La sous-unité CDT-B de la CDT est internalisée par endocytose et transportée vers l’appareil de Golgi

et le réticulum endoplasmique puis transloquée dans le noyau. Elle provoque des cassures doubles brins

de l’ADN, et un blocage du cycle cellulaire en phase G2/M. Une exposition chronique des cellules à la

CDT induit des aberrations chromosomiques ayant pour conséquence une augmentation de la fréquence

des mutations.

Endocytose
CDT

A
B

C

Cassures double brin de l’ADN

ATM

p53 Chk1, Chk2

p21 Inhibition du cycle cellulaire en phase G2/M

Mégalocytose

+CDTContrôle

D
A

P
I



Page | 58 
 

fuseau mitotique et de la ségrégation des chromosomes et peut ainsi générer des aberrations 

chromosomiques telles que des aneuploïdies ou des endo-réplications de l’ADN. Ces derniers 

peuvent conduire à la transformation cellulaire (figure 29). 

Enfin, les CNF ont des propriétés anti-apoptotiques par leur capacité à activer la voie 

de signalisation NF-κB, acteur clé de la carcinogenèse colorectale, ayant pour conséquence 

une surexpression des protéines anti-apoptotiques BCL-2 et BCL-XL (Miraglia et al., 2007). 

L’activation de la voie NF-κB active, par ailleurs, le médiateur pro-inflammatoire COX-2, un 

acteur de la carcinogenèse colorectale (figure 29). De par l’activation de ces facteurs, CNF 

semble introduire et maintenir un environnement pro-inflammatoire favorable au 

développement du CCR. 

 

III.3.6.3. Cytolethal distending toxin 

La toxine CDT a été identifiée en 1988 à partir de souches d’E. coli isolées de patients 

diarrhéiques. La prévalence des E. coli producteurs de cette toxine est augmentée dans le 

CCR puisqu’ils ont été isolés chez 12,5% de patients atteints de CCR versus 0% des patients 

contrôles (Raisch et al., 2014). La CDT est retrouvée chez plusieurs espèces Gram négatives 

et est composée de trois sous unités distinctes codées par un opéron, CDT-A, CDT-B et CDT-

C (Jinadasa et al., 2011). Les sous-unités A et C sont impliquées dans la liaison à la 

membrane plasmique de la cellule cible, alors que la sous-unité B porte une activité 

enzymatique comparable à celle de la DNAse (Haghjoo and Galán, 2004). La sous-unité 

CDT-B est internalisée par endocytose et transportée vers l’appareil de Golgi et le réticulum 

endoplasmique puis transloquée dans le noyau (figure 30). Elle provoque des cassures double 

brin de l’ADN, et un blocage du cycle cellulaire en phase G2/M (Comayras et al., 1997; Fedor 

et al., 2013; Frisan et al., 2003). Une exposition plus chronique des cellules à la CDT induit 

des aberrations chromosomiques, ayant pour conséquence une augmentation de la fréquence 

des mutations, soulignant le potentiel génotoxique de la CDT, favorable à la transformation 

cellulaire (Bezine et al., 2014; Guidi et al., 2013). 

La CDT est également produite par de nombreuses espèces bactériennes dont les E. 

coli, Shigella dysenteriae, Salmonella Typhimurium, et Helicobacter hepaticus. 

 

 

 

 



Protéines Rôle dans la production de la colibactine

ClbA
Protéine accessoire : Phosphopantetheinyl transférase (active d'autres enzymes) Favorise le recrutement de 

cofacteur

ClbR Probable protéine régulatrice

ClbB Enzyme de synthèse: hybride NRPS-PKS

ClbC Enzyme de synthèse : PKS

ClbD Enzyme de synthèse : hydroxyl acyl coA déshydrogenase

ClbE Enzyme de synthèse : Protéine porteuse d'acyle

ClbF Enzyme de synthèse : αβ déshydrogenase

ClbG Enzyme de synthèse : Acyle transférase

ClbH Enzyme de synthèse : NRPS

ClbI Enzyme de synthèse : PKS

ClbJ Enzyme de synthèse : NRPS

ClbK Enzyme de synthèse : hybride PKS-NRPS

ClbL Enzyme de synthèse : Amidase

ClbM Protéine accessoire : transporteur MATE. Transporte la pré-colibactine au travers de la membrane plasmique

ClbN Enzyme de synthèse : NRPS

ClbO Enzyme de synthèse : PKS

ClbP
Protéine accessoire : peptidase fmtA. Transporte la préc-olibactine du cytoplasme au périplasme et clive la pré-

colibactine en colibactine active génotoxique

ClbQ Enzyme de synthèse : Thioestérase

ClbS Protéine accessoire : Inactive la colibactine afin de protéger la cellule bactérienne

Tableau 1 : Les enzymes impliquées dans la biosynthèse de la colibactine.

Récapitulatif du nom des enzymes de l’îlot pks et leur implication dans la biosynthèse de la colibactine.

(Modifiée d’après Fais et al., 2018)

Figure 31 : Organisation de l’îlot génomique pks.

L’îlot pks est un ensemble de 23 gènes codant essentiellement des enzymes et répartis sur 54kb. NRPS:

Non ribosomal Peptide Synthase; PKS: polyketide synthase ; PKS-NRPS: hybride polyketide synthase-non

ribosomal peptide synthase; Clb: Colibactine

(Modifiée d’après Fais et al., 2018)

54 kb

Protéines accessoires
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Enzymes NRPS
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III.3.6.4. Colibactine 

La colibactine est une toxine décrite en 2006 par Nougayrède et al, dont la synthèse 

est sous le contrôle de l’îlot génomique pks (polyketide-synthase) (Nougayrede et al., 2006). 

Une forte prévalence des E. coli producteurs de la colibactine est associée au CCR (Arthur et 

al., 2012; Buc et al., 2013). En effet, les données épidémiologiques montrent que les E. coli 

producteurs de la colibactine sont plus fréquemment trouvés dans les tumeurs de patients 

atteints de CCR (50-65%) que dans les biopsies de patients atteints de la maladie de Crohn 

(40%) ou ceux ne souffrant pas de MICI ni de cancer (20,8%) (Arthur et al., 2012; Buc et al., 

2013). De plus, une étude clinique sur 88 patients atteints de CCR sporadique a montré que 

les E. coli producteurs de la colibactine sont préférentiellement retrouvés chez les patients 

atteints de CCR de type MSS par rapport aux patients atteints de CCR de type MSI (Gagnière 

et al., 2017). Cependant, il a été noté une augmentation significative du nombre de bactéries 

E. coli productrices de colibactine dans les muqueuses coliques des patients atteints de CCR 

de type MSI (Gagnière et al., 2017), suggérant que l’implication de ce pathogène dans le CCR 

pourrait dépendre du phénotype. 

 

III.3.6.4.1. Biosynthèse de la colibactine : l’îlot pks 

La colibactine est un composé hybride polykétide/peptide non ribosomal produit par 

une machinerie de biosynthèse complexe codée par un îlot pathogène de 54 kb, nommé l’îlot 

pks et qui est composé de 23 gènes (clbA à clbS) (Nougayrède et al., 2006) (figure 31, 

tableau 1). Si la structure complète de la colibactine est encore mal décrite, plusieurs études 

ont identifié des intermédiaires de biosynthèse (Bian et al., 2013, 2015; Brotherton and 

Balskus, 2013; Brotherton et al., 2015; Vizcaino and Crawford, 2015; Vizcaino et al., 2014; 

Zha et al., 2016). Ainsi, le terme « colibactine » regrouperait en réalité plusieurs molécules.  

En premier lieu, la biosynthèse de la colibactine nécessite l’activation des 

mégasynthases PKS/NRPS (non ribosomal peptides) par la phosphopantetheinyl transferase 

ClbA. Une fois activées, les mégasynthases recrutent leurs monomères spécifiques. La 

première enzyme intervenant dans la synthèse est la ClbN, dont le substrat est l’asparagine 

(Asn). L’assemblage se poursuit ensuite avec l’intervention successive des enzymes ClbB-C-

H-I-J-K qui utilisent divers substrats, conventionnels (malonyl-CoA, alanine, sérine, glycine, 

cystéine) ou non (acide aminocyclopropane-carboxylique), synthétisant la toxine sous forme 

de pré-colibactine. La pré-colibactine inactive est exportée au niveau du périplasme via ClbM 
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(Mousa et al., 2016). ClbM est une pompe à efflux insérée dans la membrane interne. Il 

semble que d’autres pompes à efflux complémentent partiellement l’absence de ClbM (Mousa 

et al., 2016). La pré-colibactine est ensuite hydrolysée, entraînant la séparation du produit de 

clivage, ou N-myristoyl-D-asparagine et de la colibactine active. Cette réaction est effectuée 

par ClbP, une protéine ancrée à la membrane interne et qui possède une activité D-amino-

peptidase. Cette stratégie de pré-colibactine inactive pourrait être un mécanisme de protection 

de la bactérie qui produit ces composés génotoxiques. La mutation de ClbP inhibe les effets 

génotoxiques de la colibactine. En 2016 a été identifié un second mécanisme de protection, la 

protéine ClbS, qui protègerait la bactérie productrice de la colibactine, par séquestration ou 

modification des molécules de colibactine présentes dans le cytoplasme (Bossuet-Greif et al., 

2016). 

III.3.6.4.2. Régulation de la synthèse de la colibactine 

Plusieurs paramètres peuvent modifier la synthèse de la colibactine. In vitro, les 

conditions de culture bactérienne sont importantes puisque la culture sous agitation augmente 

la transcription des gènes ClbA, B, C, D, E, F, G et H (Homburg et al., 2007). La composition 

du milieu de culture joue aussi un rôle important puisqu’un milieu appauvri en fer induit une 

augmentation de la transcription du gène ClbA (Tronnet et al., 2016, 2017). Enfin, la protéine 

chaperonne de choc thermique d’E. coli Hsp90Ec (Heat shock protein 90 from Escherichia 

coli) est indispensable à la production de la colibactine (Garcie et al., 2016). Bien que son 

action soit mal comprise, les auteurs ont émis l’hypothèse que Hsp90Ec peut favoriser le 

repliement et la stabilité des différentes protéines Clb (Garcie et al., 2016). 

In vivo, peu d’études ont analysé les taux de synthèse de la colibactine. Seules 

quelques études utilisant des souches d’E. coli isolées de cas d’infections urinaires et 

porteuses de l’îlot pks ont montré une augmentation de l’expression de l’îlot pks lorsque 

l’urine est utilisé comme milieu de culture (Hancock et al., 2008). En 2014, Arthur et 

collaborateurs ont montré que l’expression de 5 gènes de l’îlot pks (ClbG, H, L, M, et S) est 

augmentée au cours du développement tumoral de façon dépendante de l’inflammation 

(Arthur et al., 2014), suggérant que les variations du microenvironnement au cours du 

développement du CCR peuvent influencer la synthèse de la colibactine. Une étude récente a 

mis en évidence que la synthèse de la colibactine est modulée en présence du DON 

(deoxynivalenol), une mycotoxine  produite par différents contaminants fongiques du genre 

Fusarium. Le DON seul n’a pas d’effet ni sur la croissance bactérienne, ni sur la composition 

du microbiote ou encore sur l’expression des gènes Clb. Cependant, le DON potentialise les 



Figure 32 : Mécanismes d’action de la colibactine.

Les patients atteints de CCR présentent une colonisation anormale par des E. coli pks+ capables

d’adhérer et d’envahir les cellules épithéliales intestinales, de se multiplier en macrophages et d’induire

une réponse pro-inflammatoire. Les E. coli pks+ induisent également des dommages à l’ADN, un arrêt

du cycle cellulaire en phase G2/M et une entrée en sénescence des cellules infectées. Ces dernières vont

acquérir un phénotype sécrétoire associé à la sénescence, qui s’accompagne de la production de facteurs

de croissance ayant pour conséquence d’augmenter la prolifération des cellules non infectées ainsi que

la carcinogénèse colorectale dans des modèles murins de CCR.
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effets génotoxiques de la colibactine in vitro et in vivo (Payros et al., 2017). Cette étude 

montre que les facteurs environnementaux peuvent jouer un rôle important dans la production 

et la toxicité de la colibactine.  

III.3.6.4.3. Impacts cellulaires de la colibactine 

De nombreuses études ont analysé l’impact de la colibactine in vitro et in vivo et mis 

en évidence plusieurs effets pro-tumoraux et pro-inflammatoires de cette dernière (figure 32). 

Ces effets nécessitent l’infection par des E. coli portant l’îlot pks vivants et un contact entre 

les bactéries et les cellules (Nougayrède et al., 2006; Reuter et al., 2018). 

III.3.6.4.3.1. Colibactine et activité génotoxique 

Plusieurs études in vitro ont mis en évidence la capacité des souches d’E. coli 

productrices de la colibactine à induire des cassures double brin de l’ADN accompagnées par 

l’activation des systèmes de réparation de l’ADN médiée par la voie ATM. Cette activation 

est caractérisée par la phosphorylation d’ATM et l’apparition d’histones H2AX phosphorylés 

en position S139 (Bossuet-Greif et al., 2018; Nougayrède et al., 2006). La phosphorylation 

d’ATM induit l’activation d’une cascade de phosphorylation passant par les protéines Chk2 et 

Cdc25c (Cycline-dependent kinase phosphatase C). La phosphatase Cdc25c phosphorylée est 

alors séquestrée au niveau du cytoplasme entraînant un blocage du cycle cellulaire en phase 

G2/M. L’analyse cytogénétique a révélé des signes de réparation des dommages incomplètes 

marqués par la présence d’aberrations chromosomiques importantes (chromosomes en 

anneaux, chromosomes dicentriques, cassures de chromatides, ...) pouvant entraîner une 

augmentation des mutations (Cuevas-Ramos et al., 2010). De manière intéressante, une étude 

réalisée au laboratoire a montré que l’infection des cellules épithéliales intestinales humaines 

T84 par les souches d’E. coli productrices de colibactine entraîne l’inhibition de l’expression 

de la protéine de réparation des dommages à l’ADN, MLH1 (Gagnière et al., 2017). 

En 2015, des chercheurs chimistes ont purifié un composé « pré-colibactine » capable 

d’alkyler l’ADN et d’induire des liens inter-brin (Vizcaino and Crawford, 2015). Les auteurs 

ont alors émis l’hypothèse que les cassures double brin de l’ADN observées lors de l’infection 

pourraient ne pas être induits directement par la colibactine mais seraient la conséquence 

d’une réponse des cellules infectées afin de réparer leur ADN. Plus récemment, une étude a 

mis en évidence la présence de liaisons croisées (ou crosslink) sur l’ADN des cellules 

infectées par des souches bactériennes productrices de colibactine telles que des souches 
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d’Enterobacteriaceae porteuses de l’îlot pks, des souches cliniques d’E. coli, Citrobacter 

koseri, Klebsiella pneumoniae, et Enterobacter aerogenes (Bossuet-Greif et al., 2018). 

III.3.6.4.3.2. Colibactine et activité pro-inflammatoire 

En utilisant les macrophages, cellules majoritaires de l’infiltrat tumoral immunitaire, 

Raisch et collaborateurs ont montré que les souches d’E. coli productrices de la colibactine 

sont capables de survivre et de se multiplier au sein des macrophages contrairement aux 

souches d’E. coli commensales qui sont rapidement éliminées après l’infection (Raisch et al., 

2014). Ces souches entraînent notamment la production du facteur pro-inflammatoire COX-2 

indépendamment de la présence de l’îlot pks (Raisch et al., 2014). L’expression de la protéine 

COX-2 est, par ailleurs, retrouvée augmentée dans les tissus cancéreux des patients atteints de 

CCR et associée à un mauvais pronostic (Wang and DuBois, 2010) ainsi que la surexpression 

de PGE-2, un acteur majeur qui orchestre la réponse pro-tumorale des macrophages. Il a été 

montré chez les souris génétiquement modifiées (souris transgéniques CEABAC10 

exprimant les CEACAM (carcinoembryonic antigen related cell adhesion molecule) humains 

que la souche d’E. coli, 11G5, productrice de la colibactine, colonise le tube digestif et 

entraîne la mise en place d’une inflammation colique (Raisch et al., 2014). De manière 

intéressante, les souches d’E. coli productrices de colibactine semblent avoir besoin de 

l’inflammation pour excercer leur pouvoir carcinogène. En effet, la mono-colonisation 

d’une souche d’E. coli productrice de colibactine dans un modèle murin de CCR (souris 

il10
-/- traitées à l’AOM) entraîne une augmentation du développement tumoral. Cependant, 

des souris sauvages traitées à l’AOM et mono-colonisées avec la souche pathogène 

productrice de colibactine ne développent pas d’inflammation colique ni de dysplasie et/ou 

tumeurs, soulignant l’importance de l’inflammation dans le pouvoir carcinogène des souches 

productrices de colibactine (Arthur et al., 2012). Ces études montrent que l’infection par les 

souches d’E. coli pathogènes induit la mise en place d’une inflammation indépendamment de 

la présence de l’îlot pks. Cette inflammation est requise afin que les souches d’E. coli 

productrices de colibactine excercent leurs effets pro-tumoraux.  

 

III.3.6.4.3.3. Colibactine, sénescence et prolifération cellulaire 

Plusieurs études indépendantes ont montré que la colibactine induit la sénescence des 

cellules infectées (Cougnoux et al., 2014; Secher et al., 2013). La sénescence cellulaire est 

caractérisée par un arrêt irréversible du cycle cellulaire associé à des changements 

morphologiques et physiologiques importants. Suite à l’infection par les souches productrices 
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de la colibactine, les cellules en sénescence présentent des mégalocytoses (i.e., taille 

anormalement grande des cellules), une activité β-galactosidase lysosomale à pH 6, une 

accumulation des protéines p53 et p21 impliquées dans l’arrêt du cycle cellulaire, ainsi qu’une 

diminution de la peptidase SENP1 (Sentrin-specific protease 1) (Cougnoux et al., 2014) 

(figure 32).  

Dans le cancer, la sénescence peut avoir un rôle anti- ou pro-tumoral selon le contexte 

(Rao and Jackson, 2016). Dans le cas de la sénescence induite par la colibactine, le ratio entre 

le nombre de bactéries et le nombre de cellules cancéreuses joue un rôle majeur. Il a été 

proposé que si le ratio bactéries/cellules est élevé, les bactéries pourraient avoir une activité 

anti-tumorale en induisant la sénescence de la majorité des cellules cancéreuses grâce au 

blocage du cycle cellulaire. En revanche, si ce ratio est faible et que les bactéries n’induisent 

la sénescence que d’un nombre limité de cellules cancéreuses, les bactéries pourraient avoir 

une activité paracrine pro-tumorale grâce au phénotype sécrétoire associé à la sénescence 

(SASP, senescence-associated secretory phenotype). Le SASP est caractérisé par la sécrétion 

par les cellules sénescentes d’un grand nombre de médiateurs pro-inflammatoires, tels que les 

cytokines et chimiokines IL-6 et IL-8, et de facteurs de croissance, tels que l’HGF (hepatocyte 

growth factor), le FGF (fibroblast growth factor), GM-CSF (granulocyte macrophages colony 

stimulating factor), BMP4 (bone morphogenetic protein 4) et VEGF (Cougnoux et al., 2014; 

Dalmasso et al., 2014). Parmi ces facteurs de croissance, seul le FGF, le GM-CSF et le HGF 

sont augmentés in vitro et in vivo dans un modèle de xénogreffe suite à l’infection par la 

souche d’E. coli 11G5 productrice de la colibactine. L’HGF sécrété par les cellules infectées 

et sénescentes stimule la prolifération des cellules adjacentes non infectées, favorisant le 

développement du CCR (Cougnoux et al., 2014) (figure 32). De manière intéressante, les 

biopsies de patients atteints de CCR et colonisées par des E. coli producteurs de colibactine 

présentent une augmentation de niveaux du marqueur des dommages à l’ADN, γH2AX, et des 

marqueurs de la sénescence, de l’expression de l’ARN messager HGF ainsi que de l’activité 

du récepteur à l’HGF comparativement aux biopsies des patients colonisés par des souches 

d’E. coli ne possédant pas l’îlot pks (Cougnoux et al., 2014). Une autre étude menée au 

laboratoire a mis en évidence la capacité de la souche d’E. coli productrice de la colibactine, 

11G5, à augmenter la prolifération cellulaire dans un modèle murin génétiquement modifié, 

les souris transgéniques CEABAC10 (Raisch et al., 2014). 
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III.3.6.4.3.4. Colibactine et carcinogenèse colorectale 

Dans des modèles murins de CCR génétiquement modifiés (souris il10
-/- traitées à 

l’AOM ou souris Apc
Min/+) ou induits chimiquement (souris traitées à l’AOM/DSS), 

l’infection par des E. coli producteurs de colibactine induit une accélération du 

développement tumoral, comparativement aux conditions non infectées ou infectées par un 

mutant de ces souches ne produisant pas de colibactine (Arthur et al., 2012; Bonnet et al., 

2014; Cougnoux et al., 2014). Dans ces modèles, l’administration d’un anticorps dirigé contre 

le facteur de croissance HGF abolit l’augmentation de la sénescence et de la prolifération 

cellulaire ainsi que l’augmentation de la carcinogenèse colorectale induites par des E. coli 

producteurs de colibactine (Cougnoux et al., 2014). Ceci démontre que le SASP est 

responsable de la carcinogenèse colorectale induite par ces derniers. 

 

III.4. Stratégies diagnostiques et thérapeutiques utilisant le microbiote 

intestinal 

III.4.1.  Les marqueurs microbiens : détection et pronostique du CCR 

A l’heure actuelle, les marqueurs de pronostique du CCR présentent quelques limites.  

Par conséquent, il est nécessaire de développer d’autres outils efficaces de dépistage et de 

pronostic non invasifs pour remplacer ou compléter ceux actuellement utilisés, dans le but 

d’optimiser les stratégies de traitement, de prédire la réponse aux traitements et de réduire la 

mortalité due au CCR. L'étude du microbiote intestinal fournit de nouvelles pistes pour 

identifier de puissants bio-marqueurs.  

De nombreuses études ont mis en évidence une diminution du ratio 

Firmicutes/Bacteroidetes chez les patients atteints de CCR, ce qui pourrait constituer un 

marqueur important de la dysbiose au sein des lésions précancéreuses. De plus, comme décrit 

précédemment, Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis, et Escherichia coli 

producteurs de colibactine sont associés à des stades TNM tardifs du CCR (Villéger et al., 

2018). La détection de ces bactéries dans les tissus réséqués ou dans les fèces pourrait 

constituer un nouveau facteur de pronostique du CCR. Notamment, une étude a montré que la 

détection de F. nucleatum, B. fragilis et Faecalibacterium prausnitzii pourrait constituer un 

bio-marqueurs de pronostique du CCR (Wei et al., 2016). Une autre étude a montré que la 

quantification de F. nucleatum dans les fèces permet d’augmenter la performance de 

diagnostic du test immunochimique fécal non invasif, détectant la présence du sang dans les 

fèces (Wong et al., 2017b). Récemment, des chercheurs ont mis en évidence la détection des 
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bactéries porteuses de l’îlot pks et la présence de F. nucleatum dans les fèces comme des 

marqueurs non invasifs du CCR. La présence de ces marqueurs fécaux pourraient prédire le 

CCR avec une spécificité de 63,1% et une sensibilité de 84,6% (Eklöf et al., 2017). 

 D’autres études ont mis en évidence l’importance de l’étude des métabolites associés 

au microbiote pour la détection du CCR. La quantification des métabolites fécaux par 

spectroscopie à résonance magnétique nucléaire a identifié de nouveaux marqueurs de 

pronostiques potentiels tels que les acides gras à chaîne courte et la composition en acides 

aminés (Monleón et al., 2009). Plus récemment, une étude a mis en évidence 41 métabolites 

fécaux dont la concentration était modifiée chez les patients atteints de CCR, tels que les 

hèmes, les peptides et les acides aminés, ainsi que les vitamines et leurs cofacteurs (Goedert et 

al., 2014). L’analyse des composés organiques fécaux volatils a mis en évidence 3 marqueurs 

potentiels afin de détecter le CCR, que sont le fructose, l’acide linoléique et l’acide 

nicotinique. Ces 3 composés ont, en effet, été détectés en plus faible quantité chez les patients 

atteints de CCR par rapport aux sujet sains (de Meij et al., 2014). 

Enfin, les marqueurs microbiens peuvent permettre de prédire la réponse aux 

traitements du CCR. Plusieurs études ont mis en évidence la capacité du microbiote à moduler 

les réponses aux traitements du CCR. Notamment, l’Irinotecan, le traitement de 

chimiothérapie de choix contre les CCR métastatiques, provoque des effets secondaires 

largement influencés par la β-glucuronidase bactérienne (Guthrie et al., 2017; Wallace et al., 

2010). De plus, comme décrit précédemment, certaines espèces bactériennes, notamment F. 

nucléatum, favorisent la survenue de résistances aux drogues de chimiothérapies (Yu et al., 

2017). 

L’étude du microbiote intestinal et de son métabolome est donc importante afin de 

prédire et diagnostiquer le CCR. Les informations métagénomiques et métabolomiques 

permettront de prédire et/ou d’éviter de potentiels effets secondaires ou résistances aux 

traitements. 

III.4.2. Les thérapies ciblant le microbiote  

Les traitements courant du CCR sont la chirurgie, la chimiothérapie, la radiothérapie et 

l’immunothérapie. Cependant, de nouvelles stratégies thérapeutiques utilisant ou visant à 

moduler le microbiote intestinal sont de plus en plus envisagées dans le traitement du CCR. 

Ces dernières années, plusieurs études indépendantes ont mis en évidence un impact positif de 

certaines bactéries sur l’efficacité des thérapies contre le CCR. 
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En 2010, Wallace et collaborateurs ont mis en évidence que l’utilisation d’un 

inhibiteur de l’enzyme β-glucuronidase produite par le microbiote améliore la réponse à la 

drogue de chimiothérapie, l’Irinotecan. En effet, cette enzyme a la capacité de réactiver la 

drogue de chimiothérapie au sein du tube digestif entraînant de sévères diarrhées (Wallace et 

al., 2010). D’autres études ont mis en évidence le rôle du microbiote dans l’efficacité de 

plusieurs thérapies. Notamment, Bifidobacterium présente des effets anti-tumoraux. 

L’administration orale de Bifidobacterium favorise l’activation de l’immunité anti-tumorale et 

augmente l’efficacité de l’immunothérapie anti-PDL1 (programmed cell death ligand 1). En 

effet, les cellules tumorales peuvent échapper au système immunitaire en exprimant à leur 

surface une protéine appelée PD-L1. Cette protéine agit en se liant à des récepteurs appelés 

PD-1 et B7.1 situés à la surface des lymphocytes T. La liaison de PD-L1 avec l’un ou l’autre 

de ces récepteurs conduit à l’inactivation des lymphocytes T. L’immunothérapie anti-PD-L1 

repose sur l’inhibition de l’interaction entre PD-1 et PD-L1, ce qui restaure une réponse 

lymphocytaire anticancéreuse (Sivan et al., 2015). Une étude plus récente a montré que la 

résistance aux immunothérapies pouvait être attribuée à une composition anormale du 

microbiote intestinal avec notamment une diminution de l’abondance de l’espèce 

Akkermansia muciniphila chez les patients ne répondant pas au traitement anti-PDL1 (Routy 

et al., 2018). La transplantation du microbiote fécal des patients répondeurs ou non 

répondeurs au traitement anti-PDL1 aux souris préalablement traitées avec un cocktail 

d’antibiotiques ou aux souris axéniques, a montré que les souris gavées avec les échantillons 

fécaux des patients non répondeurs devenaient résistantes au traitement anti-PDL1, ce qui 

n’était pas le cas des souris gavées avec les échantillons fécaux des patients répondeurs. 

L’administration de la bactérie Akkermansia muciniphila aux souris gavées avec les 

échantillons des patients non répondeurs a rétabli l’efficacité du traitement anti-PDL1 (Routy 

et al., 2018). Vétizou et collaborateurs ont étudié l’impact du microbiote sur une autre 

immunothérapie, l’anti-CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), basée sur le 

blocage de CTLA4 exprimé à la surface des lymphocytes T et dont le rôle majeur est de 

limiter l’activation de l’immunité anti-tumorale (Vétizou et al., 2015). Ces auteurs ont mis en 

évidence le rôle anti-tumoral de Bacteroides fragilis et Bacteroides thetaiotaomicron en 

faveur de l’efficacité de l’anti-CTLA4, via la mise en place d’une réponse des lymphocytes T. 

Les tumeurs traitées par un cocktail d’antibiotiques à large spectre ou les souris axéniques ne 

répondaient pas à l’anti-CTLA4, confirmant l’implication du microbiote. Ce défaut de 

réponse est annulé suite à l’administration de B. fragilis, de polysaccharides spécifiques de B. 

fragilis ou encore par le transfert de lymphocytes T cultivés in vitro et spécifiquement activés 
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par l’infection par B. fragilis (Vétizou et al., 2015). La transplantation du microbiote fécal de 

l’Homme chez les souris axéniques a montré que les souris ayant reçu un microbiote enrichi 

en Bacteroides répondait mieux au traitement anti-CTLA4 et développaient des xénogreffes 

plus petites comparativement au groupe recevant un microbiote enrichi en Prevotella. Enfin, 

une étude a rapporté l’efficacité de la transplantation du microbiote fécal dans un cas de 

maladie de Crohn sévère, qui constitue un facteur de risque du CCR, avec une rémission 

clinique maintenue pendant plus de 9 mois après le traitement (Zhang et al., 2013). 

De plus, plusieurs bactéries probiotiques semblent avoir un impact positif sur la 

prévention du CCR. Notamment, les bactéries lactiques peuvent prévenir l’apparition des 

dommages à l’ADN induits par un agent mutagène, au niveau du côlon et du foie chez les rats 

(Zsivkovits et al., 2003). En 2017, une étude a montré l’implication de Lactobacillus dans 

l’induction de l’apoptose des cellules cancéreuses colorectales humaines, via l’augmentation 

de l’expression de la protéine pro-apoptotique BAX (BCL-2-associated X protein), et la 

diminution de l’expression de la protéine anti-apoptotique BCL-2, entraînant une inhibition de 

la prolifération cellulaire (Chen et al., 2017). La souche Lactobacillus casei BL23 a aussi été 

montrée comme pouvant diminuer le nombre de tumeurs coliques dans un modèle murin de 

CCR induit chimiquement par le 1,2-dimethylhydazine (Lenoir et al., 2016). Son effet passait 

par la modulation de la réponse immunitaire de type Th17 et l’augmentation de l’expression 

de la cytokine anti-inflammatoire IL-10. Ces études suggèrent un impact bénéfique des 

bactéries productrices d’acide lactique afin d’inhiber l’environnement pro-inflammatoire 

associé au CCR.   

Une étude récente a mis en évidence un changement de la composition du microbiote 

des patients suite à la prise répétée des probiotiques Bifidobacterium lactis Bl-04 et 

Lactobacillus acidophilus NCFM, avec notamment une augmentation de la prévalence de 

bactéries productrices de butyrate, connu pour son effet bénéfique pour l’hôte (Hibberd et al., 

2017). Une stratégie visant à la supplémentation en acides gras à chaîne courte pourrait 

d’ailleurs avoir des effets bénéfiques au niveau de la fonction de la barrière épithéliale, ou de 

la réponse immunitaire ainsi que des effets anti-inflammatoires et anti-tumoraux (van der 

Beek et al., 2017). L’administration des acides gras à chaîne courte à des souris traitées à 

l’AOM/DSS entraîne une diminution de l’inflammation, de l’expression des marqueurs de 

prolifération cellulaire et de la tumorigénèse colique (Tian et al., 2018). 

Par ailleurs, deux prébiotiques, substances qui agissent sur l’activité des 

microorganismes, le galacto-olosaccharide et l’inuline, sont capables de réduire le nombre de 

foyers de cryptes aberrantes au sein du côlon des rats Wistar (Qamar et al., 2016) et de réduire 
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les dommages à l’ADN induits par un agent carcinogène dans un modèle murin (Mauro et al., 

2013). 

Enfin, il a été montré par le laboratoire  que  deux composés capables de se fixer au 

niveau du site actif de l’enzyme ClbP inhibent les effets pro-tumoraux de la colibactine in 

vitro, réduisant ainsi la tumorigénèse dans un modèle de xénogreffe ainsi que dans un modèle 

murin de CCR, le modèle AOM/DSS (Cougnoux et al., 2016).  

  

 



Figure 33 : Les différentes formes d’autophagie.

La macroautophagie correspond à la séquestration d’une portion de cytoplasme dans une vacuole à

double membrane appelée autophagosome, qui va fusionner avec les lysosomes pour donner un

compartiment de dégradation, l’autophagolysosome. L’autophagie dépendante des protéines

chaperonnes se caractérise par le transport actif de protéines possédant le motif penta-peptidique

KFERZ dans les lysosomes par un complexe protéique composé des protéines LAMP-2 et HSP-70. La

microautophagie correspond à l’internalisation d’une portion de cytoplasme par invagination directe de

la membrane des lysosomes. L’ADN/ARN autophagie correspond au ciblage et au transport spécifique

d’acides nucléiques présents dans le cytoplasme par la protéine LAMP-2C dans les lysosomes où ils

seront dégradés.
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Partie 4. Le processus autophagique : physiologie et 

pathologie  

IV.1. L’autophagie : Généralités 

Le terme « autophagie » vient du grec [auto (soi-même) et phagie (manger)] et signifie 

« se manger soi-même ». Le terme autophagie a été introduit par Christian de Duve en 1963. 

Le prix Nobel de physiologie/médecine 2016 a été attribué à Yoshinori Ohsumi pour ses 

découvertes sur les mécanismes moléculaires contrôlant l’autophagie chez la levure, 

soulignant l’importance de ce processus dans la physiologie humaine. Derrière le terme 

« autophagie », sont regroupés plusieurs mécanismes permettant aux cellules eucaryotes de 

dégrader et de recycler leurs composants intracellulaires, tels que les organites et les 

macromolécules cellulaires, par l’intermédiaire du lysosome. L’autophagie est activée suite à 

un stress qui peut être de nature variée (carence en nutriment ou en oxygène, infection par des 

pathogènes,…) afin de maintenir la cellule dans un état physiologique. De ce fait, 

l’autophagie est un processus clé pour le maintien de la physiologie de l’hôte et des 

perturbations de ce processus ont été décrites dans plusieurs maladies telles que les maladies 

infectieuses, les maladies neurodégénératives ainsi que les cancers (Beau et al., 2011). 

 

IV.2. Les différentes formes d’autophagie 

A ce jour, 4 formes différentes d’autophagie sont décrites : (1) la micro-autophagie, 

(2) l’autophagie médiée par les protéines chaperonnes, (3) l’ADN/ARN autophagie et (4) la 

macro-autophagie (figure 33).  

 IV.2.1. La micro-autophagie 

La micro-autophagie est décrite comme un processus majoritairement non sélectif de 

dégradation lysosomale caractérisée par une invagination de la membrane lysosomale, 

permettant la séquestration du contenu cytoplasmique à dégrader (Li et al., 2012a). Cette 

invagination, aussi appelée « tube autophagique », forme ensuite une vésicule dans la lumière 

du lysosome par scission membranaire (figure 33). La micro-autophagie peut être activée de 

manière constitutive ou bien suite à un stress cellulaire afin de dégrader spécifiquement des 

organites endommagés. Cette micro-autophagie sélective fut décrite chez la levure avec 3 

cibles possibles : les peroxysomes avec la micropexophagie (dégradation sélective des 
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peroxisomes) (Sakai et al., 1998), la microautophagie « piecemeal » (dégradation sélective 

des portions du noyau) (Roberts et al., 2003) et enfin la micromitophagie (dégradation 

sélective des mitochondries) (Kissová et al., 2004). Tout comme la macro-autophagie, 

évoquée ci-après, la micro-autophagie est sous le contrôle du complexe TORC1 (target of 

rapamycin complex 1) (Dubouloz et al., 2005). La microautophagie reste peu étudiée chez les 

mammifères et ses mécanismes moléculaires sont mal décrits. 

IV.2.2. L’autophagie médiée par les protéines chaperonnes 

L’autophagie dépendante des protéines chaperonnes (ou la CMA, chaperone-mediated 

autophagy) est un type d’autophagie exclusivement sélectif décrit uniquement chez les 

eucaryotes. La CMA prend place au sein même de la membrane du lysosome et est régulée 

par la disponibilité en nutriments et/ou les stress cellulaires. Contrairement à la micro-

autophagie, la CMA ne repose pas sur la formation d’une vésicule emprisonnant une portion 

de cytoplasme mais sur la translocation directe des protéines à dégrader au travers de la 

membrane du lysosome. Ce mécanisme de protéolyse reconnaît exclusivement les protéines 

ou agrégats de protéines portant le motif peptidique KFERQ (Lysine-Phénylalanine-Acide 

Glutamique-Arginine-Glutamine), soit environ 30% des protéines solubles cytosoliques et 

nucléaires. Ce motif est reconnu par la protéine chaperonne Hsc70 ce qui déclenche sa 

linéarisation en vue d’être adressée au lysosome (figure 33).  

Les mécanismes de régulation de l’adressage des protéines contenant le motif KFERQ 

vers la voie de dégradation CMA restent mal connus, plusieurs hypothèses ont cependant été 

émises. L’une d’entre elles serait un changement de conformation des protéines révélant le 

motif KFERQ jusqu’alors caché par le repliement de la chaîne d’acides aminés (Kaushik and 

Cuervo, 2012). Une autre hypothèse impliquerait des modifications post-traductionnelles. En 

effet, il a été montré que l’acétylation et la phosphorylation du motif KFERQ peuvent 

déclencher la dégradation des protéines concernées par la CMA (Lv et al., 2011; Thompson et 

al., 2009). Enfin, il semblerait que le complexe KFERQ/Hsc70 soit adressé puis internalisé au 

niveau du lysosome de façon dépendante de la protéine transmembranaire LAMP (lysosome-

associated membrane protein)-2A  (Cuervo and Dice, 1996, 2000a, 2000b). 

Des dérégulations de la CMA ont été observées dans certaines pathologies humaines 

telles que les maladies neuro-dégénératives comme la maladie d’Alzheimer ou de Parkinson, 

ou encore les maladies auto-immunes chroniques telles que le lupus (Cuervo and Wong, 

2014; Muller, 2017). 

 



Figure 34 : Les étapes principales de la macro-autophagie.

1) L’initiation : sous l’effet de différents stimuli, les complexes protéiques de régulation de

l’autophagie mTORC1 et ULK1 se dissocient. Ce dernier induit l’activation du complexe

PI3K/BECLIN-1 nécessaire pour la formation d’une membrane d’isolation, ou phagophore.

2) L’élongation : l’élongation du phagophore et la séquestration du matériel cytoplasmique sont sous

le contrôle de 2 systèmes de conjugaison protéique. Le premier correspond au complexe protéique

ATG12-ATG5-ATG16L1, qui est assemblé grâce à l’action d’ATG7 et d’ATG10. Le second

implique la protéine LC3 qui est clivée par ATG4 donnant ainsi la forme active LC3-I. LC3-I est

ensuite conjuguée à la PE grâce à l’action d’ATG7 et d’ATG3 formant ainsi LC3-II ou LC3-PE, qui

s’insère alors dans la membrane du phagophore. L’élongation des extrémités du phagophore autour

du contenu cytoplasmique séquestré conduit à la fermeture des membranes pour former

l’autophagosome.

3) La fusion : l’autophagosome fusionne avec le lysosome, afin de former l’autophagolysosome,

permettant la dégradation du contenu cytoplasmique séquestré.

(Modifiée d’après Mizushima et Komatsu, 2011).
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IV.2.3. L’ADN/ARN autophagie  

L’ADN/ARN autophagie, décrite en 2013 par Fujiwara (Fujiwara et al., 2013a, 

2013b), est un processus dépendant d’ATP qui permet le ciblage spécifique d’acides 

nucléiques présents dans le cytoplasme. Cette voie est caractérisée par l’interaction directe du 

matériel à dégrader avec la protéine de la membrane lysosomale, LAMP-2C, entraînant le 

passage de ces acides nucléiques dans le lysosome où ils seront dégradés par les 

endonucléases et exonucléases spécifiques (figure 33). 

 

IV.2.4. La macro-autophagie 

La macro-autophagie, appelée autophagie dans la suite du manuscrit, est la forme 

autophagique la mieux décrite dans la littérature. Elle implique la séquestration du contenu 

cytoplasmique dans une vacuole à double membrane appelée autophagosome (Mizushima, 

2018) (figure 33) et est considérée comme une voie de dégradation massive par sa capacité à 

dégrader un nombre important de substrats de manière simultanée. Cette voie est activée en 

réponse à un stress cellulaire tel qu’une carence en acides aminés ou en facteurs de 

croissance, l’hypoxie ou encore les infections par des pathogènes (Huang and Brumell, 2014a; 

Mizushima, 2005). Cette voie ubiquitaire est très conservée chez les eucaryotes et est 

strictement régulée par des gènes appelées ATG (Autophagy-related) (Suzuki et al., 2004). 

Ces derniers contrôlent une succession d’étapes allant de la mise en place du processus 

jusqu’à la dégradation du substrat (figure 34). 

IV.2.4.1. Les étapes de la macro-autophagie 

IV.2.4.1.1. L’initiation 

L’étape d’initiation se caractérise par la formation d’une membrane d’isolation 

appelée phagophore. L’origine des membranes du phagophore est encore aujourd’hui sujette à 

débat puisque différentes études lui attribuent des origines différentes. Le phagophore pourrait 

prendre origine au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique et plus précisément au 

niveau des sous-domaines du réticulum nommés « omégasomes » (Hayashi-Nishino et al., 

2009; Ylä-Anttila et al., 2009) (figure 35). Cependant, des études divergentes estiment que le 

phagophore pourrait prendre origine au niveau de la membrane nucléaire, des contacts 

mitochondrie-réticulum ou MAM (mitochondria associated membranes), de l’appareil de 

Golgi ou encore de la membrane plasmique (Rubinsztein et al., 2012). 



Figure 35 : Origine du phagophore et initiation de l’autophagie.

L’étape d’initiation permet la formation du phagophore, qui est la membrane initiale servant de matrice

pour la formation de l’autophagosome. Le phagophore est issu de membranes préexistantes provenant

de domaines particuliers du réticulum endoplasmique et de la mitochondrie : l’omégasome et les MAM

respectivement. Les premiers complexes recrutés sur ces domaines sont les complexes ULK et

BECLIN-1 qui en coopération avec AMBRA1 permettent la séparation de l’organite source et

l’émergence du phagophore selon un mécanisme encore inconnu à ce jour.

(Modifiée d’après Mizushima et Komatsu, 2011).
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L’initiation de l’autophagie requière l’activité du complexe ULK qui contient les 

protéines ULK1, ATG13, FIP200 et ATG101 (Ganley et al., 2009; Hara et al., 2008; Jung et 

al., 2009). Ce complexe est activé en amont par différents stress cellulaires (voir partie IV.3.3) 

entraînant l’inactivation du complexe mTOR. Les signaux activateurs de l’autophagie 

provoquent la déphosphorylation d’ULK1 qui peut ensuite phosphoryler les autres 

composants du complexe ULK. Ces phosphorylations activent le complexe ULK donc 

l’activité va ensuite permettre le recrutement du deuxième complexe impliqué dans 

l’initiation. Ce dernier est le complexe PI3K de classe III, plus communément appelé 

complexe BECLIN-1 et composé des protéines BECLIN-1, VPS34 (Vacuolar Protein Sorting 

34), et ATG14 (Itakura et al., 2008). Lors de l’induction de l’autophagie, le recrutement du 

complexe BECLIN-1 vers le réticulum endoplasmique est dépendant de son interaction avec 

la protéine d’assemblage pro-autophagique AMBRA-1 (autophagy/BECLIN-1 regulator 1) 

phosphorylée par ULK1 (Di Bartolomeo et al., 2010; Fimia et al., 2007).  Une fois en place, le 

complexe BECLIN-1 va phosphoryler des protéines pour l’instant non identifiées et VPS34 

va provoquer la production de phosphatidyl-insitol-3-phosphate (PI3P) sur la membrane du 

phagophore (Kihara et al., 2001; Petiot et al., 2000). Le complexe ULK peut aussi 

phosphoryler BECLIN-1 et ainsi augmenter l’activité du complexe BECLIN-1-VPS34 

ATG14 (Russell et al., 2013). La synthèse de PI3P permet ensuite le recrutement de protéines 

effectrices comme DFCP1 et WIPI (WD repeat domain Phosphoinositide-Interacting protein) 

mais aussi des complexes d’élongation nécessaires à la croissance du phagophore (Axe et al., 

2008; Dooley et al., 2014; Proikas-Cezanne et al., 2004). Une fois ces complexes activés et 

recrutés sur le lieu de formation du phagophore, l’élongation peut avoir lieu grâce au 

recrutement de nouveaux complexes moléculaires. 

IV.2.4.1.2. L’élongation 

L’élongation du phagophore est régulée par deux complexes de conjugaison 

apparentés à celui de l’ubiquitinylation, (1) un premier impliquant un hétéro-trimère ATG5-

ATG12-ATG16L1 et (2) un second impliquant la protéine LC3 (light chain 3) (Ohsumi, 

2001). 

● Le système de conjugaison ATG12-ATG5-ATG16L1 (figure 36) 

Dans ce premier système, la présence d’un résidu glycine, en C-terminale de la 

protéine ATG12 lui permet d’être directement activée par ATG7 (Tanida et al., 1999). Cette 

activation, ATP-dépendante, entraîne le transfert d’ATG12 vers ATG10. La glycine C-



Figure 36 : L’étape d’élongation du phagophore.

L’élongation du phagophore et la séquestration du matériel cytoplasmique à dégrader sont sous le

contrôle de 2 systèmes de conjugaisons protéiques. Le premier correspond au complexe protéique

ATG12-ATG5-ATG16L1, qui est assemblé grâce à l’action d’ATG7 et d’ATG10. Le second implique la

protéine LC3 qui est clivée par ATG4 donnant ainsi la forme active LC3-I. LC3-I est ensuite conjuguée

à la PE grâce à l’action d’ATG7 et d’ATG3 formant ainsi LC3-II ou LC3-PE, qui s’insère alors dans la

membrane du phagophore. L’élongation des extrémités du phagophore autour du contenu cytoplasmique

séquestré conduit à la fermeture des membranes pour former l’autophagosome.

(Modifiée d’après Mizushima et Komatsu, 2011).

LC3

LC3-I

LC3-I

LC3-II

ATG4

ATG7

ATG3

PE

ATG12

ATG16L1

ATG12

ATG12

ATG12

ATG5

ATG5

ATG12

ATG12

ATG16L1

ATG5

ATG12

ATG12
ATG12

ATG5

ATG16L1

ATG16L1

ATG5

ATG16L1

ATG5



Page | 73 
 

terminale d’ATG12 se lie, de façon covalente, à la lysine 149 de la protéine ATG5 libérant 

alors la protéine ATG10 (Mizushima et al., 1998) afin de former le conjugué ATG12-ATG5. 

La protéine ATG16L1 s’associe ensuite, de manière non covalente, à ce complexe néoformé 

entraînant la formation d’un complexe macromoléculaire homo-oligomérisé d’environ 800 

kDa (Mizushima et al., 2003). Ce complexe ATG12-ATG5-ATG16 se situe au niveau de la 

membrane externe du phagophore et se dissocie dès la fermeture de ce dernier (Mizushima et 

al., 2003). 

Ce complexe est essentiel dans le processus autophagique, toutefois une autophagie 

indépendante des protéines ATG5 et ATG7 a été décrite in vitro en réponse à des stress 

particuliers tels qu’une exposition des cellules à une molécule génotoxique, l’étoposide 

(Nishida et al., 2009). 

● Le système de conjugaison LC3-PE (figure 36) 

Dans ce second système de conjugaison, la protéine LC3 présente sous forme non 

mature appelée pro-LC3 est clivée par la protéinase ATG4 exposant une glycine en C-

terminal et donnant la forme cytosolique active LC3-I. Cette dernière est ensuite prise en 

charge par ATG7, puis ATG3 (Ichimura et al., 2000). La glycine en position 116 de LC3-I se 

lie à un phospholipide membranaire : le PE (phosphatidyl éthanolamine) afin de former le 

complexe LC3-PE ou LC3-II. Contrairement au complexe ATG12-ATG5-ATG16, le 

complexe LC3-II est présent aussi bien au niveau des membranes externes que des 

membranes internes du phagophore. De plus, ce complexe est primordial dans les dernières 

étapes de la formation du phagophore fermé (ou autophagosome). Contrairement au complexe 

ATG12-ATG5-ATG16, le complexe LC3-II ne se dissocie pas suite à la fermeture du 

phagophore et les complexes présents au niveau de la surface interne du phagophore seront 

dégradés lors de sa fusion avec les lysosomes. Ces caractéristiques font de LC3-II un 

marqueur de choix pour l’étude de l’autophagie (Klionsky et al., 2016). 

Il existe une interdépendance entre ces 2 systèmes, puisqu’en l’absence d’ATG5, la 

forme LC3-II ne peut pas être générée (Mizushima et al., 2002) et réciproquement le niveau 

de LC3-II influe sur la formation du complexe ATG5-ATG12 (Hanada et al., 2007). 

IV.2.4.1.3. La maturation de l’autophagosome et la fusion de 

l’autophagosome avec le lysosome 

L’élongation des extrémités du phagophore conduit à la fermeture de la membrane 

pour donner un autophagosome, en général de 0,5 à 1,5 µm de diamètre (Mizushima et al., 



Figure 37 : L’étape de maturation et fusion de l’autophagosome avec les lysosomes.

L’étape de maturation et fusion de l’autophagosome avec le lysosome est médiée par plusieurs

régulateurs. Notamment, les familles de protéines Rab et SNARE sont impliquées dans la régulation de

la fusion entre l’autophagosome et le lysosome. De plus, la fusion de l’autophagosome avec le lysosome

est facilité par la conjugaison de l’effecteur PLEKHM1 aux protéines de la famille GABARAP au

niveau de l’autophagosome. Par ailleurs, GABARAP est aussi impliqué dans le recrutement de la

PI4KIIα qui génère des structures PI4P qui facilitent la fusion entre l’autophagosome et le lysosome.

De façon générale, les protéines LC3/GABARAP jouent un rôle important dans l’étape de fusion. Suite

à la fusion de l’autophagosome avec le lysosome, la dégradation du matériel séquestré génère la

libération d’acides aminés, de lipides et de carbohydrates. Ceci entraîne une diminution de l’activation

de mTOR et ainsi diminue l’activation du processus autophagique jusqu’à un niveau basal.
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2002). La maturation de l’autophagosome requiert l’activité d’ATG4 pour dissocier le 

complexe LC3-II de la surface externe de l’autophagosome, sans quoi des autophagosomes 

incomplets et non fermés s’accumulent dans la cellule (Yu et al., 2012). Le mécanisme 

impliqué dans la fermeture du phagophore s’apparenterait à une scission membranaire 

puisque la face externe et interne de la double-membrane ne sont pas en contact lors de la 

fermeture (Knorr et al., 2015). 

Lorsque les autophagosomes contenant le matériel cellulaire à dégrader sont matures,  

ils fusionnent avec des endosomes afin de former des amphisomes grâce aux protéines de la 

machinerie ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) (Rusten and 

Simonsen, 2008). Par la suite, les amphisomes fusionnent avec les lysosomes, grâce à 

l’intervention de la machinerie Rab-SNARE (soluble N-éthylmaleimide sensitive factor 

attachment protein receptor), impliquée dans la fusion vésicule-vésicule (Stroupe, 2011) et 

des protéines LC3/GABARAP (GABA type A receptor-associated protein). Ceci conduit à la 

formation de l’autophagolysosome ou autolysosome (figure 37). 

IV.2.4.1.4. La dégradation du contenu dans l’autolysosome 

Cette dernière étape requiert la participation des hydrolases acides du lysosome, telles 

que les lipases, qui génèrent des acides gras à partir des lipides ;  les protéases, qui dégradent 

les protéines en peptides ; les peptidases, qui dégradent ses derniers en acides aminés, ainsi 

que les nucléases, qui dégradent les acides nucléiques en nucléosides. 

Ces produits de dégradation seront ensuite libérés dans le cytosol, grâce à des 

transporteurs lysosomaux et recyclés par la cellule (Teter et al., 2001). Une réactivation de la 

protéine kinase mTOR, régulateur négatif majeur de l’autophagie, serait alors nécessaire afin 

de recycler les lysosomes engagés dans la maturation de l’autophagosome (Yu et al., 2010). 

 

IV.3. Les signaux d’activation de l’autophagie  
Le processus autophagique est activé de façon constitutive dans des conditions 

physiologiques normales. Cette activation basale non séléctive est indispensable au maintien 

du contrôle de la qualité des protéines intracellulaires et au maintien de la qualité du 

cytoplasme mais joue également un rôle majeur au cours du développement embryonnaire en 

permettant la différenciation cellulaire, le remodelage tissulaire et la mise en place du système 

immunitaire (Jenzer et Legouis, 2017). 

 

 



Figure 38 : L’autophagie sélective.

La spécificité de l’autophagie sélective repose sur une famille de protéines nommées récepteurs

autophagiques. Ces récepteurs sont capable de reconnaître leurs substrat de manière directe ou indirecte

mais aussi de se lier à LC3 par un domaine LIR sur l’autophagosome en formation. Ceci permet la

formation de l’autophagosome autour du substrat et sa dégradation après maturation de

l’autophagosome.

(Modifiée d’après Boyel et al., 2013)
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Figure 39 : Les récepteurs impliqués dans l’autophagie sélective.

Représentation schématique des récepteurs p62, NDP52, Optineurine et NBR1. Ces récepteurs

interagissent avec l’ubiquitine sur le substrat à dégrader et LC3 situé au niveau du phagophore, ce qui

résulte en l’activation de l’autophagie.

(D’après Jo et al., 2013)
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Le rôle primordial de l’autophagie basale a été mis en évidence chez des souris 

déficientes pour le gène Atg7 spécifiquement au niveau du foie. Ces souris présentaient des 

hépatomégalies ainsi que des organites anormaux tels que des mitochondries déformées et une 

accumulation de réticulum endoplasmique au sein des hépatocytes. Ces anomalies 

entraînaient une mort cellulaire accrue (Komatsu et al., 2005). De manière intéressante, de 

nombreuses protéines ubiquitinées étaient détectées dans le foie des souris déficientes pour 

Atg7 (Komatsu et al., 2005). Dans les neurones, le rôle majeur de l’autophagie a été mis en 

évidence grâce à l’utilisation de modèles murins déficients pour le gène Atg5 ou Atg7 . Ces 

souris déficientes pour l’autophagie présentent une accumulation progressive des protéines 

ubiquitinylées dans les neurones entraînant l’apparition de symptomes de 

neurodégénèrescence.  

Si l’autophagie est largement considérée comme un mécanisme non séléctif, les études 

ont montrées que l’autophagie pouvait dégrader des substrats cytoplasmiques spécifiques tels 

que les protéines mal repliées ou aggrégées, les organelles dégradées ou trop abondantes ainsi 

que les pathogènes intracellulaires. Pour cela, ce processus fait intervenir des récepteurs qui 

reconnaissent spécifiquement le substrat a présenter aux autophagosomes pour leur 

dégradation. 

 

IV.3.1. Les récepteurs autophagiques  

 Les récepteurs autophagiques sont la clé de l’autophagie sélective (figure 38). Ils 

reconnaissent d’une part, le substrat à dégrader et d’autre part, la machinerie moléculaire de 

l’autophagie. Le substrat à dégrader peut être reconnu directement par le récepteur ou via un 

partenaire moléculaire comme l’ubiquitine. Le recrutement de la machinerie autophagique se 

fait via la liaison entre le récepteur et un membre de la famille LC3/GABARAP ancré dans la 

membrane du phagophore en élongation. Le récepteur permet ainsi la formation et la 

fermeture d’un autophagosome spécifiquement autour du substrat à dégrader.  

Tous les récepteurs fonctionnent suivant le même principe et partagent des 

caractéristiques structurales (figure 39). Le premier domaine principal d’un récepteur 

autophagique est le domaine de reconnaissance du substrat de façon directe ou par un 

intermédiaire moléculaire. Ce processus est finement régulé et l’affinité de liaison entre le 

récepteur et le substrat peut être modulée par des modifications post-traductionnelles, 

permettant d’augmenter la spécificité du processus ou de moduler l’intensité de la réponse.  

La liaison du récepteur au phagophore fait intervenir deux domaines, le premier sur le 

récepteur et nommé LIR (LC3-interacting region). Ce domaine permet au récepteur de se lier 
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à LC3/GABARAP sur un domaine particulier de ce dernier nommé LBD (LIR-binding 

domain). L’insertion de mutations dans ce domaine abroge l’interaction entre le récepteur et 

LC3/GABARAP, empêchant ainsi la dégradation du substrat par l’autophagie et démontre 

donc que cette interaction est indispensable pour l’autophagie sélective (Johansen and 

Lamark, 2011).  

Le premier récepteur à avoir été identifié est p62 (également connu sous le nom de  

SQSTM1, sequestosome-1). p62 était décrite comme protéine d’échafaudage dans les voies de 

signalisation impliquant NF-B (Moscat and Diaz-Meco, 2009). p62 est aussi bien connue 

pour être accumulée au niveau d’agrégats protéiques dans plusieurs maladies 

neurodégénératives  (Kuusisto et al., 2001; Zatloukal et al., 2002). p62 constitue à la fois un 

substrat de l’autophagie sélective et un récepteur pour la dégradation sélective des protéines 

ubiquitylées (Pankiv et al., 2010). En effet, un rôle de p62 dans la reconnaissance et 

l’adressage des pathogènes à la dégradation par l’autophagie a été mis en évidence (Shaid et 

al., 2013; Tsuchiya et al., 2018). p62 interagit avec les chaînes poly-ubiquitylées présentes à 

la surface des bactéries pathogènes via son domaine UBA (Ubiquitin-associated). Une 

seconde interaction via son motif LIR à la protéine LC3-PE présente à la surface du 

phagophore va permettre la séquestration et la dégradation de la bactérie ciblée. p62 est 

dégradée en même temps que la bactérie au cours du flux autophagique, ce qui fait de la 

diminution de l’accumulation de p62 un marqueur de l’activation d’une autophagie 

fonctionnelle (Klionsky et al., 2016). 

Plusieurs récepteurs autophagiques suivent la même organisation et mode de 

reconnaissance de leurs substrats que p62, ce qui leur vaut le nom de Sequestosome-like 

receptors (SLR). NDP52 (ou CALCOCO2) est un SLR et reconnaît d’une part les bactéries à 

dégrader via la reconnaissance d’ubiquitines recrutées sur la bactérie, ou de la Galectine 8 

associée à des membranes endommagées contenant la bactérie. D’autre part, via son domaine 

LIR, NDP52 se fixe sur la protéine LC3 liée à la membrane du phagophore non mature 

(Verlhac et al., 2015). Plus récemment, une étude a mis en évidence le rôle majeur de NDP52 

dans la maturation des autophagosomes (Verlhac et al., 2015). NDP52 favorise ainsi la fusion 

entre l’autophagosome et le lysosome en interagissant d’une part avec les facteurs 

autophagiques LC3A, LC3B et GABARAPL2 associés à l’autophagosome grâce à son motif 

LIR, et d’autre part avec un facteur important pour l’adressage des autophagosomes vers la 

voie endo-lysosomale, la Myosine VI (Verlhac et al., 2015).  

L’optineurine est un SLR qui joue un rôle majeur dans la dégradation des pathogènes 

tels que Salmonella ainsi que des protéines aberrantes qui forment des agrégats et des 



Figure 41 : Régulation de l’autophagie par le complexe Beclin1.

L’interaction de Bcl-2 avec Beclin1 via son domaine BH3 empêche l’interaction de Beclin1 avec la

machinerie autophagique. La phosphorylation de BH3 ou l’interaction de BH3 avec des substrats pro-

apoptotiques déstabilise l’interaction entre Bcl-2 et Beclin résultant en l’activation de l’autophagie.
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Figure 40 : Régulation de l’autophagie par la voie mTOR.

Un stress cellulaire, tel qu’une carence en nutriments, entraîne l’activation de l’AMPK qui inhibe

mTORC1 par phosphorylation et activation de TSC2. L’inhibition de mTORC1 entraîne l’inhibition de

la répression du complexe ULK1 par mTOR et ainsi l’activation de l’autophagie. La rapamycine est un

inhibiteur de mTORC1 et donc un activateur de l’autophagie.
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mitochondries endommagées (Ying and Yue, 2016). De plus, il a été montré que, comme 

NDP52, l’optineurine joue un rôle dans la maturation des autophagosomes via son domaine 

d’interaction à la myosine VI (Tumbarello et al., 2012). Plus récemment, une étude a montré 

que l’optineurine joue un rôle dans l’étape d’initiation du phagophore en favorisant le 

recrutement du complexe ATG5-ATG12 à la membrane du phagophore exprimant WIPI2 

(Bansal et al., 2018). 

S’ils sont les récepteurs les plus étudiés à ce jour, les SLRs ne sont pas les seuls 

récepteurs autophagiques et de nouveaux récepteurs sont découverts régulièrement nous 

apportant une meilleure compréhension des différents modes de reconnaissance des substrats 

par l’autophagie. On peut par exemple citer NOD2, un récepteur intracellulaire clé de 

l’immunité innée, qui interagit avec la protéine de l’autophagie ATG16L1, permettant le 

recrutement de la machinerie autophagique au site d’entrée d’une bactérie pathogène 

(Travassos et al., 2010). 

 

IV.3.2. Les voies et les facteurs de régulation de l’autophagie  

L’autophagie est un processus biologique complexe bénéfique au maintien de 

l’homéostasie cellulaire en permettant l’adaptation de la cellule à différents stress de 

l’environnement tels qu’une carence en acides aminés, des conditions d’hypoxie ou bien 

encore des dommages à l’ADN. Différentes voies et facteurs sont donc impliqués dans la 

régulation fine de ce processus. 

IV.3.2.1. La voie mTOR 

La voie mTOR, constituée des complexes mTORC1 et mTORC2, est un régulateur 

négatif de l’autophagie. La phosphorylation d’ATG13 par mTOR empêche la formation du 

complexe ULK, inhibant ainsi le processus autophagique (Jung et al., 2010). mTORC1 est 

régulée par la quantité des nutriments disponibles, notamment d’acides aminés particuliers, 

tels que l’alanine, la leucine, la glutamine et la phénylalanine. Il a ainsi été montré que l’état 

carencé en nutriment est associé à l’inhibition de la signalisation mTOR, induisant par 

conséquent l’autophagie. mTOR est aussi régulé par d’autres stress tels que l’hypoxie (Cam 

and Houghton, 2011; Vadysirisack and Ellisen, 2012) (figure 40). 

De manière intéressante, la voie mTOR est activée par la voie PI3K-AKT, ces deux 

voies étant fréquemment dérégulées et impliquées dans l’augmentation de la prolifération au 

cours du phénomène de carcinogenèse humaine. 



Figure 42 : Régulation de l’autophagie par la voie p53. 

P53 régule l’autophagie de façon dépendante de sa localisation. Au niveau du noyau, la protéine p53

active l’autophagie en inhibant l’expression du gène Bcl-2 et induit l’expression des gènes pro-

apoptotiques tels que PTEN et TSC2. Au contraire, dans le cytoplasme, p53 est décrit comme un

inhibiteur de l’autophagie.
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IV.3.2.2. Le complexe Beclin1-BCL-2  

Les protéines de la famille BCL-2, ont la capacité d’interagir avec la protéine Beclin1, 

via leur domaine BH3 (BCL-2 homology domain 3) (figure 41). En 2005, Pattingre et ses 

collaborateurs démontrent que la formation du complexe Beclin1-BCL-2 induit la 

séquestration de Beclin1 et est associée à l’inhibition de l’activité pro-autophagique de 

Beclin1 (Pattingre et al., 2005). La dissociation de ce complexe est donc indispensable à la 

formation du complexe PI3K de classe III, nécessaire à l’activation du processus 

autophagique. Cette dissociation est elle aussi régulée de différentes façons : une compétition 

se met en place entre Beclin1 et des protéines pro-apoptotiques pour occuper le domaine BH3 

de BCL-2 (Sinha and Levine, 2008) ou, le domaine BH3 peut être phosphorylé ce qui 

déstabilise l’interaction (Wei et al., 2008) de Beclin1 avec d’autres protéines, telle que le 

suppresseur de tumeur UVRAG (UV radiation resistance-associated gene) dont l’interaction 

avec Beclin1 favorise l’activation du flux autophagique. Enfin, l’activation de Beclin-1 peut 

aussi impliquer l’association directe avec DAPK (death associated protein kinase), un 

régulateur de l’apoptose, permettant ainsi la phosphorylation de Beclin-1 par DAPK et sa 

libération de BCL-2/BCL-XL (Zalckvar et al., 2009). 

IV.3.2.3. La signalisation p53  

La signalisation p53 régule l’autophagie selon plusieurs mécanismes. L’un des 

mécanismes implique l’inhibition de la voie mTOR suite à l’activation de p53 par un agent 

délétère pour l’ADN, l’étoposide. L’activation transcriptionnelle de la protéine DRAM 

(damage-regulated autophagy modulator), une protéine de la membrane des lysosomes qui 

est surexprimé via p53 suite à des dommages à l’ADN, est un second mécanisme par lequel 

p53 peut induire l’activation de l’autophagie ainsi que l’apoptose (Crighton et al., 2006). 

L’expression de DRAM est requise pour l’activation de l’autophagie de manière dépendante 

de p53. 

Par contraste, d’autres études ont mis en évidence que l’inhibition de p53, par 

manipulation génétique ou pharmacologique, entraîne l’activation de l’autophagie. Ce rôle 

inhibiteur de l’autophagie a été attribué exclusivement à la portion cytoplasmique de p53 

(Tasdemir et al., 2008). De plus, l’autophagie est capable d’induire la dégradation de p53 de 

façon dépendante de HDM2 conduisant à l’activation de l’autophagie (Tasdemir et al., 2008). 

Dans ce contexte, l’autophagie serait plutôt associée à la survie cellulaire. Par exemple, les 

cellules déficientes pour p53 activent l’autophagie afin de maintenir leur niveau d’ATP en 

condition de carence.  



Tableau 2 : Les facteurs de transcription impliqués dans la régulation de l’autophagie.

ATF, activating transcription factor ; CEBPB, CCAAT enhancer-binding protein beta ; DDIT3, DNA-damage-

inducible transcript 3 ; CHOP, CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein ; E2F1 eukaryotic

translation elongation transciption factor 1, FOXO, forkhead box O ; GATA1, globin transcription factor 1 ;

NFkB nuclear factor kappa B ; SOX2, SRY (sex determining region Y)-box 2 ; SREBF/B, sterol regulatory

element-binding transcription factor / protein ; STAT, signal transducer and activator of transcription ; TFEB

transcription factor EB ; ZKSCAN3 zinc finger protein with krab and scan domains 3 ; ATG, autophagy-related

protein ; LC3, microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3 ; ULK, unc-51 like autophagy activating kinase

; mTOR, mammalian target of rapamycin ; BNIP3, BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 ; PIK3C3,

phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic subunit type 3 ; VPS34, vacuolar protein sorting protein 34 ; BECN1,

beclin 1 ; BCL2, B-cell CLL/lymphoma 2 ; Wip1, WPP domain interacting protein 1)

(Modifié d'après Feng et al., 2015).



Page | 79 
 

La régulation de l’autophagie par p53 dépend donc de sa localisation. Une localisation 

nucléaire de p53 favorise l’activation de l’autophagie quand une localisation cytoplasmique 

réprime ce même processus (figure 42).  

 

IV.3.2.4. Régulation transcriptionnelle, post-transcriptionnelle et post-

traductionnelle 

Lors d’un stress cellulaire, de nombreux facteurs de transcription vont se fixer sur les 

promoteurs des gènes de l’autophagie et ainsi moduler leur activité. Ces facteurs de 

transcription ainsi que leurs cibles sont de mieux en mieux décrits (Feng et al., 2015) (tableau 

2). Outre les facteurs de transcription, de nombreux microARN régulateurs du processus 

autophagique ont été identifiés et interviennent à différentes étapes du processus (Feng et al., 

2015). Enfin, des modifications post-traductionnelles ont été décrites comme primordiale pour 

définir l’intensité et la durée de la réponse autophagique. Notamment, la phosphorylation est 

la modification post-traductionnelle majeure au cours du processus autophagique. L’un des 

exemples les plus documentés est le contrôle exercé par la phosphorylation sur la protéine 

ULK1 par le complexe mTORC1 qui empêche l’activation de l’autophagie (Kim et al., 

2011a). 

IV.3.3. Les signaux de stress régulant l’autophagie  

IV.3.3.1. Le stress métabolique 

 

L’autophagie peut être stimulée en condition de stress métabolique afin de fournir les 

nutriments et l’énergie nécessaires à la survie cellulaire. En effet, des études sur différentes 

lignées cellulaires ont montrées une activation du processus autophagique lorsque les cellules 

sont cultivées en absence de substances nutritives ou de facteurs de croissance (Russell et al., 

2014). De même, un nombre important d’autophagosome est détecté dans les tissus de souris 

mises à jeun pendant 48 heures (Mizushima and Levine, 2010). Dans le cas d’une carence en 

nutriments, la kinase mTOR (mammalian target of rapapmycin) est inactivée. Ceci entraîne la 

suppression de la proliferation cellulaire afin de réduire la demande énergétique ainsi que 

l’induction de l’autophagie (Rabinowitz et White, 2010). Ainsi, les acides aminés produits par 

la dégradation des protéines par l’autophagie sont recyclés, permettant la production d’ATP 

afin d’assurer la survie cellulaire.  

En amont de mTOR se trouve l’AMPK (AMP-activated protein kinase) qui est 

considéré comme le senseur énergétique principal de la cellule, en percevant le ratio 
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ADP/ATP cytosolique. Ainsi, une augmentation de l’AMP, caractéristique d’un manque 

d’énergie, entraîne une phosphorylation activatrice de l’AMPK, ainsi qu’une inactivation de 

mTOR, entraînant ainsi l’activation de l’autophagie. 

Bien que la réponse aux carences soit souvent exclusivement attribuée à l’inactivation 

de mTOR, dans le cas de carences en acides aminés indispensables, la kinase GCN2 (aussi 

appelée eIF2K4) induit, elle aussi, l’activation de l’autophagie. L’absence d’acides aminés 

entraîne l’accumulation d’ARN de transfert non chargés. Ces derniers activent la kinase 

GCN2 entraînant ainsi la phosphorylation d’eIF2 au niveau de la sérine 51 ainsi que 

l’activation du facteur de transcription ATF4 (B’chir et al., 2013). La voie de signalisation 

GCN2/peIF2/ATF4 induit la transcription de nombreux gènes de l’autophagie.  

 

IV.3.3.2. Le stress du réticulum endoplasmique 

Au niveau du réticulum endoplasmique (RE), l’accumulation de protéines mal repliées 

induit une situation de stress cellulaire. En réponse à ce stress, la cellule initie une réponse 

adaptative appelée la réponse UPR (unfolded protein response). Cette dernière est activée afin 

de restaurer une quantité de protéines contrôlée dans le RE. Il existe trois senseurs du stress 

du RE, les protéines transmembranaires PERK (protein RNA-like endoplasmic reticulum 

kinase), ATF (activating transcription factor)-6 et IRE1 (inositol requiring enzyme 1) 

(Bertolotti et al., 2000). L’activation de PERK induit la transcription de gènes, tels que les  

facteurs de transcription ATF4 et CHOP (CCAAT-enhancer-binding protein homologous 

protein), capables d’activer la transcription spécifique des gènes de l’autophagie tels que LC3, 

ATG5, ATG16L1, ATG12, ATG3, BECLIN1, p62, ATG7 et ATG10 (B’chir et al., 2013; 

Rouschop et al., 2010), initiant par conséquent l’activation de l’autophagie. 

IV.3.3.3. Les mitochondries endommagées 

Les mitochondries assurent de nombreuses fonctions indispensables à la survie 

cellulaire. Leur rôle principal est la production d’ATP. Les mitochondries sont la source 

principale de ROS qui peuvent présenter des effets soit bénéfiques, soit néfastes pour l’hôte. 

L’accumulation des dommages liée aux ROS est associée à plusieurs pathologies telles que 

les maladies neuro-dégénératives ou les cancers (Vigié and Camougrand, 2017). La 

mitophagie (i.e. dégradation sélective des mitochondries) est essentielle afin de prévenir 

l’accumulation des ROS. Dans les cellules de mammifères, le contrôle de la qualité des 

mitochondries fait aussi intervenir des vésicules dérivées des mitochondries, MDV 
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(mitochondrial-derived vesicles). Ces MDV sont des vésicules contenant du matériel 

mitochondrial envoyées par les mitochondries vers les lysosomes et les peroxysomes pour 

leur dégradation (Vigié and Camougrand, 2017). Ils peuvent être générés suite à un stress 

cellulaire, notamment une augmentation de la quantité de ROS intracellulaires. 

IV.3.3.4. L’hypoxie et l’anoxie 

L’hypoxie et l’anoxie sont caractérisées par une disponibilité insuffisante en 

dioxygène, l’anoxie étant un stade plus critique (moins de 0,1% d’oxygène) que l’hypoxie 

(moins de 3% d’oxygène). Les études ont mis en évidence une activation de l’autophagie en 

condition d’hypoxie, et ce, de façon dépendante du facteur de transcription HIF-1α (hypoxia-

inducible factor 1 alpha) dans le cas de l’hypoxie ; et de façon indépendante de HIF-1α dans 

le cas de l’anoxie. Une étude récente a montré que l’autophagie améliore la survie des cellules 

en condition hypoxique (Tan et al., 2016).   

IV.3.3.5. L’infection par des pathogènes 

En 1984 était décrite pour la première fois l’activation de l’autophagie en réponse à 

une infection (Rikihisa, 1984). La dégradation spécifique des pathogènes par la voie 

autophagique a été nommée xénophagie. Depuis, de nombreuses études ont mis en évidence 

le rôle majeur de l’autophagie dans l’élimination des pathogènes tels que les bactéries, les 

virus ou les parasites (Deretic, 2010). Il sera développé dans ce manuscrit uniquement la 

reconnaissance des bactéries pathogènes par la xénophagie qui est abordée et étudiée dans ce 

projet de recherche de thèse. 

Les modèles murins déficients pour un gène de l’autophagie présentent des défauts au 

niveau des cellules de Paneth et des cellules a gobelet, accompagnés par des défauts de 

sécretion des peptides anti-microbiens. Ces défauts sont souvent associés à une diminution 

des mécanismes de défense de l’hôte en réponse à l’infection par des bactéries, soulignant le 

rôle majeur de l’autophagie dans l’élimination des pathogènes (Brest et al., 2011; Conway et 

al., 2013; Lapaquette et al., 2010, 2012; Lassen et al., 2014; Nguyen et al., 2014). 

Cependant, si l’autophagie est requise afin de limiter la multiplication intracellulaire 

de certaines bactéries pathogènes, certaines bactéries ont développé des stratégies afin de 

contourner ou de profiter de la réponse autophagique. De ce fait, on distingue trois types de 

bactéries, (1) les bactéries contrôlées par l’autophagie, (2) les bactéries qui échappent à la 

machinerie autophagique, et (3) les bactéries qui se servent de l’autophagie à leur avantage. 

 



Figure 43: Les bactéries contrôlées par l’autophagie. 

Les streptocoques du groupe A lysent leur vacuole grâce à la sécrétion de la streptolysine O (SLO) et se

retrouvent libres dans le cytoplasme. Salmonella Typhimurium lors de la mise en place de son système

de sécretion (SSTT) de type III peut endommager sa vacuole d’endocytose. Le comportement

intracellulaire de ces 2 bactéries induit leur ciblage par l’autophagie grâce à différents adaptateurs

moléculaires tels que l’ubiquitine, NDP52, SQSTM1/p62, et DAG. Mycobacterium tuberculosis stoppe

la maturation de son phagosome en interférant avec les voies de signalisation de la cellule hôte. Une

induction du processus autophagique (rapamycine ou IFN-γ) permet de surmonter ce blocage en

redirigeant les mycobactéries vers un autophagolysosome mature, et cela de manière dépendante de la

protéine IRGM.

(Modifiée d’après Huang et Brumell, 2014)
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IV.3.3.5.1.  Les bactéries contrôlées par l’autophagie 

 Un exemple bien décrit est la reconnaissance de Salmonella Typhimurium par la 

machinerie autophagique (figure 43). Cette bactérie adhère, envahit les cellules épithéliales à 

l’aide du système de sécrétion de type III et réside au sein d’une vacuole appelée la vacuole 

contenant Salmonella (ou SCV, Salmonella-containing vacuole) (Bakowski et al., 2008). Une 

partie des bactéries intracellulaires altère l’intégrité de leur vacuole par la formation de pores, 

lors de la mise en place du SSTIII. Les Salmonella libres dans le cytosol sont ubiquitinylées et 

reconnues par les récepteurs de l’autophagie (Birmingham et al., 2006). La déficience de 

l’autophagie spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales chez les souris entraîne 

une augmentation de la colonisation par des S. Typhimurium et de l’inflammation intestinale 

(Conway et al., 2013). Plus récemment, une étude a montré que l’autophagie pouvait être 

bénéfique pour S. Typhimurium puisque l’autophagie répare des dommages causés par le 

SSTIII sur les SCV (Kreibich et al., 2015). 

 Lors d’une infection des cellules hôte par les E. coli adhérents et invasifs (AIEC) 

associés à la maladie de Crohn, l’autophagie est induite permetant le contrôle de la réplication 

intracellulaire des AIEC (Lapaquette et al., 2010, 2012). Un défaut de l’autophagie dans les 

cellules hôte conduit à une réplication intracellulaire augmentée des AIEC (Brest et al., 2011; 

Lapaquette et al., 2010, 2012; Nguyen et al., 2014). Les cellules de Paneth des patients 

atteints de maladie de Crohn et porteurs du variant à risque d’ATG16L1 (ATG16L1/T300A) 

présentent une autophagie défectueuse et une persistance accrue des AIEC (Deuring et al., 

2014). 

 Un autre exemple de bactéries contrôlées par la machinerie autophagie est le cas des 

Streptocoques du groupe A (ou GAS) (figure 43). Les GAS sont capables d’adhérer et 

d’envahir les cellules épithéliales mais également de s’échapper de leur phagosome initial en 

sécrétant une toxine bactérienne formant des pores dans les bicouches lipidiques, la 

streptolysine O (Sakurai et al., 2010). Les GAS cytoplasmiques recouverts de peptides mono 

ou poly-ubiquitinylés sont alors reconnus par le récepteur NDP52. Par ailleurs, une étude a 

montré que les GAS possèdent la capacité de sécréter des protéases qui vont dégrader les 

protéines de la cellule hôte impliquées dans l’adressage des bactéries à l’autophagososme, 

leur permettant ainsi d’éviter le processus autophagique (Barnett et al., 2013). Plus 

récemment, il a été montré que certains types cellulaires tels que les cellules endothéliales 

sont intrinsèquement déficients pour la xénophagie dirigée contre les GAS (Lu et al., 2017). 

Ceci suggère que les GAS possèdent différentes stratégies d’échappement de l’autophagie, en 

fonction du type cellulaire infecté et de la souche de GAS. 
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Enfin, une étude a montré que l’infection de macrophages murins par Mycobacterium 

tuberculosis entraîne l’activation de l’autophagie afin d’éliminer le pathogène (Singh et al., 

2006) (figure 43). M. tuberculosis est capable d’inhiber la maturation et la fusion du 

phagosome dans lequel il se trouve avec le lysosome (Vergne et al., 2004) et de résister à 

l’environnement acide du lysosome (Vandal et al., 2008). Cependant M. tuberculosis 

provoque des dommages au niveau de la membrane du phagosome non mature. Ces 

dommages sont repérés par les récepteurs autophagiques SQSTM1 et NDP52, qui prennent en 

charge le phagosome contenant M. tuberculosis afin de le diriger vers la dégradation par le 

processus autophagique (Watson et al., 2012). Contrairement aux autres pathogènes cibles de 

l’autophagie, les mycobactéries ne sont pas uniquement reconnues par l’autophagie via un 

mécanisme dépendant de l’ubiquitinylation et des récepteurs autophagiques (Watson et al., 

2012). Une étude a montré que les mycobactéries induisaient également une augmentation de 

la transcription des gènes de l’autophagie via un mécanisme dépendant de l’activation de 

TLR2 et indépendant de l’ubiquitinylation de la bactérie (Bah et al., 2016).   

IV.3.3.5.2. Les bactéries qui bloquent et échappent à la machinerie 

autophagique 

Afin d’échapper à la dégradation par l’autophagie, certaines bactéries ont acquis la 

capacité à moduler les voies de signalisation impliquées dans le contrôle de l’autophagie,  à 

bloquer les différentes étapes du processus ou encore à se cacher afin d’éviter la 

reconnaissance par l’autophagie. Shigella flexneri en est un exemple bien décrit (figure 44). 

Ces bactéries traversent la barrière intestinale au niveau des cellules M, infectent les 

macrophages résidents, et induisent la mort de ceux-ci par apoptose. Les bactéries libres 

envahissent alors les entérocytes par le pôle basolatéral afin de se disséminer au sein de 

l’épithélium intestinal. S. flexneri lyse sa vacuole d’endocytose dans les cellules épithéliales 

intestinales (Haglund and Welch, 2011) ce qui entraîne une sécrétion accrue de TNF-α. 

L’inflammation induite entraîne le recrutement des récepteurs de l’autophagie p62 et NDP52 

qui permettent l’adressage du pathogène à l’autophagosome (Mostowy et al., 2011). 

L’autophagie cible les S. flexneri cytoplasmiques via l’interaction entre la protéine de 

l’autophagie ATG5 et la protéine bactérienne Isc (iron-sulfur cluster protein)-A, aussi appelée 

VirG, exprimée à un pôle de la bactérie (Ogawa et al., 2005) et essentielle à la bactérie pour 

sa dissémination de cellule en cellule (Robbins et al., 2001). Toutefois, seules 10% des S. 

flexneri libres dans le cytoplasme sont prises en charge par ce processus. En effet, dans la 

plupart des cas, S. flexneri sécrète une protéine IscB qui se fixe sur IscA, masquant ainsi la 



Figure 44 : Les bactéries qui échappent à l’autophagie.

Shigella flexneri, via un système de sécrétion (SST) de type III, sécrète l’effecteur bactérien IPAB

responsable de la lyse de sa vacuole d’endocytose. La bactérie, libre dans le cytoplasme exprime la

protéine bactérienne ICSB qui masque la reconnaissance de la protéine VIRG par la protéine de

l’autophagie Atg5. La bactérie n’est pas prise en charge dans un autophagosome et peut se disséminer

en recrutant à un de ses pôles la machinerie eucaryote nécessaire à la polymérisation d’actine (ARP2/3,

N-WASP et CDC42). Un mutant pour la protéine IcsB (ΔicsB), exposant VIRG, est lui séquestré et

dégradé dans un autophagosome. Listeria monocytogenes s’échappe de sa vacuole d’endocytose en

sécrétant la listeriolysine O (LLO). Libre dans le cytoplasme, elle exprime la protéine ACTA qui va

recruter les complexes protéiques de la cellule hôte ARP2/3 et VASP (permettant la polymérisation

d’actine) et masque sa reconnaissance par l’autophagie. Un mutant pour la protéine ACTA (ΔactA) fixe

des peptides ubiquitinylés qui recrutent p62 et ce qui conduit à la séquestration et la dégradation de la

bactérie dans un autophagolysosome. La protéine bactérienne INLK est ancrée à la surface de la

bactérie et qu’une fois la bactérie à l’intérieur de la cellule hôte, la protéine INLK interagit avec les

protéines cytoplasmiques MVP de l’hôte, masquant ainsi la bactérie de l’autophagie.

(Modifiée d’après Deretic, 2010)
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reconnaissance de IscA par ATG5 et inhibant donc la prise en charge de S. flexneri par 

l’autophagie (Ogawa et al., 2005). Par ailleurs, un autre effecteur de la bactérie, VirA agit 

comme un inhibiteur de la GTPase Rab1, afin de limiter la formation de l’autophagosome et 

de favoriser la survie intracellulaire de S. flexneri (Dong et al., 2012).  

Listeria monocytogenes, tout comme S. flexneri, est capable d’envahir les cellules hôte 

et de lyser la membrane de son phagosome via la production d’une toxine formant des pores 

dans la membrane, la listeriolysine O (LLO, listeriolysin O) (Molloy, 2012) (figure 44). La 

LLO, en exposant les L. monocytogenes, serait à l’origine d’un ciblage de ces bactéries par 

l’autophagie. Toutefois, plusieurs études in vitro ont mis en évidence la capacité de L. 

monocytogenes à échapper au mécanisme d’autophagie (Birmingham et al., 2008; Rich et al., 

2003; Yoshikawa et al., 2009). Dans le cytoplasme, L. monocytogenes utilise sa protéine de 

surface ActA pour recruter de façon directe le complexe Arp2/3 (actin-related protein 2/3) et 

pour former des queues d’actine permettant la  mobilité de L. monocytogenes et lui conférant 

ainsi la capacité de passer de cellules en cellules (May et al., 1999). Par sa capacité à recruter 

des organelles de la cellule hôte, ActA permet à L. monocytogenes de ne pas être ciblée pour 

la dégradation par l’autophagie (Dortet et al., 2012; Yoshikawa et al., 2009). 

   IV.3.3.5.3. Les bactéries qui se servent de l’autophagie à leur avantage 

Coxiella burnetii est un exemple de bactérie se servant de l’autophagie pour son 

propre bien. Cette bactérie est retrouvée dans des vacuoles autophagiques moins de 24h après 

son internalisation (Gutierrez et al., 2005). Des études ont proposé un modèle selon lequel 

l’interaction des autophagosomes avec les vacuoles contenant C. burnetii apporterait un 

double avantage à cette dernière: (i) un ralentissement de la maturation du phagosome, en 

particulier, un ralentissement de la fusion avec les compartiments lysosomaux, et (ii) un 

apport de nutriments issus du cytosol dans la vacuole contenant la bactérie. Ainsi C. burnetii 

détournerait le processus autophagique pour convoyer des nutriments dans sa vacuole et avoir 

le temps d’opérer les changements métaboliques nécessaires à sa survie (Boarbi et al., 2015). 

Enfin, il a été montré que BECLIN-1 et BCL-2 sont localisées sur la vacuole de C. burnetii, 

ce qui permettrait à la bactérie d’empêcher la mort de la cellule infectée par apoptose afin de 

pérenniser sa niche de réplication dans un autophagolysosome mature (Vázquez and 

Colombo, 2010). Des comportements semblables ont été décrits pour deux autres bactéries 

pathogènes, Brucella abortus dans les cellules épithéliales humaines (Starr et al., 2012) et 

Legionella pneumophila au sein des macrophages (Choy et al., 2012; Kubori et al., 2017). 



Figure 45 : Autophagie et immunité. 

L’autophagie joue un rôle majeur dans l’immunité puisque ce processus permet la dégradation des

pathogènes invasifs, la modulation de la réponse inflammatoire et notamment de l’inflammasome, la

présentation antigénique mais aussi le développement et la survie des lymphocytes T et B.

Des dérégulations du processus autophagique entraînent l’apparition de pathologies liées à la présence

augmentée de pathogènes, la réponse immunitaire importante ou encore une présentation antigénique

aberrante.

(D’après Lapaquette et al., 2017)
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Enfin, l’invasion du cytoplasme cellulaire par Staphyloccocus aureus induit 

l’activation de l’autophagie. Toutefois, cette bactérie bloque la fusion de l’autophagosome 

avec les lysosomes, entraînant une accumulation des autophagosomes intracellulaires non 

matures dont les bactéries se servent comme d’une niche de réplication (Huang et Brumell, 

2014).     

 

IV.4. Rôles de l’autophagie dans l’immunité innée et adaptative 

L’autophagie permet d’optimiser la défense de l’hôte en exerçant plusieurs fonctions : 

(1) l’élimination directe des pathogènes ayant pénétré la cellule hôte au cours de la 

xénophagie, (2) la modulation de l’immunité innée et notamment l’inflammation, et (3) 

l’activation de l’immunité adaptative par la régulation de la prise en charge et la présentation 

d’antigènes (Netea-Maier et al., 2016) (figure 45).  

IV.4.1. Autophagie, immunité innée et inflammation 

Le lien entre l’autophagie et l’inflammation est bien établi et plusieurs études à 

l’échelle du génome ont mis en évidence une association entre des polymorphismes des gènes 

de l’autophagie [ATG16L1, ULK1 et IRGM (immunity-related GTPase family M protein)] 

avec la maladie de Crohn. D’autres études ont mis en évidence des variants des gènes de 

l’autophagie dans des cas de maladies auto-immunes, tels que les gènes IRGM et ATG5 dans 

le cadre du lupus érythémateux disséminé ainsi que dans les  dérèglements immunitaires, tel 

que ATG5 dans l’arthrite rhumatoide (Deretic et al., 2013).  

De plus, une étude a mis en évidence que l’autophagie peut inhiber l’activation de 

l’inflammasome dans un modèle murin de colite induite par le traitement au DSS (Saitoh et 

al., 2008). L’inflammasome est un complexe cytosolique multiprotéique de l’immunité innée 

qui répond aux signaux moléculaires associés aux pathogènes et aux dangers induisant 

l’activation de la caspase-1 nécessaire à la maturation des cytokines pro-inflammatoires IL-1β 

et IL-18 (Rathinam et al., 2012).  

En effet, lorsque le processus autophagique est bloqué, l’accumulation de 

mitochondries aberrantes et de ROS induit l’activation de l’inflammasome NLRP3 [NOD-like 

receptor  family, pyrin domaine containing 3] qui pourrait entraîner l’apparition de dommages 

cellulaires (Nakahira et al., 2011). D’autres études ont suggéré que l’autophagie utilise la 

forme non active pro-IL-1β comme substrat de dégradation afin de diminuer la disponibilité 

en IL-1β active, limitant ainsi l’activation de l’inflammasome (Harris et al., 2011). Enfin, 

l’autophagie peut diminuer l’activation de l’inflammasome en dégradant directement les 
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composés agrégés qui le composent, tels que la protéine ASC (apoptosis-associated speck-like 

protein), NLRP3 ou encore AIM2 (absent in melanoma 2) (Chuang et al., 2013; Shi et al., 

2012). Au contraire, l’inflammasome régule l’activation de l’autophagie. Notamment, 

l’infection par Shigella flexneri entraîne l’activation de l’inflammasome NLRC4 (NLR family 

card domain containing 4) supprimant ainsi la formation des autophagosomes (Man and 

Kanneganti, 2015). 

Par ailleurs, il existe une interaction entre l’autophagie et une voie majeure par 

laquelle la réponse inflammatoire est induite, la voie IKK (inhibitor of NF-κB kinase)/NF-κB 

(Criollo et al., 2010). L’autophagie permet l’élimination de protéines ou de structures 

impliquées dans l’induction d’un état inflammatoire, telles que la kinase activatrice de NF-κB, 

IKK, permettant ainsi d’éviter une réponse inflammatoire trop intense qui peut conduire la 

cellule vers une mort cellulaire. Il a été montré que la kinase IKK, dans de nombreux cas, 

participe à l’induction du processus autophagique, par l’activation des kinases AMPK et JNK, 

mais de manière indépendante de NF-κB, suggérant un contrôle parallèle de l’autophagie en 

cas de stimuli inflammatoires activant IKK (composants bactériens par exemple) (Criollo et 

al., 2010). 

Enfin, en réponse à une infection virale, l’autophagie peut aussi bien favoriser la 

production des interferons de type I par les cellules dendritiques (Zhou et al., 2012) ou les 

inhiber (Tal et al., 2009). Certains acteurs du processus autophagique tels que le complexe 

ATG5-ATG12 inhibent la production des INF-I via son interaction avec le récepteur RIG-1 et 

son adaptateur IPS-I (IFN-beta promoter stimulator I) (Jounai et al., 2007), ou encore ATG9, 

qui empêche la production des IFN-I en réponse à la présence d’ADN double brin dans le 

cytosol de la cellule via le blocage de l’assemblage de STING (stimulator of interferon genes) 

avec TBK1 (TANK-binding kinase 1) (Saitoh et al., 2009).  

IV.4.2. Autophagie et immunité adaptative 

L’autophagie joue un rôle dans l’immunité adaptative en participant notamment au 

développement des lymphocytes. Plusieurs études sur des modèles murins de délétion du gène 

Atg5 ont mis en évidence une diminution du nombre de lymphocytes B et T (Pua et al., 2009; 

Stephenson et al., 2009). L’autophagie joue un rôle à plusieurs niveaux dans la mise en place 

des lignées lymphocytaires. Chez les souris, une activité autophagique très soutenue a été 

décrite dans les cellules épithéliales du thymus qui sont à l’origine de la sélection des clones 

de lymphocytes T afin d’éviter les réactions auto-immunes dans l’organisme (Mizushima et 

al., 2004). Ces cellules ont un transcriptome bien particulier puisqu’elles expriment des gènes 



Figure 46 : Contribution de l’autophagie dans la présentation des antigènes. 

Lors de sa maturation, l’autophagosome fusionne avec des lysosomes porteurs de molécules du CMH

de classe II. Ceci permet à l’autophagolysosome mature de produire des peptides antigéniques, qui sont

pris en charge par les complexes formés par les molécules de classe II du CMH (HLA-DM) et présentés

aux lymphocytes T CD4+. De plus, les peptides antigéniques produits par les autophagolysosomes

peuvent être pris en charge dans le cytosol par le protéasome qui va générer des peptides chargés sur les

molécules du CMH de classe I, servant à la présentation antigénique aux lymphocytes T CD8+.

(Modifiée d’après Münz, 2010).
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propres à certains tissus périphériques (Kyewski and Klein, 2006). Elles vont ensuite 

exprimer à leur surface les peptides correspondants via les molécules du CMH (complexe 

majeur d’histocompatibilité) de classe II afin d’établir un répertoire correct de lymphocytes T 

CD4+. Chez des souris invalidées pour le gène Atg5, les sélections négatives et positives des 

cellules T sont affectées, ayant pour conséquence une sélection inappropriée des récepteurs 

des cellules T et une mauvaise élimination des cellules T CD4+ autoréactives (Nedjic et al., 

2008). L’autophagie joue également un rôle dans la survie et la prolifération des lymphocytes 

T CD4+ et CD8+ en périphérie (Pua et al., 2007). En effet, chez des souris invalidées pour le 

gène Atg5 dans les lymphocytes, les lymphocytes T arrivent à maturation, cependant, une 

mort cellulaire importante des lymphocytes T CD8+ en périphérie et une incapacité des 

lymphocytes T CD4+ et T CD8+ à proliférer suite à l’activation de leur récepteur TCR ont été 

observées.  

La présentation des antigènes à la surface des cellules par les molécules du CMH est 

essentielle pour l’activation des lymphocytes T et donc la mise en place d’une réponse 

immunitaire adaptative efficace. Deux classes de molécules du CMH sont distinguées. Les 

molécules du CMH de classe I ont pour rôle de présenter des antigènes issus d’événements 

intracellulaires (infection virale, présence de bactéries intracellulaires) à des lymphocytes T 

CD8+. Les molécules du CMH de classe II, exprimées de manière constitutive par les cellules 

présentatrices d’antigènes professionnelles (cellules dendritiques, lymphocytes B ou 

macrophages), sont chargées de présenter des antigènes issus du milieu extracellulaire à des 

lymphocytes T CD4+ (Crotzer and Blum, 2009). L’autophagie a été décrite comme une 

source d’antigènes pour les 2 classes de molécules du CMH. En effet, les autophagosomes, au 

cours de leur maturation, fusionnent avec des lysosomes porteurs de molécules du CMH de 

classe II (Schmid and Münz, 2007). L’autophagie fonctionne en transportant les protéines du 

cytoplasme vers la lumière des compartiments qui s’occupe des antigènes. Cette propriété 

peut être artificiellement exploitée en fusionnant des antigènes (comme des protéines du virus 

influenza) sur LC3 pour augmenter la présentation de ces antigènes par le CMH de classe II 

aux cellules T CD4+ (Schmid and Münz, 2007) (figure 46).  

L’autophagie affecte la voie conventionnelle de présentation des antigènes via le CMH 

de type I par un mécanisme de compétition avec le protéasome pour la dégradation des 

protéines cytosoliques nouvellement synthétisées (Wenger et al., 2012).  

Enfin, l’autophagie a été décrite comme participant à la production de peptides 

antigéniques pour une présentation par les molécules du CMH de classe I en réponse à une 



Figure 47 : Rôle complexe de l’autophagie dans les cancers.

L’autophagie joue un rôle complexe dans les cancers puisque selon le contexte, l’autophagie peut-être

pro- ou anti-tumoral.

L’autophagie joue un rôle anti-tumoral en limitant les dommages au niveau des protéines, organites et

au niveau génomique. De ce fait, l’autophagie empêche la transformation d’une cellule saine en cellule

cancéreuse.

Dans le cas d’une cellule cancéreuse, l’autophagie joue un rôle pro-tumoral en favorisant la survie de la

cellule contre l’apoptose et en permettant l’adaptation de la cellule à l’environnement pauvre en

nutriments et en oxygène des tumeurs.

(Modifiée d’après Liu et al., 2012)
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infection par le virus Herpes Simplex Virus type 1 (English et al., 2009) et ceci par un 

mécanisme non décrit à ce jour. 

 

IV.5. Implication de l’autophagie dans les cancers 

 Des dérégulations de l’autophagie sont souvent associées à différentes pathologies  

telles que les maladies neurodégénératives, les maladies inflammatoires chroniques, ou les 

cancers (Levine and Kroemer, 2008). Dans ce manuscrit, nous nous sommes focalisés sur le 

rôle de l’autophagie dans les cancers, en particulier le CCR.  

De nombreux travaux ont permis d’établir un lien étroit entre l’autophagie et la 

carcinogenèse (Singh et al., 2018). Cependant, le rôle de l’autophagie dans la carcinogenèse 

est paradoxal puisqu’il peut être pro- ou anti-tumoral selon le contexte (figure 47).  

IV.5.1. L’autophagie et la suppression tumorale 

La première évidence de la relation entre l’autophagie et le cancer a été établie en 

1999 après la mise en évidence de BECLIN 1 comme possible gène suppresseur de tumeur 

(Liang et al., 1999). De plus, Wang et collaborateurs ont mis en évidence que la suppression 

de l’autophagie via la phosphorylation de BECLIN 1 favorise le développement du cancer 

(Wang et al., 2012b). D’autres composants du complexe autophagique PI3K/BECLIN1 tels 

que UVRAG participent au contrôle de la prolifération cellulaire supprimant ainsi le 

développement tumoral (Liang et al., 1999; Takahashi et al., 2007). De plus, la délétion 

partielle du gène Atg5 dans un modèle murin entraîne le développement de tumeurs bénignes 

au niveau du foie. Enfin, des souris présentant une délétion spécifique du gène Atg7 au niveau 

du foie développent aussi la formation de tumeurs bénignes (Takamura et al., 2011). Plusieurs 

études ont mis en évidence les mécanismes impliqués dans le rôle anti-tumoral de 

l’autophagie.  

IV.5.1.1. Autophagie et stabilité génomique 

L’un des rôles majeurs de l’autophagie afin de prévenir la transformation d’une cellule 

saine en cellule cancéreuse est le maintien de la stabilité du génome. Notamment, le stress 

métabolique peut avoir un impact direct sur la stabilité du génome. Le stress métabolique est 

caractérisé par l’accumulation de protéines mal appariées ou mal repliées, généralement 

associé à une hyperproduction de ROS. En condition physiologique, l’autophagie permet de 

diminuer ce stress. En revanche, la déficience en autophagie favorise la mise en place du 

stress métabolique au sein de la cellule, ayant des effets délétères pour cette dernière. En effet, 
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en 2007, Mathew et collaborateurs ont montré pour la première fois le rôle protecteur de 

l’intégrité du génome de l’autophagie. Les auteurs ont montré qu’une déficience du gène Atg5 

dans des cellules iBMK (pour Immortalized Baby Mouse Kidney epithelial cells) entraîne une 

augmentation des mutations, des dommages à l’ADN et de l’instabilité chromosomique 

associée à une aneuploïdie importante, connus pour favoriser la tumorigénèse (Mathew et al., 

2007). Les mêmes auteurs ont mis en évidence le rôle pro-métastatique d’un défaut de 

l’autophagie, lié à l’accumulation d’agrégats de p62 entraînant la production de ROS, 

l’accumulation de dommages à l’ADN ainsi qu’une instabilité chromosomique (Mathew et 

al., 2009).  

Comme évoqué précédemment, les souris déficientes pour les gènes Atg5 ou Atg7 au 

niveau du foie développent des adénomes précoces hépatiques liés à une accumulation de 

mitochondries endommagées, de ROS et de dommages à l’ADN (Takamura et al., 2011). 

Enfin, une étude sur un modèle murin prédisposé au développement de tumeurs au 

niveau du foie (souris traitées avec l’agent carcinogène diethylnitrosamine) a mis en évidence 

que suite au traitement par le diethylnitrosamine, l’autophagie est activée afin d’inhiber les 

dommages à l’ADN ainsi que l’instabilité génomique induits par l’agent carcinogène (Xie et 

al., 2011) confirmant le rôle protecteur de l’autophagie sur le maintien de la stabilité 

génomique.  

IV.5.1.2. Autophagie et inflammation 

La déficience de l’autophagie entraîne l’activation de l’inflammasome, caractérisée 

par la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-18. Ce phénomène serait lié à 

l’accumulation des ROS dans les cellules déficientes pour l’autophagie. Les ROS activent un 

médiateur de l’inflammasome, NLRP3, qui entraîne le clivage de la pro-IL-1β en IL-1β 

mature sécrétée ensuite par la cellule. Les ROS sont capables d’activer d’autres cytokines pro-

inflammatoires telles que TNF-α et IL-6 (Bulua et al., 2011). 

Lors des étapes précoces de la tumorigénèse, la mise en place d’un stress hypoxique et 

métabolique peut conduire à l’apparition de signaux nécrotiques. La nécrose est caractérisée 

par une lyse cellulaire massive entraînant le relargage du contenu cytoplasmique. Les signaux 

nécrotiques sont des signaux majeurs d’induction de l’inflammation. En réponse à ces stress, 

l’autophagie est activée afin de réduire la nécrose et l’inflammation, ayant pour conséquence 

le ralentissement de la progression tumorale (Degenhardt et al., 2006).  

Enfin, une étude a montré qu’une déficience de l’autophagie entraîne une 

augmentation des niveaux d’expression des médiateurs de l’inflammation, tels que TNF-α, 
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IL-1β et IL-6, dans un modèle murin de cancer du foie induit par le carcinogène 

diethylnitrosamine (Xie et al., 2011). 

 

IV.5.1.3. Autophagie et sénescence cellulaire 

Des études ont mis en évidence un lien entre l’autophagie et la sénescence cellulaire, 

étape importante de la défense anti-tumorale. La sénescence est mise en place suite à 

l’expression aberrante de signaux prolifératifs induits par des oncogènes (Gewirtz, 2009). Une 

étude a montré que la surexpression d’ULK3 entraîne l’activation de l’autophagie et de la 

sénescence cellulaire. De plus, l’inhibition de l’autophagie retarde le phénotype de sénescence 

cellulaire (Young et al., 2009). En 2014, une revue met en évidence que la délétion du gène 

Atg5 est associée à un contournement de la sénescence (Liu et al., 2014). Ces résultats mettent 

en évidence le rôle majeur de l’autophagie dans la mise en place de la sénescence, conduisant 

ainsi à la prévention de la prolifération des cellules anormales. 

 

IV.5.2. L’autophagie, un acteur pro-tumoral 

Au sein d’une tumeur déjà établie, le rôle de l’autophagie est de répondre aux forts 

besoins métaboliques des cellules cancéreuses en constante prolifération. Les cancers 

présentant des mutations dans les gènes H-RAS et K-RAS sont très dépendants de 

l’autophagie et présentent une forte activation de l’autophagie (Kim et al., 2011b). Cette forte 

activation de l’autophagie permet la dégradation et le recyclage de nombreux composés 

augmentant les ressources métaboliques disponibles pour les cellules cancéreuses (Liu and 

Ryan, 2012). La faible disponibilité en oxygène active l’autophagie de manière dépendante ou 

non de HIF-1α favorisant la survie des cellules tumorales (Bellot et al., 2009). Plusieurs 

études ont mis en évidence qu’une inhibition de l’autophagie entraîne la mort des cellules 

cancéreuses. Notamment, une délétion du gène FIP200 entraîne la réduction du 

développement des tumeurs mammaires (Wei et al., 2011). De plus, l’inhibition de 

l’autophagie entraîne une régression du développement des tumeurs dans des modèles de 

xénogreffes et de cancer du pancréas (Yang et al., 2011). 

En conclusion, l’adaptation des cellules cancéreuses aux différents stress fait de 

l’autophagie un mécanisme favorisant la survie de ces dernières.  

IV.5.2.1. Autophagie et adaptation métabolique 

L’autophagie joue un rôle pro-tumoral en apportant à la cellule cancéreuse l’énergie 

nécessaire à sa croissance. Le changement de métabolisme opéré par la cellule cancéreuse a 
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été nommé « l’effet Warburg » et est caractérisé par une augmentation de la glycolyse aérobie 

(Liberti and Locasale, 2016). A l’instar des cellules saines, les cellules cancéreuses ont besoin 

des mitochondries afin de leur fournir l’énergie nécessaire à leur croissance. La mitophagie 

est alors indispensable afin de conserver le maximum de mitochondries saines utiles à la 

cellule cancéreuse très demandeuse en énergie (White, 2015).  

IV.5.2.2. Autophagie, prolifération cellulaire et angiogenèse 

Le maintien de la prolifération cellulaire est une caractéristique majeure des cellules 

cancéreuses qui contournent les mécanismes de contrôle du cycle cellulaire afin de proliférer 

de façon continue. Les dérégulations de la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR observées 

dans des nombreux cas de cancers pourraient être à l’origine d’une diminution de l’activité 

protectrice de l’autophagie. En effet, une étude a montré que la voie mTOR inhibe la protéine 

autophagique AMBRA1, qui régule la prolifération cellulaire via la déphosphorylation de c-

MYC (Cianfanelli et al., 2015), pouvant augmenter le risque de développement tumoral. De 

plus, la délétion du gène Atg7 dans un modèle murin de cancer du poumon entraîne la 

régression tumorale (Guo et al., 2013).  

La formation de nouveaux vaisseaux (i.e. angiogenèse) est indispensable au 

développement tumoral. Pour ce faire, les cellules tumorales produisent le VEGF ainsi que 

d’autres facteurs de croissance qui activent des voies de signalisation afin de stimuler la 

croissance de nouveaux vaisseaux. Des études ont montré que la mise en place de ces 

nouveaux vaisseaux apporte de nouveaux nutriments aux cellules cancéreuses et leur permet 

l’invasion et éventuellement la mise en place de métastases (Cavallaro and Christofori, 2000). 

Les thérapies anti-angiogéniques à base d’inhibiteurs du VEFG par exemple permettent de 

limiter la prolifération cellulaire et d’induire la mort cellulaire. Cependant, la perte des 

vaisseaux sanguins néoformés provoque une forte hypoxie qui entraîne l’activation de 

l’autophagie. L’autophagie permet à la cellule cancéreuse de s’adapter au stress hypoxique et 

est responsable de résistance aux traitements anti-angiogéniques. Les mécanismes précis par 

lesquels l’autophagie entraîne une résistance aux traitements anti-angiogéniques ne sont pas 

décrits. Cependant, des études ont montré que l’utilisation des inhibiteurs de l’autophagie 

couplés à des inhibiteurs de l’angiogenèse favorise la mort cellulaire (Hu et al., 2012; 

Nishikawa et al., 2010). 

IV.5.2.3. Autophagie et dormance tumorale 

Le phénomène de dormance tumorale est caractérisé par la persistance de cellules 

cancéreuses résiduelles dont le cycle cellulaire est arrêté en phase G0-G1 pendant des 
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périodes prolongées et qui est à l’origine de la réapparition de cancer après un traitement ou 

suite à une longue période de rémission. Il a été émis l’hypothèse que la dormance tumorale 

pourrait induire l’autophagie de façon à protéger la cellule dormante de stress extérieurs, 

permettant ainsi la survie de la cellule pendant une longue période (Kenific et al., 2010).  Le 

lien entre dormance tumorale et autophagie a été mis en évidence dans un modèle de 

xénogreffe de cancer de l’ovaire, où l’injection du suppresseur de tumeur ARH (ADP-

ribosylarginine hydrolase)-1 entraîne l’activation de l’autophagie et la mise en place d’une 

dormance de la tumeur (Lu et al., 2008). La reprise de la prolifération cellulaire a été effective 

uniquement après l’inhibition du processus autophagique.  

Récemment, une étude a mis en évidence l’implication de l’autophagie dans la survie 

des cellules cancéreuses dormantes disséminées (Vera-Ramirez et al., 2018). En effet, 

l’inhibition génétique ou pharmacologique de l’autophagie dans les cellules en dormance de 

cancer du sein entraîne une réduction significative de la survie et de la charge métastatique 

dans des modèles précliniques de dormance cellulaire. Ceci était provoqué par une 

accumulation de mitochondries endommagées et de ROS activant les voies apoptotiques 

(Vera-Ramirez et al., 2018). 

IV.5.2.4. Autophagie et métastases 

Les cellules tumorales ont la capacité d’envahir et de coloniser de nouveaux tissus afin 

d’établir des métastases. L’autophagie peut jouer un rôle pro-tumoral en intervenant dans ces 

processus de colonisation. Notamment, l’autophagie est activée par de nombreux stress 

cellulaires connus comme pouvant favoriser les métastases tels que l’accumulation des ROS, 

les carences en nutriments et en hypoxie et le détachement de l’épithélium. De plus, des 

études ont mis en évidence une augmentation de l’autophagie dans les cellules métastatiques.  

Par exemple, les métastases de mélanome présentent une augmentation de LC3-II 

comparativement au foyer tumoral primaire (Lazova et al., 2010). Dans les cas de 

glioblastome, l’autophagie est associée à un phénotype plus agressif et invasif (Galavotti et 

al., 2013). D’un point de vue mécanistique, l’autophagie permet à la cellule métastatique de 

résister à l’anoïkis et favorise la survie des cellules malgré leur détachement de l’épithélium. 

De plus, elle favorise la dissémination et la motilité des cellules cancéreuses (Mowers et al., 

2016, 2017). 

IV.5.2.5. Autophagie et maintien des cellules souches cancéreuses 

Si la majorité des cellules cancéreuses sont différenciées, une population de cellules 

tumorales présente des caractéristiques de cellules non différenciées, ce sont les cellules 
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souches cancéreuses (ou CSC). Les CSC sont caractérisées par leur capacité d’auto-

renouvellement, de multi-potentialité et de plasticité et sont intimement liées au 

développement tumoral et à l’échappement métastatique. Des études ont mis en évidence le 

rôle majeur de l’autophagie dans la survie et la résistance des CSC (Bellodi et al., 2009; Boya 

et al., 2018; Chen et al., 2018b).  

Par ailleurs, l’inhibition de l’autophagie, par traitement au 3-méthyladenine et à la 

bafilomycine A1, sensibilise les CSC aux rayons  (Lomonaco et al., 2009). De même, les 

CSCs de la leucémie myéloïde chronique sont potentiellement résistantes aux thérapies 

utilisant des inhibiteurs de tyrosine kinases. De plus, il apparaît que l’autophagie est un des 

mécanismes impliqués dans cette résistance (Helgason et al., 2013). Ainsi, la suppression de 

l’autophagie, par l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques (3-méthyladenine, bafilomycine 

A1 et chloroquine) ou d’ARN intéferants ciblant des gènes clés de l’autophagie (Atg5 et 

Atg7), entraîne une quasi-complète élimination des CSCs de la leucémie myéloïde chronique 

(Bellodi et al., 2009). L’ensemble de ces données illustrent clairement le rôle pro-tumoral de 

l’autophagie, faisant de ce processus une cible intéressante dans le cadre de traitements 

thérapeutiques.  

 

IV.4.3. Processus autophagique et CCR 

Comme dans les autres cancers, il semble que l’autophagie puisse jouer un rôle anti- 

ou pro-tumorale dans le cadre du cancer colorectal, selon le contexte.  

En effet, une augmentation du niveau de LC3-II a été observée dans les tumeurs 

colorectales comparativement aux tissus sains chez des patients atteints de CCR (Zheng et al., 

2012). Dans cette même étude, une corrélation positive entre le niveau de la protéine LC3-II 

et l’agressivité tumorale a été également rapportée (Zheng et al., 2012). De même, une 

augmentation de l’expression d’ATG10 a été associée à l’invasion des tumeurs et l’apparition 

de métastases (Jo et al., 2012a). De plus, les taux de survie à 5 ans et de survie globale des 

patients porteurs de tumeurs n’exprimant pas ATG10 étaient significativement plus élevés que 

ceux des patients porteurs de tumeurs exprimant ATG10 (Jo et al., 2012a). 

Par ailleurs, la surexpression des microARN 140-5p, 502 et 140 inhibe l’autophagie, 

entraînant l’inhibition de l’invasion et la prolifération cellulaire, l’arrêt du cycle cellulaire, 

l’inhibition de la croissance des cellules souches tumorales ainsi que l’inhibition de la 

capacité des cellules à former des sphères (Zhai et al., 2015). In vivo, la surexpression du 

miR-140 réduit la tumorigénèse et retarde la mise en place de métastases. Le miR-140 est 



Figure 48 : Mécanismes pro-tumoraux de l’autophagie dans le CCR décrit par Lévy et al., 2015.

L’inhibition conditionnelle de l’autophagie dans les cellules épithéliales intestinales inhibe la formation

de lésions précancéreuses chez les souris Apc+/-. Cet effet passe par la mise en place d’une réponse

immunitaire anti-tumorale. La délétion du gène de l’autophagie Atg7 (souris Apc+/-Atg7) entraîne la

mise en place d’une dysbiose intestinale et ce microbiote est requis pour la mise en place de la réponse

anti-tumorale. De plus, la déficience de Atg7 entraîne l’apparition d’un stress accompagné de désordres

métaboliques, de l’activation de la voie de signalisation AMPK et de l’arrêt du cycle cellulaire via p53

dans les cellules cancéreuses. Cette étude montre que l’inhibition de l’autophagie dans les cellules

épithéliales intestinales inhibe le développement et la progression du CCR dans une modèle préclinique

de CCR.

(D’après Lévy et al., 2015)



Page | 94 
 

donc un facteur de bon pronostic chez les patients atteints de CCR de stade tardif. Par ailleurs, 

la même étude a mis en évidence la diminution progressive de l’expression de miR-140 de la 

muqueuse colique normale vers les tissus cancéreux primaires. Cette diminution d’expression 

est d’autant plus marquée dans les foyers cancéreux secondaires (Zhai et al., 2015).  

Enfin, une seule étude fonctionnelle in vivo a été réalisée à ce jour chez des souris 

déficientes pour le gène Apc spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales de 

manière inductible au tamoxifène (souris VilCreER
T2

Apc
lox/+ ou Apc

+/-). Les auteurs ont 

montré que l’invalidation du gène Atg7 spécifiquement au niveau des cellules épithéliales 

intestinales (souris VilCreER
T2

Apc
lox/+

Atg7
lox/lox

 ou Apc
+/-

Atg7
∆CEI) permet à la fois d’inhiber 

l’initiation mais également la progression tumorale (Lévy et al., 2015). L’étude mécanistique 

a mis en évidence deux mécanismes différents en fonction du contexte (figure 48) : 

L’inhibition de l’autophagie au stade précoce, au sein d’une cellule épithéliale encore saine, 

entraîne une perturbation de l’intégrité de l’épithélium intestinal avec des défauts au niveau 

des cellules sécrétrices (Paneth et Goblet) et une augmentation de la perméabilité intestinale. 

Ces défauts entraînent la mise en place d’une dysbiose intestinale chez les souris Apc
+/-

Atg7
-/- 

caractérisée notamment par une augmentation des Firmicutes et une diminution des 

Proteobactéries dans les fèces. De manière intéressante, la muqueuse des souris Apc
+/-

Atg7
-/-

 

présentait une diversité bactérienne plus importante que celle des souris Apc
+/-, et une 

augmentation de l’abondance en bactéries productrices du butyrate. Cette dysbiose intestinale 

était accompagnée par la mise en place d’une réponse immunitaire anti-tumorale caractérisée 

par une forte infiltration des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques et Th1 au sein des tumeurs 

des souris Apc
+/-

Atg7
-/-, ce qui n’était pas observé chez les souris Apc

+/-. De plus, la 

production des cytokines CX3CL1, CXCL9 et CXCL10 est augmentée chez les souris Apc
+/-

Atg7
-/-. Cela met en évidence une réponse immunitaire de type anti-tumoral chez les souris 

déficientes pour l’autophagie. Au stade plus tardif du développement du CCR, la perte de 

l’autophagie est responsable d’un stress métabolique, de l’activation de l’AMPK et d’un arrêt 

du cycle cellulaire permettant ainsi de ralentir la progression tumorale (Lévy et al., 2015).  

De plus, une étude a montré qu’une inhibition de l’autophagie exerce un effet anti-

tumoral suite à l’activation l’apoptose induite par p53 et par l’accumulation de stress au 

niveau du réticulum (Sakitani et al., 2015). Ces données soutiennent le rôle pro-tumoral de 

l’autophagie dans la carcinogenèse colorectale.  

Néanmoins, il a été rapporté un rôle anti-tumoral de l’autophagie dans le cadre du 

CCR. En effet, une étude a montré que la protéine autophagique ATG5 est bien exprimée 

dans les cellules épithéliales normales du côlon, alors qu’elle est absente dans 22% des 
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carcinomes colorectaux. Ceci suggère que la perte d’expression du gène ATG5 pourrait jouer 

un rôle dans la carcinogenèse colorectale (An et al., 2011). De plus, des patients atteints de 

CCR et présentant une expression élevée de BECLIN1 ont une meilleure survie (Yang et al., 

2015). In vitro, la surexpression de BECLIN1 inhibe la prolifération des cellules cancéreuses 

et augmente les effets anti-tumoraux de la rapamycine, un inhibiteur de la voie mTOR (Chen 

et al., 2013). De plus, une étude a mis en évidence la présence de mutations avec un décalage 

du cadre de lecture des gènes ATG2b, ATG9 et ATG5 dans des carcinomes colorectaux de 

phénotype MSI-H (Kang et al., 2009).  

Ces études laissent penser que l’autophagie pourrait jouer un rôle de suppresseur de 

tumeurs colorectales. Aussi, le rôle de l’autophagie dans le CCR reste encore aujourd’hui mal 

décrit.  

A ce jour, une étude a établi un lien entre une infection par une bactérie, 

Fusobacterium nucleatum, l’autophagie et le développement du CCR. Suite à l’infection par 

F. nucleatum, les auteurs ont mis en évidence par séquençage haut débit, une augmentation de 

l’expression de 1466 gènes dans les cellules de cancer de côlon humain, HT-29. En 

particulier, les gènes impliqués dans la formation des autophagosomes, les lysosomes, la 

régulation de l’autophagie et l’apoptose étaient augmentés dans les cellules infectées (Yu et 

al., 2017). De plus, F. nucleatum augmente l’expression de plusieurs éléments régulateurs de 

l’autophagie tels que  phospho-AMPK, phospho-ULK1, ULK1, et ATG7 et favorise la 

conversion de la forme LC3-I vers la forme LC3-II signifiant l’activation de l’autophagie. Les 

auteurs ont montré que la co-incubation de F. nucleatum avec des agents de chimiothérapie, 

l’Oxaliplatine et le 5-fluorouracil diminue les effets de ces drogues via une diminution de 

l’apoptose comparativement aux cellules non infectées. Ceci suggère que F. nucleatum 

favorise la chimiorésistance des cellules infectées. De manière intéressante, la co-incubation 

de F. nucleatum avec la chloroquine, un inhibiteur de la fusion autophagosome/lysosome, 

n’entraîne plus d’effet de résistance à l’apoptose suite à l’administration des drogues de 

chimiothérapie. Les mêmes auteurs ont montré que l’infection par F. nucleatum entraîne 

l’activation de l’autophagie et augmente l’expression des protéines ATG7 et ULK1 via 

l’inhibition de deux microARN, miR-18a et miR-4802, par la voie de signalisation 

TLR4/MYD88.  

Cette étude a mis en évidence un rôle pro-tumoral de l’autophagie via la mise en place 

d’une chimiorésistance aux drogues couramment utilisées dans le CCR et constitue un 

exemple de la modulation de l’autophagie par un pathogène afin de favoriser le CCR.  

 



Agent Mode d'action Statuts

Activateurs

A-769662 Activation de la voie AMPK Développement pré-clinique

Antimycobacterial 

antibiotics
Altère la production de ROS Approuvé: Traitement des infections aux mycobactéries

BECN1-derived peptide Active BECLIN1 Développement pré-clinique

BRD5631 Non décrit Développement pré-clinique

Carbamazepine
Reduction in Ins(1,4,5)P3 and 

inositol levels
Approuvé: Traitement des troubles bipolaire

Chloramphenicol Non décrit Approuvé: traitement des infections  

Everolimus Inhibition de mTORC1 Approuvé : thérapie anti-cancer

IFNγ Activation de la voie AMPK Etude clinique : Immunthérapie anti-cancer 

Lithium
Reduction in Ins(1,4,5)P3 and 

inositol levels
Approuvé: Traitement des troubles bipolaire

Metformin Activation de la voie AMPK Approuvé: Traitement du diabète de type 2

Rapamycin (ou sirolimus) Inhibition de mTORC1
Approved for use in coronary stents (to prevent transplant rejection) and to 

treat a rare pulmonary disease

Resveratrol CRM
Nutritional supplement that is available over the counter; in clinical trials 

for treatment of several disorders

Retinoic acid Non décrit Approuvé : thérapie anti-cancer

Simvastatin Activation de la voie AMPK Approuvé : traitement de l'obésité

Spermidine CRM Nutritional supplement that is available over the counter

Temsirolimus Inhibition de mTORC1 Approuvé : thérapie anti-cancer

Trehalose Non décrit
In clinical trials for treatment of bipolar disorders, dry eye syndrome and 

vascular ageing

Vorinostat Non décrit Approuvé : thérapie anti-cancer

Inhibiteurs

Azithromycin Non décrit Approuvé: traitement des infections  

Cardiac glycosides Na+/K+-ATPase inhibition Extensively used in the past for treatment of cardiac disorders

Chloroquine Inhibition lysosomale Extensively used in the past as an antimalarial agent

Dorsomorphine Activation de la voie AMPK Développement pré-clinique

HCQ Inhibition lysosomale Extensively used in the past as an antimalarial agent

LY294002 Inhibition de VPS34 In clinical trials for the treatment of refractory neuroblastoma

Lys05 Inhibition lysosomale Développement pré-clinique

Mdivi-1 Mitophagy inhibition Développement pré-clinique

Mélatonine Altère la production de ROS In clinical trials for treatment of a wide panel of conditions

MRT67307 Inhibition de ULK1 Développement pré-clinique

MRT68921 Inhibition de ULK1 Développement pré-clinique

NSC185058 Inhibition de ATG4B Développement pré-clinique

SAR405 Inhibition de VPS34 Développement pré-clinique

SBI-0206965 Inhibition de ULK1 Développement pré-clinique

VPS34-IN1 Inhibition de VPS34 Développement pré-clinique

Tableau 3 : Tableau répertoriant les modulateurs de l’autophagie, leur mode d’action et leur

statut clinique.

Dans ce tableau sont répertoriés les modulateurs (activateurs et inhibiteurs) de l’autophagie, leurs

modes d’action ainsi que leurs statuts cliniques.

(D’après Galluzzi et al., 2017)
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IV.4.4. La modulation de l’autophagie dans les cancers : stratégies 

thérapeutiques. 

Des dérégulations du processus sont à l’origine de nombreux cas de cancers et les 

études axées sur la modulation de l’autophagie comme perspective et cible thérapeutiques 

sont en constante augmentation. Certains modulateurs de l’autophagie, comme la rapamycine, 

un inhibiteur de mTOR, et ses dérivés hydrosolubles (temsirolimus et everolimus), sont déjà 

utilisés dans les thérapies contre le cancer. En 2007 et 2009, respectivement, le temsirolimus 

et l’everolimus ont été approuvés par la FDA (Food and drug administration) pour le 

traitement du carcinome rénal avancé. En 2011, la FDA a également approuvé l’utilisation de 

l’everolimus pour le traitement des cancers du sein hormonaux-dépendants en association 

avec l’exemestane, un agent de chimiothérapie couramment utilisé pour ce type de cancer du 

sein (Marinković et al., 2018). Les modulateurs de l’autophagie, leur implication actuelle dans 

les protocoles d’études et d’essais cliniques ainsi que les limites de leur utilisation ont été 

résumés dans la revue par Galluzzi et al. en 2017 (Galluzzi et al., 2017) (tableau 3). 

Dans le contexte du cancer, plusieurs essais cliniques portant sur l’utilisation d’un 

inhibiteur de la fusion entre l’autophagosome et les lysosomes, la chloroquine, seul ou en 

combinaison avec des agents de chimiothérapie ont été réalisés chez des patients atteints de 

lymphome, de mélanome et de glioblastome. Ces approches ont fait l’objet d’études cliniques 

de phase II et III en Europe et aux Etats-Unis (ClinicalTrials.gov). Cependant, aucune de ces 

études n’a pu mettre en évidence les bénéfices thérapeutiques de l’inhibition de l’autophagie 

sur les cellules cancéreuses. En revanche, les stratégies de restriction calorique ou 

l’administration de molécules mimant une carence en nutriments augmentent l’efficacité 

thérapeutique de la cisplatine, le cyclophosphamide, et le doxorubicine dans des modèles 

d’allogreffes de cancer du sein, de gliome, de neuroblastome et cancer de l’ovaire (Lee et al., 

2012) ainsi que du mitoxantrone et de l’oxaliplatine dans un modèle murin de fibrosarcome 

(Pietrocola et al., 2016). De plus, la présence de marqueurs de l’activation de l’autophagie 

dans des cellules cancéreuses est associée avec une augmentation de l’immuno-surveillance et 

l’amélioration du devenir des patients atteints de cancer du sein et traités avec des 

anthracyclines, une famille d’agents de chimiothérapie (Ladoire et al., 2016).  

 A ce jour, seules quelques études précliniques sur des cellules coliques cancéreuses 

ou sur des modèles murins de CCR étudient l’impact de la modulation de l’autophagie  sur le 

développement du CCR. Notamment, une étude a montré que la chloroquine potentialise les 

effets anti-cancéreux de 5-fluorouracil dans un modèle murin de xénogreffe de CCR (Sasaki 
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et al., 2012). Enfin, in vitro, la chloroquine augmente les effets anti-cancéreux de la 

radiothérapie et du 5-fluorouracil en diminuant la survie des cellules coliques cancéreuses, 

HT-29 et HCT-116 (Schonewolf et al., 2014).  

Considérant le rôle très complexe de l’autophagie dans la carcinogenèse colorectale, 

des études supplémentaires sont nécessaires afin de développer des thérapies personalisées en 

se basant sur la modulation de l’autophagie de manière sélective.  

 

Une partie de la synthèse bibliographique est valorisée par une revue publiée dans le 

journal « International Journal of Molecular Sciences » : Lucas et al., « Microbiota, 

inflammation and colorectal cancer », 2017.  
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Abstract: Colorectal cancer, the fourth leading cause of cancer-related death worldwide, is a

multifactorial disease involving genetic, environmental and lifestyle risk factors. In addition,

increased evidence has established a role for the intestinal microbiota in the development of colorectal

cancer. Indeed, changes in the intestinal microbiota composition in colorectal cancer patients

compared to control subjects have been reported. Several bacterial species have been shown to exhibit

the pro-inflammatory and pro-carcinogenic properties, which could consequently have an impact on

colorectal carcinogenesis. This review will summarize the current knowledge about the potential

links between the intestinal microbiota and colorectal cancer, with a focus on the pro-carcinogenic

properties of bacterial microbiota such as induction of inflammation, the biosynthesis of genotoxins

that interfere with cell cycle regulation and the production of toxic metabolites. Finally, we will

describe the potential therapeutic strategies based on intestinal microbiota manipulation for colorectal

cancer treatment.

Keywords: colorectal cancer; intestinal microbiota; inflammation; genotoxins; host-pathogen

interaction

1. Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer in both males and females with about

1.36 million of new cases per year and the fourth leading cause of cancer-related deaths worldwide

with 700,000 deaths per year [1].

CRC formation begins with the transformation of the normal epithelium mucosa into

hyper-proliferative epithelium. These hyper-proliferative intestinal epithelial cells (IECs) lose their

organization and structure and have the ability to form adenomas. Adenomas can then growth and

invade the submucosa and become cancerous with the ability to disseminate into the colon [2]. This

series of events, called “adenoma-carcinoma sequence”, which leads to CRC, is heterogeneous, and,

depending on the molecular alterations during this sequence, different subtypes of CRC have been

described. Three major mechanisms of genetic instability have been described in the framework

of sporadic CRC: chromosomal instability (CIN), microsatellite instability (MSI) and CpG island

methylator phenotype (CIMP). These mechanisms have an impact on the major signaling pathways

and lead to the loss of control of cell proliferation, unlimited cell growth and tumor development.

About 10% of CRC cases are hereditary, and up to 90% are sporadic (without family history

or genetic predisposition). Several risk factors for the development of CRC have been identified,

including unhealthy behaviors such as physical inactivity, smoking, and red and processed meat as

well as alcohol consumption. Some diseases including obesity, diabetes type 2 and inflammatory

bowel diseases (IBD) have been also associated with increased risk to develop CRC [3].

It has been proposed that CRC occurrence may also be influenced by the intestinal microbiota

which the gut is in constant exposition with. CRC preferentially affects the large intestine, where

Int. J. Mol. Sci. 2017, 18, 1310; doi:10.3390/ijms18061310 www.mdpi.com/journal/ijms



Int. J. Mol. Sci. 2017, 18, 1310 2 of 27

the bacterial density is largest (1012 cells per mL versus ~102 cells per mL in the small intestine) [4].

Several studies have linked a modification of intestinal mucosa-associated microbiota composition in

patients with CRC compared to control subjects [5–7]. Moreover, in animal models of CRC (genetic

or chemical-induced), those bearing the normal intestinal microbiota (conventional animals) develop

more tumors than those deprived of the intestinal microbiota (germ-free animals). These observations

suggest that intestinal microbiota is a new player in CRC development. Over the last decades, many

discoveries have been made to understand the mechanisms by which the intestinal microbiota acts on

the development of CRC. The accepted model of bacteria-induced CRC mechanism is based on the

enhanced release of toxins produced by bacteria, the decrease of beneficial bacterial-derived metabolites,

the disruption of epithelial barrier, the production of pro-carcinogenic compounds and alterations in

the intestinal microbiota or dysbiosis; all of these mechanisms lead to an aberrant activation of the

immune system with chronic inflammation, increased cellular proliferation and thus increased CRC

development [8]. This model of bacteria-host interaction in CRC has helped pave the way to new

therapeutic strategies such as supplementation of microbial fermentation products such as short-chain

fatty acids (SCFAs), which have anti-inflammatory and anti-carcinogenic effects [9]; direct suppression

of bacterial toxin-induced DNA damage and tumorigenesis using small inhibitor molecules [10]; use of

prebiotics shown to decrease carcinogen-induced aberrant crypt foci number in vivo [11]; consumption

of lactic acid bacteria-containing probiotics, which can prevent DNA damage induced by the mutagenic

and carcinogenic heterocyclic amines [12]; and the use of bacteria such as Bifidobacterium and Bacteroides

to enhance anti-tumor immune therapy efficiency and therefore improving tumor control [13,14].

This review will focus on the current knowledge of the contribution of the intestinal microbiota,

especially bacteria, to CRC development, and more particularly how it influences the initiation

and the progression of CRC via its different pro-carcinogenic effects including the induction of

inflammation, the biosynthesis of genotoxins that interfere with cell cycle regulation, the production of

toxic metabolites. Finally, we will discuss the potential therapeutic strategies for CRC treatment based

on manipulation of intestinal microbiota.

2. Determinant Factors of Colorectal Cancer (CRC)

CRC is the third most commonly diagnosed cancer in males and the second in females, with 1.36

million new cases per year and almost 694,000 deaths in 2012 [1].The risk of developing CRC increases

with age. Additional risk factors are inherited genetic factors, lifestyle and some diseases such as

obesity, diabetes type 2 and IBD. Only 5–6% of CRC cases involve inherited genetic alterations. It has

been shown that having one or two first-degree relatives with CRC is associated, respectively, with

2.26- and 3.76-fold increased risk to develop CRC [15].

The two main forms of hereditary CRC are the Lynch syndrome or non-polyposis colon cancer,

which involves mutations in the DNA mismatch repair system, and the familial adenomatous polyposis

(FAP), which is caused by germline mutations in the tumor suppressor adenomatous polyposis coli

(Apc) gene [16].

Beside the uncontrollable genetic factor, several lifestyle factors play an important role and are

responsible of approximately 90% of CRC occurrence. Indeed, CRC incidence is very inconsistent

over the world, with the highest rates in Europe, New Zealand, United States and Australia, and

the lowest rates in Africa and South Asia [1]. In 2012, one study showed a large disparity of CRC

occurrence depending on socioeconomic status with an increased risk for the lowest socioeconomic

status compared to the highest one due to the highest prevalence of adverse health behaviors such as

unhealthy diet, alcohol consumption, smoking, obesity and absence of physical activity [17]. Indeed,

diet plays an important role in the occurrence of CRC, and it has been estimated to be involved in 30%

to 50% of CRC worldwide. Studies have shown that red meat consumption, low fiber, calcium, folic

acid and vitamin D diet could enhance the risk to develop CRC [18]. Alcohol consumption has been

suspected to be implicated in CRC development, as the compound resulted from the metabolism of

alcohol, acetaldehyde, has mutagenic and pro-carcinogenic activities [19]. In addition, it was shown
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that alcohol consumption enhances the risk to develop CRC in a dose-dependent manner. Indeed,

a pooled analysis of eight cohort studies showed that the consumption of 30 g of ethanol per day or

greater during a maximum of 6–16 years of study period enhances the risk to develop CRC by 16%,

and 45 g of ethanol enhances the risk by 41% [20]. Cigarette smoking also increases the risk to develop

CRC in a time and dose-dependent manner. In 2008, a meta-analysis showed that smokers have 18%

increased risk to develop CRC compared to never-smokers [21].

Obesity is a risk factor of various cancers, including pancreatic, kidney, liver, breast, esophageal,

gastric and colorectal cancer and has been estimated to account for 14% of cancer deaths in men

and 20% of cancer deaths in women [22]. Recently, a meta-analysis on 9,000,000 participants from

different countries showed that the obese category has a risk to develop CRC 1.3 time higher than

the normal category [23]. Later, studies have tried to reveal the molecular link between obesity

and CRC. Lin and colleagues showed that diet-induced obesity leads to a silencing of the colonic

cell surface receptor guanylyl cyclase C due to loss of expression of its paracrine hormone ligand

guanylin. The authors showed that the loss of guanylin is associated with epithelial dysfunction, colon

endoplasmic reticulum stress and promoted tumorigenesis in mice treated with the carcinogenic agent

azoxymethane (AOM) [24]. Other studies have linked the obesity-associated hormone leptin with the

occurrence of CRC, as its expression is enhanced in CRC compared to normal colorectal epithelium

and colorectal adenomas [25]. In vitro, this adipokine is able to activate the phosphoinositide 3-kinase

(PI3K)/protein kinase B (PKB/AKT)/mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling pathway and

therefore enhance proliferation and inhibit apoptosis of the human HCT116 colon cancer cells [26].

The risk to develop CRC is decreased with physical activity practicing [27]. Indeed, people with

no or low physical activity have 27% more risk to develop CRC compared to people with physical

activity [28]. In people with high physical activity, incidence of CRC is reduced by 40–50% compared

to those with little or no physical activity [29]. It has been proposed that physical activity may decrease

the risk to develop various cancers including CRC by decreasing central adiposity, influencing sexual

and metabolic hormone levels, reducing inflammation and improving immune function [30].

Chronic inflammation is one of the major risks of CRC. Patients with IBD, including ulcerative

colitis and Crohn’s disease, have a higher risk to develop colitis-associated CRC compared to the

general population [31,32]. Recently, a study on 44,278 individuals showed an association between

a higher dietary inflammatory index, which is developed to evaluate the inflammatory potential of

an individual’s diet, and an increased prevalence of colorectal adenomas [33]. The consumption of

non-steroid anti-inflammatory drugs, such as aspirin, was shown to reduce the occurrence of CRC and

decrease tumor growth in various animal models of CRC [34]. Moreover, the susceptibility to develop

colonic tumors in animal models of CRC, such as APCMin/+ mice (which carry a germline mutation

in Apc gene) and AOM-treated mice, is enhanced following treatment with the inflammatory agent

dextran sodium sulfate (DSS) [35,36]. It is well known that chronic inflammation induces dysplasia via

the induction of DNA modifications in IECs, such as nitration, oxidation, methylation and deamination

reactions, which can contribute to the initiation or progression of CRC [37]. During inflammation,

the recruitment of innate immune cells such as macrophages, neutrophils and dendritic cells and

adaptive immune cells such as T and B cells, leads to the secretion of oxygen/nitrogen reactive species,

which are highly genotoxic [38], pro-inflammatory cytokines such as interleukin (IL)-6, IL-8, IL-1β and

tumor necrosis factor-α (TNF-α), as well as growth factors [39]. The production of these mediators is

mediated by several major signaling pathways such as nuclear factor-kappa B (NF-κB), signal transducer

and activator of transcription 3 (STAT3), PI3K/AKT, cyclo-oxygenase-2 (COX-2)/prostaglandin E2

(PGE2), which are implied in many processes including proliferation, angiogenesis, invasion, metastasis

and recruitment of inflammatory mediators [39]. This inflammatory environment has a lot of similarities

with the tumor microenvironment, suggesting the implication of the same mediators in chronic intestinal

inflammation and colorectal carcinogenesis [39]. Indeed, many inflammatory mediators have been

found positively associated with the prevalence of colorectal adenomas [40–42]. For example, IL-6

levels are higher in the serum of CRC patients compared to healthy controls [43]. In vitro, IL-6 was
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shown to stimulate the invasiveness of human colorectal carcinoma cells [44]. Using a mouse model of

AOM-DSS-induced colitis-associated CRC, IL-6 was also shown to be a strong promoter of colonic tumor

growth [45]. Mice deficient for the anti-inflammatory cytokine IL-10 (il10−/− mice), which develop

spontaneously chronic colitis [46], have increased carcinogenesis with higher grade and invasiveness

when being treated with AOM compared to wild type mice [47]. In addition, IL-10 deficiency leads to

increased colon tumor number in APCMin/+ mouse model of CRC [48]. Interestingly, under germ-free

condition il10−/− mice develop reduced colitis, and this is associated with reduced AOM-induced CRC

development [47]. Moreover, the intestinal microbiota composition is different in AOM-treated il10−/−

mice compared to AOM-treated wild type mice [49].

The implication of toll-like receptors (TLRs) and nucleotide-binding oligomerization domain

(NOD)-like receptors (NLRs), which are innate immune sensors that function to maintain gut

homeostasis by inducing an appropriate inflammatory response against pathogenic exposures,

in inflammation-associated colorectal carcinogenesis has been largely investigated. Ten TLRs have

been identified in humans, and several single nucleotide polymorphisms (SNPs) within the tlr genes

have been associated with altered susceptibility to infectious, allergic, and inflammatory diseases

as well as cancers [50]. A correlation between SNPs in tlr3, tlr5 and tlr9 genes and CRC has been

found [51,52]. A dual role for TLRs in CRC has been proposed as they may promote cancer cell survival

and progression or induce tumor cell death depending on the context [53]. For example, TLR5 and TLR9

exhibit anti-tumoral properties by activating immune cells and having a direct cytotoxicity effects on

tumor cells [53]. Moreover, TLR8 activation was shown to inhibit regulatory T cells, thus promoting

anti-tumor immunity [54]. Using a mouse xenograft model of human colon cancer, a study showed

that deficiency of TLR5 is associated with increased tumor volume accompanied with a deregulation

of tumor immune response [55]. In addition, TLR9 exhibits also anti-tumoral activity in a xenograft

model of colon cancer [56]. Finally, TLR2 deficiency leads to increased tumor development with higher

pro-inflammatory mediators’ level in an AOM-DSS mouse model of inflammation-induced CRC [57].

In contrast, TLRs have the capacity to activate the NF-κB signaling pathway, and this is one of their major

tumor-promoting effects [53]. TLR activation stimulates several immune mediators, such as IL-1β, TNF-α

and IL-6, which are implied in cell survival, immune response and inflammation [53]. In vitro, TLR4

was found to enhance immunosuppression by inhibiting T cell proliferation [58]. Using xenograft mouse

model of CRC, the blockade of TLR4 was found to improve the survival of tumor-bearing mice [58],

and this was confirmed in the AOM-DSS mouse model, where TLR4 was shown to recruit and activate

COX-2-expressing macrophages and increase the number and size of dysplastic lesions per colon [59].

Moreover, deficiency of the TLR adaptor molecule myeloid differentiation primary response gene 88

(MyD88) in APCMin/+ mice leads to a decrease in the number of colonic and ileal polyps [60].

In 2004, Kurzawski and colleagues fist reported an association between a SNP in nod2 gene and an

enhanced risk to develop CRC [61]. It was later shown that NOD2 deficiency increases the susceptibility

of mice to chemically induced colitis and colitis-associated carcinogenesis, and this is due to changes in

the composition of gut bacterial communities and enhanced IL-6 production [62]. Deficiency of NOD1

leads to increased colorectal tumor number in APCMin/+ mice and AOM-DSS-treated mice. Treatment

with antibiotics suppresses intestinal tumor formation in NOD1-deficient mice compared to untreated

mice [62]. Moreover, following AOM-DSS treatment, NOD1-deficient mice exhibit impaired interferon

gamma (IFN-γ) production and therefore increased inflammation-associated tumorigenesis compared

to wild type mice [63].

These data suggest a close link between inflammation and microbiota modulation during

colorectal tumorigenesis.

3. Intestinal Microbiota and Gut Homeostasis

The intestinal microbiota is the complex community of all microorganisms in the gut, including

not only bacteria but also fungi, viruses, archaea and protozoans. It has been estimated that over

1000 bacterial species inhabit the human intestinal tract [64]. In healthy individuals, the microbiota is
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mainly composed of two principal strictly anaerobic phyla: the Firmicutes and the Bacteroidetes. Despite

the stability of these groups in the gut, their proportions and the associated species are highly variable

over time and between individuals [65]. In a single individual, there is also a spatial variability in the

composition and the amount of microbiota. Indeed, it has been observed an increase in the number

of bacteria beginning at 10–103 bacteria per gram of stomach and duodenal contents, increasing to

104–107 bacteria per gram in the small intestine, and rising to 1011–1012 bacteria per gram in the

large intestine [66]. The gut microbiota has a symbiotic relationship with the host and is involved in

metabolic, immunological and protective functions in a healthy individual. This part lists the main

functions of the healthy intestinal microbiota.

3.1. Nutrient Metabolism

The gut microbiota has a major role in metabolism by providing important metabolites for its host.

The key bacterial fermentation products following the fermentation of dietary carbohydrates are SCFAs

and gases. SCFAs, such as butyrate, propionate, and acetate, are the main end products synthesized

from the fermentation of non-digestible carbohydrates by the two main fermenters: Bacteroidetes

which transform simple sugars from carbohydrates into organic acids such as SCFAs and hydrogen,

and Clostridium with butyrate-producing bacteria that transform organic acids into additional SCFAs.

The beneficial roles of SCFAs for the host have attracted many researchers, such as their role in energy

homeostasis as they are the principal source of energy for colonocytes [67], their anti-inflammatory and

anti-carcinogenic effects, and their capacity to reinforce the intestinal barrier function and to decrease the

oxidative stress [9]. The gut microbiota plays also a role in gas metabolism. The majority of gas generated

by bacteria comprises hydrogen, carbon dioxide, and methane, all odorless gases. Gas production

by the colonic microbiota can exert clinical consequences for the host. For example, the utilization of

hydrogen to reduce sulfate generates hydrogen sulfide, which is highly toxic to colonocytes and can

have pathological consequences. There is also an association between the presence of methane in the

colon and CRC, although this could be a consequence rather than causal of the disease [68].

The gut microbiota has also an impact on lipid metabolism as the microbiota can enhance the

lipoprotein lipase activity in adipocytes [69]. The lipids can be derived from the intestine itself, from the

desquamation of the epithelial cells and from the bacteria [70]. Only 5% of bile acids, transformation

products from cholesterol, reach the colon to be metabolized by bacteria into secondary bile acids.

Bacteroides intestinalis, for example, has the ability to deconjugate and dehydrate the primary bile

acids to convert them into secondary bile acids in the colon [71]. Several primary bile acids such

as cholic acid are converted into desoxycholic acid and lithocholic acid and may have carcinogenic

effects [72]. The gut microbiota has also a role in protein metabolism. Indeed, a lot of bacteria have

protease activity and can hydrolyze proteins into small peptides [73]. These peptides can be then

metabolized by several bacteria into amino acids which can serve as a source of energy or nitrogen by

other bacteria [73]. The gut microbiota can also synthesize certain vitamins, notably vitamins K and

B, which are not only important for bacterial metabolism, but also have a physiological significance

to the host [74]. For example, people treated with a broad-spectrum antibiotic showed a significant

decrease in plasma prothrombin levels [75]. Germ-free but not the conventional animals fed a diet

without vitamin K supplement have low prothrombin levels and develop hemorrhages [76].

3.2. Intestinal Barrier Maintenance

The principal functions of the intestinal epithelium are to form a barrier and protect the gut from

the external environment, to regulate the absorption of nutrients, electrolytes and water from the

lumen and to maintain the homeostasis between the environment and the host. In order to maintain

a high protection, the intestinal epithelium is composed of two main elements: the mucus layer and

the tight junctions. The gut microbiota has an impact on both of them. Indeed, it has been shown

that the mucus layer is not well developed in germ-free mice [77]. Moreover, the SCFAs produced

by the gut microbiota and more specifically butyrate can act as a guardian of the intestinal barrier by
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decreasing the permeability through increased expression of the tight junction proteins claudin-1 and

zonula occludens-1 [78]. SCFAs such as butyrate have also an impact on intestinal mucus production

by enhancing expression of mucins [79]. Germ-free animals show impaired intestinal barrier due to

decreased tight junction protein expression and low expression of mucus proteins, and therefore a

high susceptibility to DSS-induced colitis [80]. These studies show a major role of the microbiota in

protecting the gut integrity.

3.3. Modulation of Immune System

The gut microbiota contributes to the maturation and modulation of both mucosal and systemic

immune systems via innate immune components not much specific such as the pattern recognition

receptors (PRRs) expressed on the different cell types in the mucosa (enterocytes, polynuclear cells,

mast cells, macrophages and dendritic cells), and adaptive immune components which are highly

specific receptors expressed on the surface of T cells and B cells. Recruitment and activation of all of

these cells are highly dependent on signals from the microbiota and are tightly regulated.

3.3.1. Intestinal Innate Immune Cells

Among the innate immune cells, macrophages are the most abundant. In the intestine, macrophages

have a phagocytic activity by expressing the phagocytic receptor TREMC2 (triggering receptor expressed

on myeloid cells 2), and therefore the ability to get rid of invasive bacteria [81]. Macrophages are also

producers of the anti-inflammatory cytokine IL-10 which contributes to the maintenance of intestinal

homeostasis [81]. Neutrophils and eosinophils play also a role in innate immunity by respectively

secreting the pro-inflammatory mediators such as IL-22 and stimulating the adaptive immune responses

via the production of immunoglobulin-A (IgA) [82,83]. Innate lymphoid cells are activated in response to

cytokines produced by dendritic cells or by the epithelium. Among these cells, the type 3 innate lymphoid

cells (ILC3) expressing the nuclear factor retinoid acid-related orphan receptor γ, which are activated

by IL-1β, IL-6 and IL-23, are producers of effector cytokines such as IL-17 and/or IL-22, and require

the presence of commensal bacteria for their development [84]. When being activated, ILC3 have also

the ability to induce the production of mucus and antimicrobial peptides (AMPs) by the epithelium.

Moreover, ILC3 have a direct impact on adaptive immune response through the production of granulocyte

macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF). GM-CSF production, as a consequence of the detection

of commensal bacteria and the production of IL-1β by macrophages, leads to the generation of regulatory

T cells [85]. ILC3 are also found to express major histocompatibility complex molecules, process and

present antigens, and interact with CD4+ T cells leading to the regulation of adaptive immune responses

to commensal bacteria [86]. Finally, dendritic cells are key regulators of adaptive immune responses by

recruiting and activating naïve T cells by inducing T cell receptors [87]. One subpopulation of dendritic

cells is predominant in Peyer’s patches, key site of microbiota-induced immune responses, and could

promote regulatory T cell production, while the other subpopulation seems to have pro-inflammatory

properties by promoting T cell repertory [87].

3.3.2. Intestinal Adaptive Immune Cells

Peyer’s patches and isolated lymphoid follicles are the major sites for adaptive immune responses.

These two sites are enriched in microfold cells (M cells), which allow the translocation of bacteria that

can be captured by dendritic cells and presented to naïve T cells, leading to the activation of B cells and

therefore the secretion of IgA [88]. Compared to conventional animals, germ-free animals have reduced

number and unachieved development of Peyer’s patches. Indeed, Peyer’s patches from germ-free

mice exhibit fewer M cells and T lymphocytes [89]. Germ-free mice have also decreased IgA-producing

plasma cells and reduction of T cells in the lamina propria [90]. Bacterial colonization induces the

production of IL-17 by the T helper 17 (Th17) cells, which is important to control intestinal bacteria.

Indeed, IL-17 stimulates the production of AMPs by the epithelium, the recruitment of neutrophils,

and also promote IgA secretion [91,92]. Immune responses vary according to bacterial densities and
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are dependent of the microbial community. The most implied bacteria in the modulation of both innate

and adaptive immune systems are the segmented filamentous bacteria (SFB) [93]. The SFB, related to

Clostridium, adhere to the epithelial surface and to the Peyer’s patches in order to get nutrients [94].

This contact between the SFB and the epithelium is also beneficial for the host by stimulating the

immune system. Indeed, the SFB stimulate innate immune responses and promote the development

of lymphoid tissues such as Peyer’s patches and the isolated lymphoid follicles. SFB also induce IgA

secretion and activate pro-inflammatory T cells as well as regulatory T cells [91,95].

Besides the role in shaping the intestinal immune system, the gut microbiota has also indirect

effects on the periphery. While the mechanisms are still poorly described, theories have emerged

suggesting that the gut microbiota might have peripheral effects by the diffusion of soluble factors

derived from bacteria and their metabolites [96,97]. Indeed, Burgess and colleagues showed that

transfer of bone marrow-derived macrophages from mice carrying SFB to mice deficient in SFB

is sufficient to protect SFB-deficient mice from infection with Entamoeba histolytica, responsible of

diarrhea [98]. Furthermore, it was shown that the gut microbiota can protect against enteric infection

via extra-intestinal mediators [98].

3.4. Protection against Pathogens

Studies have shown a crucial role of gut microbiota in protection against gut colonization by

pathogens. It has been shown that antibiotic-treated mice have increased susceptibility to infection

with enteric pathogens compared to untreated mice [99,100]. The mechanisms by which the gut

microbiota inhibits gut colonization by pathogens involve competition for adhesion receptors and for

nutrients, stabilization of the mucosal barrier and production of anti-microbial substances [101].

Commensal microbiota and bacterial pathogens require the same niche to colonize the intestine.

Commensal bacteria are able to produce bacteriocins and toxins that inhibit specifically the members

of the same species. For example, bacteriocin produced by several commensal Escherichia coli strains

isolated from human and different animals inhibits the growth of the pathogenic enterohemorrhagic

Escherichia coli (EHEC) [102]. Moreover, commensal bacteria have the ability to influence the pH of

the gut in order to prevent the colonization of pathogens. For example, Bifidobacterium protect mice

against death induced by EHEC serotype O157:H7 through acidification of the environment via the

production of acetate [103]. Similarly, the SCFAs produced by some commensal bacteria can have

toxic effects for some pathogens such as Salmonella by modifying the environment pH [67]. Moreover,

SCFAs, especially butyrate, have been shown to inhibit the virulence of Salmonella by decreasing the

Salmonella pathogenicity island 1 gene expression, thereby limiting the invasion of epithelial cells

by this pathogen [104]. Another strategy used by commensal bacteria to inhibit the colonization by

pathogens is the competition for nutrients, leading to starvation of pathogenic bacteria. Indeed, a study

showed that co-culture with high proline-consuming commensal E. coli decreases the growth of EHEC

serotype O157:H7 [105]. Moreover, the modulation of the microenvironment in the gut, such as oxygen

concentration, by commensal bacteria can lead to incomplete virulence gene expression in pathogens

such as Shigella flexneri [106].

Another defense strategy from the commensals against pathogens is the activation of host innate

immunity via the pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) or microbe-associated molecular

patterns (MAMPs) which include microbial components such as lipopolysaccharides, lipid A, flagella,

bacterial DNA and RNA [107]. Those PAMPs/MAMPs are recognized by the PRRs such as the

TLRs, the C-type lectin receptors (CLRs) and the NLRs of eukaryotic cells. The interactions between

PRRs and PAMPs/MAMPs lead to the activation of several pathways guaranteeing the intestinal

homeostasis such as those implied in the mucosal barrier function or in the synthesis of AMPs by

Paneth cells such as C-type lectins, prodefensins and cathelicidins [108]. MyD88−/− mice have

impaired production of AMPs by Paneth cells in the small intestine, leading to enhanced colonization

by commensal bacteria in the mesenteric lymph node and also an increased dissemination of the

pathogenic bacterium Salmonella into the spleen [109]. Mice deficient for the intracellular sensor of
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small bacterial peptides NOD2 show an impaired production of the α-defensins, called cryptdins in

mice, which might lead to a higher susceptibility to infection by pathogens [110]. Using mice deficient

for MyD88 specifically in IECs (MyD88∆IEC mice), a study showed that the loss of MyD88 results in an

increased number of mucosa-associated bacteria, impaired mucus-associated antimicrobial activity,

increased bacterial translocation, decreased mucin-2 expression, and decreased expression of epithelial

IgA transporter, leading to an enhanced susceptibility of mice to colitis [111]. In addition, Frantz et

al. also noted a significant difference in the gut microbiota composition in MyD88∆IEC mice, with a

decrease in the abundance of Bacteroides and an increase in a large proportion of species belonging

to Proteobacteria, compared to the control MyD88flox/flox littermates [111]. Among the commensal

bacteria, some species of Bacteroides and Lactobacillus are the more frequently implied in the production

of AMPs [66]. Mono-colonization of germ-free mice deficient in T cells and IgA secretion (RagT

mice) with either the gram-negative Bacteroides thetaiotaomicron or the gram-positive Lactobacillus

innocua results in a significant increase in mRNA expression of RegIII-gamma, which is a secreted

C-type lectin, part of the AMP families, triggered by enhanced mucosal contact between bacteria and

epithelial cells [112]. Using germ-free mice mono-colonized with SFB, which are specific members of

the commensal microbiota, Ivanov and colleagues showed that SFB are able to induce Th17 cells in

the lamina propria and production of the Th17 cell effector cytokines IL-22 and IL-17 [91]. These are

accompanied by a decrease in the invasion of the pathogen Citrobacter rodentium in the colonic tissue

compared to germ-free mice that are not mono-colonized with SFB and therefore lack Th17 cells [91].

However, some pathogens have developed strategies to use commensal bacteria for their own good.

For example, Clostridium difficile use bile salt, a by-product derived from commensal bacteria, in order

to stimulate the germination of spores [113].

4. Intestinal Microbiota and CRC

In 2012, among the 14 million new cancer cases, 2.2 million cases were attributed to infectious

agents [114]. A review summarizing all the epidemiologic and pathologic studies since 2000

showed that the proportion of cancer cases attributed to infectious agents is up to 20%. This

varies greatly from 5% in highly developed countries to more than 50% in Sub-Saharan African

countries where 90% of the cancer cases attributed to infection were caused by Helicobacter pylori

(770,000 cases), human papillomavirus (640,000 cases), hepatitis B virus (420,000 cases), hepatitis

C virus (170,000 cases) and Epstein-Barr virus (120,000 cases) [114,115]. Since 99% of the microbial

mass is located in the intestinal tract, the gut microbiota has the greatest impact on human health

and is the most studied microbiota. Several studies have shown a link between a modification

of the gut microbiota and CRC. In 1995, a study reported 15 bacterial species associated with a

higher risk to develop CRC, including two Bacteroides species (Bacteroides vulgatus and Bacteroides

stercoris), two Bifidobacterium species (Bifidobacterium longum and Bifidobacterium angulatum), five

Eubacterium species (Eubacterium rectale 1 and 2, Eubacterium eligens 1 and 2, Eubacterium cylindroides),

three Ruminococcus species (Ruminococcus torques, Ruminococcus albus and Ruminococcus gnavus),

Streptococcus hansenii, Fusobacterium prausnitzii and Peptostreptococcus productus 1 [116]. The authors

also reported five bacterial species associated with a lower risk of CRC development including

some Eubacterium species, Lactobacillus S06, Peptostreptococcus DZ2 and Fusobacterium AB [116]. By

analyzing the microbiota composition of different intestinal compartments from 46 patients with

CRC and 56 healthy volunteers, Chen and colleagues showed that the mucosa-associated bacterial

composition was significantly different in CRC patients compared to healthy subjects [5]. Indeed,

Fusobacterium, Porphyromonas, Peptostreptococcus, Gemella, Mogibacterium and Klebsiella are enriched

in CRC patients, whereas Feacalibacterium, Blautia, Lachnospira, Bifidobacterium and Anaerostipes are

reduced [5]. Moreover, the authors showed that the microbiota of cancerous tissues exhibited lower

diversity compared to that of the non-cancerous normal tissues [5]. More recently, Goa et al. showed

that the predominant phylum in CRC patients is the Firmicutes, whereas it is the Proteobacteria in

healthy individuals. In addition, a relatively higher abundance of Lactococcus and Fusobacterium
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and lower abundance of Pseudomonas and Escherichia-Shigella was observed in cancerous tissues

compared to adjacent non-cancerous tissues [7]. Recent pyrosequencing data of CRC-associated gut

microbiota revealed, in particular, over-representation of some bacteria such as Bacteroides/Prevotella,

Faecalibacterium and Fusobacterium [117]. However, these modifications vary depending on the analysis

techniques and the sample localization. Indeed, Sobhani and colleagues showed that Bacteroides are

over-represented in CRC patients’ tissues (tumoral tissues and associated normal mucosa) compared

to normal tissues from control subjects. In the stool samples, the authors showed a significant

increase of Bacteroides/Prevotella in CRC samples compared to healthy subjects’ samples [118]. When

analyzing CRC at an earlier stage, studies have shown an increase of Proteobacteria and Fusobacteria

and a decrease of Bacteroides in normal mucosa from CRC patients compared to that from control

subjects [119,120]. At species levels, Bacteroides fragilis, Escherichia coli, Streptococcs bovis/gallolyticus,

Enteroccocus faecalis and Fusobacterium nucleatum are increased in the fecal samples from CRC patients,

while Bacteroides vulgatus and Faecalibacterium prausnitzii are decreased when compared to fecal samples

from healthy volunteers [117,121]. More recently, Viljoen and colleagues reported a significant increase

in Fusobacterium in tumor samples compared to non-tumoral adjacent mucosa, and this is associated

with late stages of CRC [122]. The alterations in intestinal microbiota composition have also been found

in animal models of CRC. Indeed, in 2013, using the AOM-DSS mouse model of colitis-induced CRC,

Zackular and colleagues showed a shift in fecal microbiota composition with a significant decrease

in the diversity following the first round of DSS treatment [123]. Right after the first round of DSS

treatment, Bacteroides was found increased, while Prevotella was found decreased [123]. However,

following the third round of DSS treatment, a significant decrease in Bacteroides and Porphyromonadaceae

was found, which has also been observed in IBD patients [123,124]. The authors proposed that

these species could have a protective role as the anti-inflammatory mediators in the gut. When

they conventionalized germ-free mice with either the healthy microbiota of untreated mice or the

microbiota of tumor-bearing AOM-DSS-treated mice, those conventionalized with tumor-bearing

mice-associated microbiota exhibit more tumors and decreased gut microbiota diversity compared to

those conventionalized with the healthy microbiota [123]. Analyses of the diversity and richness of the

intestinal lumen microbiota were also performed via the analysis of the feces in an animal model of

CRC induced by the carcinogenic agent 1,2-dimethylhydazine [125]. The results showed an increase

in Bacteroides and Proteobacteria in the lumen of CRC rats compared to healthy rats. A reduction of

butyrate-producing bacteria such as Roseburia and Eubacterium in the gut microbiota of CRC rats was

also observed [125]. Recently, it was shown that germ-free APCMin/+/il10−/− mice exibit almost no

tumor compared to conventionalized APCMin/+/il10−/− mice, indicating the primordial role of the gut

microbiota in inflammation-induced CRC [48].

Theories have been made regarding the role of the gut microbiota in CRC initiation or progression.

Tjalsma and colleagues proposed a “driver-passenger” bacterial model, in which the intestinal mucosa

of CRC patients could be colonized by one or several microbes called “driver” because of their

pro-carcinogenic properties such as production of DNA-damaging compounds, induction of cellular

proliferation, causing permeabilization of intestinal barrier and induction of chronic inflammation,

leading to initiation of CRC. Enterococcus faecalis, some Escherichia coli strains, Bacteroides fragilis, Shigella,

Salmonella and Citrobacter have been described among the “driver” bacteria [4]. The “driver” bacteria are

associated with the early stages of CRC and are not found in cancerous tissue as the disease progresses,

which may explain the heterogeneity of the results reported by CRC-associated microbiota studies.

Via their pro-carcinogenic effects, the “driver” bacteria can influence the tumoral microenvironment

and promote the emergence of “passenger” bacteria, which are better suited to the new environment.

Fusobacterium nucleatum, Streptococcus bovis/gallolyticus and with less evidence Clostridium septicum have

been considered as candidate “passenger” bacteria [4]. Primarily linked to gastric cancer, studies have

also started to investigate the association between Helicobacter pylori and CRC [126].
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5. Possible Mechanisms of Action of the Intestinal Microbiota in Colorectal Carcinogenesis

5.1. Enterococcus faecalis

E. faecalis is a gram-positive facultative anaerobic commensal bacterium and mostly appears

harmless to humans. However, studies have started to associate E. faecalis to CRC because it has

been found to be enriched in fecal samples from CRC patients compared to healthy individuals [127],

and also in tumors as well as in the adjacent tissues of CRC patients compared to mucosa from

healthy individuals [128]. Recently, a study reported the case of an 86-year-old Caucasian male with

E. faecalis bacteremia, who presented gastrointestinal bleeding secondary identified to be colorectal

adenocarcinoma by colonoscopy [129]. In il10−/− mice, E. faecalis was shown to be able to promote and

perpetuate colitis, to induce dysplasia and rectal carcinoma [130]. It was also shown that upon infection

with colitogenic E. faecalis, IECs from wild type mice express the immunosuppressive cytokine TGF-β,

thus activating Smad signaling [131]. This was associated with a loss of TLR2 protein expression

and inhibition of NF-κB-dependent pro-inflammatory gene expression. In contrast, il10−/− mice

fail to inhibit TLR2-mediated expression of pro-inflammatory genes in IECs upon colonization with

E. faecalis [131]. In addition to its ability to induce chronic inflammation, E. faecalis was shown to

produce extracellular superoxide and hydrogen peroxide [132]. In vitro, this production of extracellular

free radical was shown to induce DNA damage [133]. When being administered to rats, E. faecalis is

also able to induce DNA damage in luminal colonic cells [133]. Since reactive oxygen species (ROS)

are able to induce chromosomal instability [134], which could be associated with CRC occurrence,

a study investigated whether E. faecalis could promote CIN [135]. Using mammalian cells, the authors

showed that E. faecalis is able to induce CIN, and this is due to the production of superoxide but

not hydrogen peroxide, and this seems to involve COX-2 whose expression is enhanced after 2 h of

infection. The authors admitted that extracellular superoxide-producing E. faecalis infection leads to

enhanced COX-2 expression in macrophages and promotes CIN in epithelial cells [135]. More recently,

Wang and colleagues showed that E. faecalis is able to polarize colon macrophages to a M1 phenotype.

E. faecalis-polarized macrophages were shown to induce aneuploidy and chromosomal instability

in primary colon epithelial cells which are commonly found in cancers [136]. In addition, primary

murine colon epithelial cells when being repetitively exposed to E. faecalis-infected macrophages are

transformed with strong expression of stem/progenitor cell markers. In immunodeficient mice, eight

of 25 transformed clones grow as poorly differentiated carcinomas with three tumors invading skin

and/or muscle [136]. These findings could explain the mechanisms by which E. faecalis exert son

impact on colorectal carcinogenesis.

5.2. Bacteroides fragilis

The strict anaerobe B. fragilis is a common human symbiont that colonizes the entire length of

the colon and represents only a small proportion of the gut microbiota. There are two subtypes of B.

fragilis, the nontoxigenic B. fragilis (NTBF) and the enterotoxigenic B. fragilis (ETBF). The latter, which

has been associated to diarrhea in humans [137], exhibits a pathogenic island, called the B. fragilis

pathogenicity island (BfPAI), that allows them to produce an enterotoxin called “fragilysin” or BFT

encoded by the bft gene [138]. Several studies have linked B. fragilis with CRC as it has been found

enriched in stools from CRC patients compared to healthy individuals [117,118]. Using stool samples

from 73 CRC patients and 59 healthy subjects, the bft gene has been found in 38% of the CRC patients’

samples compared to 12% in the healthy group [139]. ETBF is associated with late-stage CRC as 100%

of the late-stage tumors are bft-positive compared to 72% of the early-stage tumors [140]. However,

Purcell and colleagues showed that B. fragilis is associated with early-stage carcinogenic lesions [141].

In vitro studies have highlighted the proteolytic activity of fragilysin, which is responsible for the

degradation of tight junction proteins such as zonula occludens-1 [142] and therefore leads to a

dysfunction of the intestinal epithelial barrier with enhanced epithelial permeability and damaged

intestinal crypts and colonocytes [143,144]. In 2003, Wu and colleagues showed that EBFT is able
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to degrade the cellular adhesion molecule E-cadherin in HT29 cells, triggering the translocation of

β-catenin into the nucleus and the transcription of the oncogene c-myc, leading to enhanced and

persistent cellular proliferation that could positively influence CRC development [145]. In APCMin/+

mice, ETBF colonization leads to an increase in colonic thickness, inflammation and visible colonic

tumors, which were not observed with NTBF infection [146]. ETBF mediates its effects via the activation

of STAT3 in colonic epithelial cells and therefore induces the pro-carcinogenic Th17 inflammatory

response with subsequent secretion of the pro-inflammatory cytokine IL-17. When blocking the IL-17

secretion with IL-17 neutralizing antibodies, EBTF-induced colon tumors are significantly reduced

without affecting STAT3 activation, showing the preponderant role of EBFT-induced inflammation in

the promotion of colon carcinogenesis [146].

5.3. Fusobacterium nucleatum

F. nucleatum is a gram-negative strictly anaerobic oral commensal and periodontal pathogen

associated with diverse diseases [147]. F. nucleatum has recently been associated with CRC as

its prevalence is enhanced in mucosa from patients with CRC compared to control subjects [120]

and is found in higher proportion in CRC tumors compared to adjacent normal tissues [148,149].

F. nucleatum administration leads to increased tumor size and number, ascites, diarrhea, gut dilatation,

splenomegaly and also shorter survival in APCMin/+ mice. The tumors from APCMin/+ mice infected

with F. nucleatum exhibit high levels of proliferating cell nuclear antigen compared with uninfected

APCMin/+ mice, indicating the positive impact of F. nucleatum on cell proliferation [150]. F. nucleatum

infection also leads to activation of the immune response with increased levels of inflammatory

mediators in the serum of infected APCMin/+ mice compared to uninfected group [150]. In addition,

F. nucleatum infection induces expression of miRNA 21, which is considered as “oncomiR” because

of its oncogenic properties [150,151]. Gene expression microarray analysis showed activation of the

TLR4/MYD88/NF-κB pathway in colon cancer cells upon infection with F. nucleatum, and in vitro

experiments confirmed that F. nucleatum regulates miRNA 21 expression via the TLR4/MYD88/NF-κB

pathway [150]. Using APCMin/+ mice, F. nucleatum was shown to be able to increase tumor development,

without inducing colitis, accompanied with increased infiltration of myeloid cells into the tumors [152].

Assessment of the tumor immune microenvironment showed that compared to the uninfected group,

APCMin/+ mice infected with F. nucleatum exhibit enhanced proportion of myeloid-derived suppressor

cells, which are tumor permissive myeloid cells, increased tumor-associated neutrophils, which

are known to play a role in tumor progression, an enrichment of tumor-associated macrophages,

which are also known as promoters of carcinogenesis, and an increase in dendritic cells, which have

a role in anti-tumor immunity [152]. This pathogen is also able to invade epithelial cells via its

virulence factor FadA by modulating the E-cadherin signaling pathway, leading to the activation of

several transcription factors such as T-cell factor (TCF), β-catenin, NF-κB, c-myc and cyclin D1 and

subsequently enhanced proliferation of colon cancer cells [153]. Using xenograft model, it was shown

that FadA is able to enhance tumor growth and induce the release of pro-inflammatory cytokines, and

this is mediated by E-cadherin [153]. These data suggest that F. nucleatum may not only impact the

tumor microenvironment but has also a more direct impact on the tumor [153].

5.4. Streptococcus bovis/gallolyticus

The association between S. bovis and CRC was first been made in 1951 [154]. In 1977, S. bovis

was isolated from fecal samples from 35 of 63 CRC patients compared to 11 of 105 control individuals

with no apparent gastrointestinal diseases, showing the high prevalence of this bacterium in CRC

patients [155]. Since then, a lot of studies have confirmed the link between S. bovis/gallolyticus

and CRC [156,157]. Studies have shown that S. bovis is implied in various cellular and molecular

modifications that could be linked to the development of CRC. An in vitro study showed that infection

of colon cancer epithelial cells with S. bovis leads to the increased expression of pro-inflammatory

mediators such as IL-8, COX-2 and the release of PGE2 [158]. Experiments using AOM-treated rats
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confirmed the release of pro-inflammatory mediators following the infection with S. bovis, which leads

to increased number of aberrant crypts. Three of six AOM-treated rats developed polyps following

S. bovis infection, whereas no polyp was found in uninfected AOM-treated rats [158]. Another study

using AOM-treated rats highlighted the ability of S. bovis to promote colorectal carcinogenesis by

enhancing proliferation markers leading to increased number of hyper-proliferative crypts [159].

Using human samples (feces, mucosa, tumorous and non-tumorous colorectal tissues), Abdulamir

and colleagues showed an enrichment of this bacterium in fecal and mucosal samples of CRC patients

compared to control subjects without gastrointestinal lesions, reinforcing the link between S. bovis

and CRC [160]. Moreover, S. bovis is found with higher proportion in tumoral tissues compared to

the non-tumoral one [160]. In addition, the authors showed significant higher mRNA expression

levels of pro-inflammatory mediators (IL-1β, COX-2, and IL-8) in S. bovis-infected tissues compared to

uninfected tissues, but also higher in tumorous tissues compared to the non-tumorous one, highlighting

a possible role of S. bovis in inflammation-induced CRC [160].

5.5. Clostridium septicum

Clostridium septicum is an aerotolerant, gram-positive, pore-forming bacillus not usually present

in the normal intestinal flora of humans. C. septicum produces a virulence factor, α-toxin, which is

both lethal and hemolytic [161]. Only rare bacteremia are attributed to C. septicum (1%) with high

rate mortality (60%) [162]. The association of C. septicum with CRC has been suggested [163–165].

This association could be explained by the fact that the germination of C. septicus spore could be

favored by the hypoxic and acidic tumor environment [163]. The exact mechanisms underlying the

contribution of this bacterium in colorectal carcinogenesis are still poorly known. Recently, a study

showed the ability of α-toxin-producing C. septicum to induce activation of mitogen-activated protein

kinase (MAPK) signaling, which has been shown to be deregulated in various diseases including

cancers. This activation is associated with a release of the pro-inflammatory cytokine TNF-α [166],

which could lead to a pro-inflammatory environment propitious for cancer development. Despite

these data, no direct link between C. septicum and CRC has been defined.

5.6. Helicobacter pylori

H. pylori is a gram-negative bacterium that colonizes specifically the gastric epithelium of slightly

more than 50% of the population. Although most of the infected population remain asymptomatic,

H. pylori is known to induce chronic inflammation and is a risk factor for the occurrence of gastric

ulcer, mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) lymphomas and gastric adenocarcinomas [167].

Even if the colonization of H. pylori is located in the stomach, it has been demonstrated that its toxicity

can be extra-gastric [168]. The association between H. pylori infection and CRC is still controversial

with studies showing a close link with a higher prevalence of H. pylori infection in patients with

colonic adenomas and carcinomas [169–172], while others do not [173–175]. Recent studies released

in 2017 have suggested indeed a significant association between H. pylori infection and an increase

in CRC occurrence [176–178]. Yan and colleagues showed a positive association between H. pylori

and CRC only when H. pylori is associated with intestinal metaplasia [178]. Analyzing 1245 colorectal

adenomas and 3221 control subjects without polyp, Nam and colleagues showed that the overall rate

of positive H. pylori infection is increased in adenoma cases compared to polyp-free control cases,

and that the positive association of H. pylori infection with colorectal adenomas is more prominent in

advanced adenomas and multiple adenomas [177]. Despite this controversy, some studies have tried

to clarify the mechanism underlying the potential association between this pathogen and CRC with

some hypotheses including release of toxin or hormone, intestinal microbiota fluctuation and chronic

inflammation. Indeed, increased levels of gastrin, an important hormone of the digestive system that

assists gastric acid secretion, in H. pylori-infected patients was shown [179]. The H. pylori-induced

over-production of gastrin is associated with enhanced COX-2 expression and reduced apoptosis due

to increased expression of the anti-apoptotic protein BCL2 over the pro-apoptotic protein BAX [179].
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In vivo, supplementation of gastrin leads to increased proliferative index in the colon, expansion of

the proliferative zone in the intestinal crypt, increased thickness of the colonic mucosa and hyperplasia

of goblet cells, which may increase the risk to develop CRC [180]. The perturbation in acid production

generated by the over-production of gastrin might be linked to a gastric barrier perturbation, which

can lead to fluctuation in gut microbiota [181]. Studies have shown that this perturbation can facilitate

the colonization and growth of CRC-associated bacteria such as B. fragilis and E. feacalis [181]. Another

theory is that the production of ROS and reactive nitrogen species (RNS) by H. pylori can lead to DNA

damage, which could favor colorectal carcinogenesis [182]. Furthermore, different strains of H. pylori

have different impacts on patients. Indeed, the strains that exhibit the virulence factor CagA are more

harmful than those without this factor, and patients carrying these strains have an increased risk to

develop gastric cancer and also CRC compared to those who do not [183]. VacA, another virulence

factor carried by some H. pylori strains have not yet been associated with CRC but appeared to be a

key factor in the colonization and virulence of H. pylori [184]. Finally, some H. pylori strains carry the

virulence factor Helicobacter pylori neutrophil-activating protein (HP-NAP), which has been found to

promote the production of ROS by neutrophils [185]. Moreover, H. pylori has been shown to induce

the secretion of several pro-inflammatory mediators such as TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-6, and IL-8 by

infected cells showing its contribution in inflammation-induced cancer [186].

5.7. Escherichia coli

E. coli is a gram-negative, aero-anaerobic, commensal bacterium that colonizes the human gut soon

after birth. E. coli has a symbiotic relationship with the host and is not normally implied in diseases.

However, some virulent strains of E. coli have acquired pathogenic characteristics that allow them to

colonize the human gut and promote the occurrence of intra- and extra-intestinal diseases. These E. coli

strains can be divided into eight pathotypes based on their pathogenic profiles: enteropathogenic

E. coli (EPEC), enterohemorrhagic E. coli (EHEC), enteroinvasive E. coli (EIEC), enteroaggregative

E. coli (EAEC), enterotoxigenic E. coli (ETEC), diffusely adherent E. coli (DAEC), adherent-invasive

E. coli (AIEC) and Shiga toxin-producing enteroaggregative E. coli (STEAEC) [187]. E. coli strains

are divided into four main phylogenetic groups A, B1, B2 and D, with fecal strains often belong

to A and B1 groups, whereas the pathogenic strains carrying the virulence factors most frequently

belong to B2 and D groups [188]. Some strains of the B2 and D groups are associated with chronic

inflammatory intestinal diseases which are known to be risk factors for CRC [189,190]. An enrichment

of E. coli strains mainly belonging to the B2 and D groups in CRC patients has been shown. Indeed,

E. coli strains were found in 90% and 93% of patients with adenomas and carcinomas respectively,

whereas only 3% of colonic biopsies from asymptomatic control subjects are positive for E. coli [191].

In 2004, mucosa-associated E. coli was found enriched in 70% of the 21 CRC patients compared to

42% of the 24 control biopsies [192]. Using adenocarcinomas and normal colonic mucosa from CRC

patients, mucosa-associated E. coli was found in 50% of adenomas compared to 15% of normal mucosal

samples [193]. More recent studies have confirmed the enrichment of E. coli in tumors and mucosa

from CRC patients compared to the control subjects [49,194–196]. Interestingly, in CRC samples,

studies have shown a high prevalence of E. coli strains that harbor virulence factors and produce toxins

called cyclomodulins able to induce DNA damage and/or influence the cell cycle of eukaryotic cells

and therefore affecting cellular proliferation, differentiation and apoptosis [193,194,197]. Interestingly,

there is a correlation between poor prognostic factors for CRC (tumor-node-metastasis stage) and

colonization of mucosa with E. coli [196]. Cyclomodulin-producing E. coli strains are more prevalent on

mucosa of patients with advanced stage III/IV CRC compared to those with stage I CRC, suggesting

that pathogenic E. coli colonization could be used as a new and crucial prognostic marker [196]. Four

toxins have been extensively studied for their impacts on CRC: CIF (cycle-inhibiting factor), CNF

(cytotoxic necrotizing factor), CDT (cytolethal distending toxin) and colibactin. CIF is produced by

certain EPEC strains, promotes the actin cytoskeleton rearrangement and mediates the G2/M cell cycle

arrest characterized by inactive phosphorylation of cyclin-dependent kinase 1, a key player in cell
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cycle regulation [198]. CNF induces a transient activation of COX-2 and the Rho GTPases such as Rac,

RhoA, and Cdc42. As Rho GTPases have been characterized as regulators of actin cytoskeleton, their

deregulation leads to cytoskeletal alterations and therefore affects the cell cycle [199,200]. CDT was first

identified in 1988 in the culture of E. coli strains isolated from patients with diarrhea. This toxin has been

found in various gram-negative bacterial species and is known to have DNAse activity and therefore

induce DNA double-strand breaks, cell cycle arrest and cell apoptosis if the DNA double-strand breaks

exceed the repair capacity of the cell [200]. Colibactin is another bacterial-derived genotoxin first

described in 2006 by Nougayrede and colleagues [201] and has not yet been isolated or purified to

date. Colibactin is a hybride polyketide-non ribosomal peptide compound produced by a complex

biosynthetic machinery encoded by the polyketide synthase (pks) pathogenicity island [201]. High

prevalence of E. coli strains harboring the pks island has been associated with CRC [49,194]. In vitro,

colibactin induces DNA double-strand breaks in eukaryotic cells with activation of the DNA damage

signaling cascade and cell cycle arrest [201]. In addition, colibactin is able to induce chromosomic

instability with sign of chromosome aberration [202]. In 2015, Vizcaino and Crawford were successful

in purifying a pre-colibactin compound and showed that the pre-colibactin is able to induce in vitro

DNA crosslink but not DNA double-strand breaks [203]. The authors thus hypothesized that DNA

double-strand breaks may not be induced directly by colibactin but rather a response of infected

mammalian cells to repair their DNA [203]. Experiments using human epithelial cells have shown that

pks-harboring E. coli strains are able to induce senescence of infected cells, which is accompanied with

ROS production, release of pro-inflammatory mediators and also production of growth factors, such

as the hepatocyte growth factor, which have the ability to promote the proliferation of neighboring

uninfected cells [204,205]. Using macrophages, which are one of the predominant tumor-infiltrating

immune cells, Raisch and colleagues showed that pks-harboring E. coli strains are able to survive

in macrophages and induce pro-inflammatory and pro-carcinogenic mediators such as COX-2 and

PGE2 [206]. This suggests that E. coli might influence CRC progression by persisting in immune

cells and controlling the secretion of pro-tumoral mediators [206]. Using a genetically modified

mouse model, the pks-harboring E. coli strain 11G5 isolated from CRC was shown to highly persist

in the gut, induce colonic inflammation, epithelial damages and cellular proliferation [197]. Using

inflammation-induced CRC model (AOM-treated il10−/− mice), mono-colonization with pks-harboring

E. coli strains leads to enhanced tumor multiplicity and invasion compared to mice colonized with

the isogenic mutant defective for pks island and therefore not able to produce colibactin, or compared

to uninfected mice [49]. The effect of pks-harboring E. coli strains to enhance intestinal tumorigenesis

is confirmed using APCMin/+ mice [196] or xenograft and AOM-DSS mouse models of CRC [205].

Recently, a clinical study on 88 CRC patients showed a significant increase in E. coli colonization in

the MSI CRC phenotype [207]. However, colibactin-producing E. coli are more frequently found in

microsatellite stable (MSS) CRC, suggesting that the involvement of pks-harboring E. coli in CRC may

depend on the CRC phenotype [207].

6. Conclusions and Future Directions/Clinical Application

CRC is a multifactorial disease, of which several risk factors have been identified involving genetic

and environment factors, lifestyle and gut microbiota. Usually treated with surgery, chemotherapy and

radiotherapy with high toxicity and treatment resistance, it is essential to propose less harmful new

therapeutic strategies for CRC. Since gut microbiota can contribute to colorectal carcinogenesis, strategies

targeting the gut microbiota have been proposed to prevent and treat CRC. A potential strategy could be

the supplementation of SCFAs, which have beneficial effects on the epithelial barrier functions and mucosal

immune response, as well as anti-inflammatory and anti-carcinogenic activities [9]. Indeed, administration

of SCFAs was shown to inhibit colonic inflammation and decrease cellular proliferation marker levels

leading to reduced colon tumorigenesis in AOM-DSS-treated mice [208]. The bacteria-induced ROS could

also be targeted as a strategy for CRC prevention. For example, it was shown that inhibition of polyamine

catabolism, which leads to formation of ROS, leads to decreases in ETBF-induced proliferation, chronic
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inflammation and tumorigenesis in APCMin/+ mice [209]. Recently, Cougnoux et al. showed that two

compounds that bind to the active site of ClbP enzyme involved in the synthesis of colibactin are able

to suppress colibactin-induced DNA damage both in vitro using human epithelial Hela cells and in vivo

using a mouse colonic loop model [10]. Using human HCT116 colon cancer cells, the authors showed

that the treatment of pks-harboring E. coli with these two compounds significantly inhibits pks-harboring

E. coli-induced cellular senescence, which consequently suppresses hepatocyte growth factor secretion

and proliferation of neighboring uninfected cell. These two compounds are also able to reduce tumor

growth in xenograft and AOM-DSS CRC models by inhibiting pks-harboring E. coli-induced senescence,

decreasing hepatocyte growth factor levels and cell proliferation [10]. This study showed that targeting

colibactin production could be a strategy to prevent the emergence of CRC induced by pks-harboring E. coli.

The direct modulation of the gut microbiota is a highly considered strategy for CRC treatment. In this

regard, two prebiotics, substances that induce the growth or activity of microorganisms and therefore

positively influence the gut microbiota, galacto-oligosaccharide and inulin were shown to inhibit aberrant

crypt foci formation [11]. In addition, inulin was shown to decrease carcinogen-induced DNA damage

in intestinal crypts in mice [210]. Several probiotics have also been shown to have a great impact on

prevention of CRC development. Indeed, the consumption of lactic acid bacteria-containing probiotics

can prevent DNA damage induced by the mutagenic and carcinogenic heterocyclic amines [12]. Recently,

Lactobacillus was shown to induce apoptosis of the human colorectal adenocarcinoma cell line HT29 by

enhancing pro-apoptotic BAX protein expression and decreasing anti-apoptotic BCL-2 protein expression,

leading to the inhibition of cell growth [211]. Using a mouse model of 1,2-dimethylhydazine-induced CRC,

a Lactobacillus strain was shown to decrease the damage score and the number of colonic tumors [212].

Interestingly, the administration of a Lactobacillus strain induces expression of an anti-inflammatory cytokine

profile with enhanced IL-10 level [212]. These studies suggest that the lactic acid-producing bacteria could

be used to inhibit the inflammatory environment associated with CRC, and in a larger extent, to prevent the

development of CRC in patients with chronic intestinal inflammation who have a high risk to develop CRC.

Microbiota composition has been shown to influence the response to chemotherapy or

immunotherapy [213,214]. In 2015, Sivan and colleagues analyzed melanoma growth in mice from

different animal facilities which have different commensal microbes [13]. They found a significant

difference in tumor development, and this is immune-mediated with decreased tumor-specific T cell

response and less CD8+ T cell accumulation in the tumors from mice with more aggressive tumor

development. Cohousing ablates the difference in tumor growth between the mice from different facilities,

showing the presence of commensal microbes that facilitate anti-tumor immunity [13]. By analyzing the

bacterial community in fecal samples, the authors showed a positive association between Bifidobacterium

and anti-tumor T cell response. Administration of Bifidobacterium significantly improves the control of

tumor development in mice compared to untreated mice, and this is accompanied by an induction of

tumor-specific T cells and increased accumulation of antigen-specific CD8+ T cells in the tumor. Of note,

Bifidobacterium improves response to anti-programmed death-ligand 1 monoclonal antibody therapy, which

is an anti-tumor immunotherapy, in mice [13]. Vétizou and colleagues have studied another anti-tumor

immunotherapy, which relies on the blockade of cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA4),

a major negative regulator of T cell activation against a variety of antigens including tumor-associated

antigens. The authors showed that the CTLA4 immunotherapy is influenced by Bacteroides which stimulates

the T cell response [14]. These results showed that the heterogeneity between patients in the response to

anti-tumor immunotherapy is largely associated with the gut microbiota composition, suggesting that

manipulation of gut microbiota could improve immunotherapy responses.

Finally, immune therapies targeting TLRs to activate anti-cancer immunity or suppress oncogenic

signaling pathways should be considered for CRC treatment. Various molecules targeting TLRs are

currently under investigation in clinical trials for their ability to promote antitumor immunity [215].

For example, TLR9 agonists, which have already been added to anti-cancer strategies such as

chemotherapy, radiotherapy and immunotherapy, are able to enhance the anti-tumor immune response

mediated by T and B cells. Moreover, TLR9 agonists were shown to inhibit colon cancer cell
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proliferation, promote apoptosis, and improve the beneficial effects of radiotherapy [215]. Strategies

using TLR4 antagonists have been also proposed in CRC treatment. Indeed, anti-TLR4 antibodies have

been shown to decrease the number of polyps in AOM-DSS-treated mice [216].

In conclusion, the modulation of the gut microbiota by all the strategies outlined here can

have a beneficial impact on the dialogue between the gut, the immune system and the microbiota.

In addition, increasing evidence shows that gut microbiota manipulation can exert a protective effect

against CRC via the production of SCFAs, inhibition of toxin-producing pathogens, anti-proliferative

activity, reduction of aberrant crypt foci and enhanced production of anti-oxidant enzymes and

anti-inflammatory responses. Moreover, the identification of other microbes associated with clinical

benefits or microbes as biomarkers to predict immunotherapy response should be considered.
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Abbreviations

AIEC Adherent-invasive Escherichia coli

AKT Protein kinase B

AMPs Antimicrobial peptides

AOM Azoxymethane

Apc Adenomatous polyposis coli

BAX Bcl-2-associated X

BCL-2 B-cell lymphoma 2

BfPAI Bacteroides fragilis pathogenicity island

CDT Cytolethal distending toxin

CIF Cycle-inhibiting factor

CIMP CpG island methylator phenotype

CIN Chromosomal instability

CLRs C-type lectin receptors

CNF Cytotoxic necrotizing factor

COX-2 Cyclo-oxygénase-2

CRC Colorectal cancer

CTLA4 Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4

DAEC Diffusely adherent Escherichia coli

DSS Dextran sodium sulfate

EAEC Enteroaggregative Escherichia coli

EHEC Enterohemorrhagic Escherichia coli

EIEC Enteroinvasive Escherichia coli

EPEC Enteropathogenic Escherichia coli

ETBF Enterotoxigenic Bacteroides fragilis

ETEC Enterotoxigenic Escherichia coli

FAP Familial adenomatous polyposis

GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor

HP-NAP Helicobacter pylori neutrophil-activating protein

IBD Inflammatory bowel diseases

IECs Intestinal epithelial cells

IgA Immunoglobulin-A

IL Interleukin

ILC3 Innate lymphoid cells

IFN-γ Interferon gamma

M cells Microfold cells
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MALT Mucosa-associated lymphoid tissue

MAMPs Microbe-associated molecular patterns

MAPK Mitogen-activated protein kinase

MLH1 MutL homolog 1

MSI Microsatellite instability

mTOR Mammalian target of rapamycin

MyD88 Myeloid differentiation primary response gene 88

NF-κB Nuclear factor-kappa B

NLRs NOD-like receptors

NOD Nucleotide-binding oligomerization domain

NTBF Nontoxigenic Bacteroides fragilis

PAMPs Pathogen-associated molecular patterns

PGE2 Prostaglandin E2

PI3K Phosphoinositide 3-kinase

pks Polyketide synthase

PRRs Pattern recognition receptors

ROS Reactive oxygen species

RNS Reactive nitrogen species

SCFAs Short-chain fatty acids

SFB Segmented filamentous bacteria

SNP Single nucleotide polymorphism

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3

STEAEC Shiga toxin-producing enteroaggregative Escherichia coli

TCF T-cell factor

Th17 T helper 17

TLRs Toll-like receptors

TNF-α Tumor necrosis factor-α
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Contexte scientifique 

Le microbiote intestinal apparait depuis quelques années comme un nouveau facteur 

favorisant le développement du cancer colorectal (CCR). Plusieurs études ont mis en évidence 

une modification de la composition du microbiote associé à la muqueuse colique chez les 

patients atteints de CCR comparativement aux sujets contrôles avec notamment une 

prévalence augmentée des Escherichia coli producteurs de la génotoxine colibactine (E. 

coli/pks+). Ces bactéries sont préférentiellement retrouvées chez les patients atteints d’un 

CCR de stade avancé (stade III/IV) vs CCR de stade précoce (stade I) et induisent des 

cassures double brin de l’ADN, ayant pour conséquences l’accumulation d’aberrations 

chromosomiques, ainsi que la sénescence des cellules infectées. Les cellules sénescentes 

produisent alors des cytokines pro-inflammatoires ainsi que des facteurs de croissances 

stimulant ainsi la prolifération des cellules non infectées adjacentes. De plus, l’infection par 

des E. coli/pks+ favorise le développement tumoral dans différents modèles murins 

prédisposés au développement du CCR. Si les propriétés génotoxiques et pro-tumorales des 

souches d’E. coli/pks+ sont bien décrites, les mécanismes de défense de l’hôte contre 

l’infection par ces bactéries sont peu connus. Il est donc primordial de mieux comprendre ces 

mécanismes afin de développer de nouvelles perspectives thérapeutiques. 

L’autophagie est un processus des cellules eucaryotes qui permet la dégradation 

d’éléments cytoplasmiques, tels que des protéines et des organelles anormales, par le 

lysosome. Ce processus est fortement activé pour permettre l’adaptation de la cellule à des 

changements environnementaux et/ou développementaux et en réponse à différents stress tels 

que l’infection par des pathogènes. Un dysfonctionnement de l’autophagie a été associé à 

plusieurs pathologies humaines notamment les cancers. A ce jour, aucune donnée n’est 

disponible sur le rôle de l’autophagie dans la défense de l’hôte suite à l’infection par des 

souches pathogènes d’E. coli isolées de patients atteints de CCR.  

Dans ce contexte, les objectifs majeurs de mon projet de thèse ont été : (1) d’étudier 

le rôle de l’autophagie dans la défense de l’hôte en réponse aux E. coli producteurs de 

colibactine, (2) d’examiner le rôle de l’autophagie dans la carcinogenèse colorectale 

induite par ces souches dans un modèle murin prédisposé au développement du CCR et 

(3) d’identifier les mécanismes par lesquels l’autophagie pourrait exercer son rôle dans 
la carcinogenèse colorectale induite par les E. coli/pks+. 
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Résultats expérimentaux 

Dans cette étude, nous avons tout d’abord étudié le lien entre l’autophagie et la 

colonisation par les souches d’E. coli productrices de colibactine, appelées ainsi E. coli/pks+, 

isolées de patients atteints de CCR. Pour cela, nous avons analysé les niveaux d’expression 

des ARN messagers de différents gènes de l’autophagie par RT-PCRq dans les muqueuses 

coliques issues des patients atteints d’un CCR sporadique colonisées par des E. coli/pks+ (n 

= 31 patients) ou colonisées par des souches d’E. coli ne portant pas l’îlot pks (E. coli/pks-, n 

= 34 patients). Nous avons observé une augmentation significative de l’expression des ARNm 

de certains gènes de l’autophagie, tels qu’Atg12, Atg16l1, Atg5, Atg7, Beclin1, WIPI1 et 

Atg2b, dans les muqueuses colonisées par des E. coli/pks+ par rapport à celles colonisées par 

des E. coli/pks-. De plus, la proportion des patients ayant une forte expression des ARNm des 

gènes de l’autophagie est augmentée lorsque la muqueuse est colonisée par des E. coli/pks+, 

suggérant que l’autophagie est activée dans les muqueuses colonisées par des E. coli/pks+. 

Afin d’explorer le lien entre l’autophagie et la colonisation par les souches d’E. 

coli/pks+, nous avons analysé l’activation de l’autophagie dans les cellules humaines de 

carcinome colique, HCT-116, suite à l’infection par différentes souches d’E. coli isolées de 

patients atteints de CCR. Parmi toutes les souches d’E. coli isolées, nous avons sélectionné les 

10 souches d’E. coli ne possédant aucune des cyclomodulines décrites (E. coli/pks-) et les 7 

souches d’E. coli porteuses uniquement de l’îlot pks (E. coli/pks+). Nous avons observé 

l’activation de l’autophagie, caractérisée par une augmentation du niveau de LC3-II, suite à 

l’infection par les souches d’E. coli/pks+. En revanche, l’infection des cellules HCT-116 par 

les souches d’E. coli/pks- n’induit pas une activation de l’autophagie significative 

comparativement aux cellules non infectées ou aux cellules infectées avec une souche d’E. 

coli commensale non pathogène K12 MG1655. L’autophagie semble donc être activée 

spécifiquement en réponse à l’infection par les souches d’E. coli/pks+. Afin de confirmer ces 

résultats, nous avons infecté les cellules HCT-116 avec une souche clinique d’E. coli/pks+ 

11G5, souche de référence du laboratoire, ou son mutant isogénique 11G5∆clbQ, déficient 

pour le gène clbQ de l’îlot pks, et donc incapable de produire la colibactine. Comme attendu, 

l’infection des cellules HCT-116 par la souche 11G5 entraîne l’activation de l’autophagie 

comparativement à l’infection par la souche non pathogène K12 MG1655. En revanche, 

l’infection par le mutant 11G5∆clbQ n’entraîne aucune activation de l’autophagie. Ces 

résultats montrent que l’infection par les souches d’E. coli/pks+ active l’autophagie, et ceci 

nécessite la présence de l’îlot pks. 
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Nous avons ensuite analysé le rôle de l’autophagie dans la défense des cellules hôtes 

en réponse à l’infection par les E. coli/pks+ en utilisant deux modèles cellulaires déficients 

pour l’autophagie : soit les cellules HCT-116 transfectées avec un siARN dirigé contre le 

gène de l’autophagie ATG5, soit les cellules épithéliales humaines Hela invalidées pour le 

gène de l’autophagie ATG16L1 par la méthode CRISPR/Cas9 afin d’avoir une invalidation 

totale du gène. Suite à l’infection par la souche 11G5, nous avons observé une augmentation 

des dommages à l’ADN dans les cellules déficientes pour l’autophagie par rapport aux 

cellules sauvages, caractérisée par une augmentation de l’accumulation de γH2AX, marqueur 

des dommages à l’ADN. Nous avons mis en évidence le recrutement au niveau du noyau de la 

protéine de réparation des cassures double brin de l’ADN, RAD51, suite à l’infection par la 

souche 11G5. Ceci n’était pas observé dans les cellules déficientes pour l’autophagie, 

suggérant que des défauts de réparation de l’ADN dans ces cellules pourraient être 

responsables de l’accumulation des cassures double brin de l’ADN. De plus, nous avons 

montré que l’accumulation du récepteur autophagique p62 dans les cellules déficientes pour 

l’autophagie empêche le recrutement de RAD51 dans le noyau pour répondre à l’infection par 

la souche 11G5, entraînant par conséquent l’accumulation des dommages à l’ADN.  

Nous avons ensuite montré que la sénescence induite par la souche 11G5 était 

significativement plus importante dans les cellules déficientes pour l’autophagie 

comparativement aux cellules contrôles. De plus, nous avons mis en évidence une 

augmentation des niveaux de sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8 suite à 

l’infection par la souche 11G5 dans les cellules déficientes pour l’autophagie 

comparativement aux cellules contrôles. Nous avons également observé une augmentation du 

nombre de bactéries 11G5 intracellulaires dans les cellules déficientes pour l’autophagie 

comparativement aux cellules contrôles. 

Nous avons montré que le milieu conditionné issu des cellules transfectées avec le 

siARN dirigé contre le gène ATG5 et infectées par la souche 11G5 augmente 

significativement la prolifération des cellules HCT-116 non infectées comparativement au 

milieux issu des cellules transfectées avec le siARN contrôle et infectées par la souche 11G5. 

Ces résultats n’ont pas été observés lorsque le milieu était issu des cellules infectées par la 

souche d’E. coli non pathogène K12 MG1655 ou par le mutant 11G5∆clbQ.  

L’ensemble des résultats obtenus in vitro montre que l’autophagie est activée dans les 

cellules hôtes suite à l’infection par les souches d’E. coli pks+, et que cette activation est 

nécessaire pour limiter les effets pro-tumoraux et pro-inflammatoires de ces souches 

pathogènes.  



Figure 49 : Modèle proposé pour le rôle de l’autophagie dans la carcinogenèse colorectale suite à

l’infection par des E. coli pks+

Suite à l’infection par les E. coli pks+, dans un modèle murin prédisposé au développement de CCR,

l’autophagie est activée afin de contrôler la colonisation intestinale par les bactéries, de protéger les

cellules épithéliales intestinales des dommages à l’ADN en induisant les réparations des cassures de

l’ADN, de réduire l’inflammation, la sénescence et la prolifération cellulaire, limitant ainsi la

carcinogenèse colorectale. Un dysfonctionnement de l’autophagie entraîne une augmentation des effets

pro-tumoraux et pro-inflammatoires des E. coli pks+, avec pour conséquence un développement tumoral

plus important.
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Nous avons ensuite étudié le rôle dans l’autophagie dans la tumorigénèse colorectale 

grâce à l’utilisation d’un modèle murin prédisposé au développement du CCR, le modèle 

APC
Min/+. Ce modèle murin développe spontanément des adénomes coliques induits par 

l’inactivation du gène suppresseur de tumeur APC. C’est le modèle le plus utilisé et le plus 

pertinent dans la recherche sur le CCR puisqu’il mîme le développement du CCR décrit chez 

l’homme selon la « séquence adénome-cancer » où la mutation du gène APC intervient à un 

stade précoce. 

L’utilisation du modèle murin APC
Min/+, invalidé pour le gène de l’autophagie Atg16l1 

spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales (Apc
Min/+

/Atg16l1
∆CEI) nous a permis 

de confirmer les résultats in vitro. Les souris Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 présentaient une 

augmentation de la susceptibilité à l’infection par la souche 11G5 comparativement aux souris 

contrôles (Apc
Min/+

/Atg16l1
flox/flox), montré par une perte du poids et une colonisation 

intestinale par les bactéries 11G5 plus importantes. 

De plus, nous avons montré que la déficience de l’autophagie chez les souris Apc
Min/+ 

entraîne une augmentation de la carcinogenèse colorectale induite par la souche 11G5. En 

effet, une augmentation du nombre et du volume des tumeurs colorectales était observée chez 

les souris Apc
Min/+

/Atg16l1
∆CEI infectées par la souche 11G5 par rapport aux souris contrôles. 

Ceci était accompagné d’une augmentation des dommages à l’ADN, d’une prolifération 

cellulaire et d’une inflammation plus élevées dans les côlons des souris Apc
Min/+

/Atg16l1
∆CEI 

par rapport aux souris contrôles. Ces résultats suggèrent que l’autophagie est nécessaire pour 

limiter la carcinogenèse colorectale induite par les E. coli/pks+. 

En conclusion, notre étude montre que l’autophagie est nécessaire pour limiter 

les effets pro-carcinogènes et pro-inflammatoires des souches d’E. coli/pks+, inhibant 

ainsi la carcinogenèse colorectale induite par ces dernières (figure 49). 

 

Les résultats de ce travail de recherche font l’objet d’un manuscrit actuellement en 

préparation pour la soumission dans le journal «The Journal of experimental medicine » : 

Lucas et al., « Autophagy suppresses protumoral effects of colibactin genotoxin-producing 

Escherichia coli, inhibiting colorectal carcinogenesis »  
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Abstract 

The colonic mucosa of patients with colorectal cancer (CRC) is abnormally colonized by the 

Escherichia coli strains harboring the pks genomic island (E. coli/pks+), which are 

responsible for the synthesis of colibactin genotoxin. E. coli/pks+ induce DNA damage and 

cellular senescence, enhancing cellular proliferation and carcinogenesis in CRC mouse 

models. Autophagy, which plays a crucial role in the maintenance of cellular homeostasis, is 

implicated in various human diseases including cancer. Here, we aimed at investigating the 

role of autophagy in host responses to E. coli/pks+ infection. We showed that mRNA 

expression levels of several genes implicated in autophagy were increased in colonic mucosa 

from CRC patients colonized with E. coli/pks+ compared with those colonized with E. coli 

without pks island (E. coli/pks-). Infection of human colon cancer HCT-116 cells with clinical 

E. coli/pks+ strains resulted in autophagy activation, and this was dependent on the presence 

of the pks island. Autophagy-deficient cells exhibited increases in colibactin-induced DNA 

damage, which was associated with decrease in the recruitment of the DNA damage repair 

protein RAD51 into the nucleus, and increase in colibactin-induced cellular senescence. 

Consequently, conditioned media derived from autophagy-deficient cells infected with the 

clinical E. coli/pks+ 11G5 strain promoted the proliferation of uninfected cells compared to 

that derived from 11G5-infected wild type cells. Apc
Min/+ 

mice deficient in Atg16l1 

specifically in intestinal epithelial cells (Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔIEC

) infected with the 11G5 strain 

exhibited more body weight loss and increased bacterial colonization in the colon compared 

to their controls (Apc
Min/+

/Atg16l1
flox/flox 

mice). 11G5 infection induced increased colorectal 

carcinogenesis, which was accompanied by increased DNA damages, enhanced cell 

proliferation and exacerbated inflammation in Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔIEC 

mice
 
compared to control 

mice. These results suggest that autophagy is necessary to limit the protumoral effects of E. 

coli/pks+, inhibiting colorectal carcinogenesis induced by the laters.  
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Introduction  

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer in both male and female, 

affecting about 1.36 million of new cases per year, and is the fourth leading cause of cancer-

related death worldwide with 700,000 death per year (Ferlay et al., 2015). CRC is a 

multifactorial disease, for which several risk factors have been identified, such as age, genetic 

factors, unhealthy behaviors, microbial factors and inflammatory bowel disease (IBD).  

Of the risk factors, the gut microbiota has been emerged as a key player in CRC 

development. A modification of gut microbiota composition or dysbiosis has been reported in 

CRC patients with, in particular, an increase in Bacteroides fragilis, Streptococcus 

bovis/gallolyticus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis and Fusobacterium nucleatum and 

a decrease in Faecalibacterium prausnitzii (Lucas et al., 2017). The involvement of gut 

microbiota in colon carcinogenesis was then determined using mouse models of CCR. One of 

the best-known CRC models is Apc
Min/+

mice (Apc: Adenomatous polyposis coli; Min: 

Multiple Intestinal Neoplasia) bearing a loss-of-function germinal mutation in the Apc gene 

(Moser et al., 1990), which is the most prevalent mutation and has been found in about 80% 

of CRC (Arvelo et al., 2015). Germ-free Apc
Min/+ 

mice display lower number of intestinal and 

colorectal tumors compared to Apc
Min/+ 

mice bearing a microbiota (Li et al., 2012). Similar 

results were obtained for the CRC mouse model chemically induced by Azoxymethane 

(AOM) and Dextran Sodium Sulfate (DSS) (Zackular et al., 2013). In addition, treatment with 

a cocktail of antibiotics also reduces the number and size of colorectal tumors in AOM/DSS-

treated mice (Zackular et al., 2013). Germ-free mice colonized with fecal microbiota from 

AOM/DSS-treated mice exhibit enhanced colorectal tumorigenesis compared to those 

colonized with a healthy gut microbiome from untreated mice, suggesting that the dysbiotic 

microbiota directly contribute to tumorigenesis colorectal carcinogenesis (Zackular et al., 

2013). A recent study showed that conventional mice treated with antibiotics and then with 

AOM or germ-free mice receiving fecal samples from CRC patients exhibit increases in polyp 

numbers, levels of intestinal dysplasia and proliferation, and inflammation, compared with 

those receiving fecal samples from healthy individuals (Wong et al., 2017). These studies 

provide evidence that a CRC-associated dysbiotic gut microbiota can promote colorectal 

carcinogenesis. 

To date, no direct association between a particular bacterium and CRC development has 

been established. However, the development of CRC might be influenced by pro-carcinogenic 

properties of certain intestinal bacteria, such as Enterococcus faecalis, Bacteroides fragilis, 

Fusobacterium nucleatum, Streptococcus bovis/gallolyticus and Escherichia coli.  
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Concerning E. coli, although usually commensal and is not implied in diseases, some E. 

coli strains have acquired pathogenic properties with the ability to colonize the human 

intestinal tract and induce intra- and extra- intestinal diseases (Kaper et al., 2004). Studies 

have shown a higher prevalence of colonic mucosa-associated E. coli in CRC patients 

compared to control subjects (Arthur et al., 2012; Bonnet et al., 2014; Buc et al., 2013; Martin 

et al., 2004; Prorok-Hamon et al., 2014; Swidsinski et al., 1998). In particular, an abnormal 

colonization of CRC colonic mucosa with the pathogenic E. coli strains that produce toxins 

called cyclomodulins, has been shown. Cyclomodulin-producing E. coli strains are more 

prevalent on mucosa of patients with advanced stages (III/IV stages) compared to those with 

stage I of CRC, suggesting that pathogenic E. coli colonization could be used as a prognostic 

marker (Bonnet et al., 2014). Cyclomodulins, such as CIF (cycle-inhibiting factor), CNF 

(cytotoxic necrotizing factor), CDT (cytolethal distending toxin) and colibactin, are able to 

induce DNA damage and/or modulate cell-cycle progression, cell proliferation, and to affect 

colorectal carcinogenesis (Cuevas-Ramos et al., 2010; Falzano et al., 2006; Jubelin et al., 

2010; Malorni and Fiorentini, 2006; Nougayrède et al., 2006; Thelestam and Frisan, 2004). 

Of the cyclomodulins, the colibactin toxin, a hybride polyketide-non ribosomal peptide 

encoded by the polyketide synthase (pks) pathogenicity island, has attracted growing research 

interest. First described in 2006 by Nougayrede and colleagues (Nougayrède et al., 2006), 

colibactin has not yet been isolated or purified to date. Pks-harboring E. coli strains (E. 

coli/pks+) have been found in about 55.3% of colonic mucosa from CRC patients versus only 

19.3% in those of patients with diverticulosis (Buc et al., 2013). E. coli/pks+ have been shown 

to induce in eukaryotic cells double strand DNA breaks, chromosomic instability and cell 

cycle arrest (Cuevas-Ramos et al., 2010; Nougayrède et al., 2006). E. coli/pks+ also induce 

senescence of infected cells accompanied with secretion of pro-inflammatory mediators and 

growth factors, thereby promoting proliferation of neighboring uninfected cells (Cougnoux et 

al., 2014; Secher et al., 2013). Importantly, E. coli/pks+ are able to promote colon 

tumorigenesis in mouse models of CRC, such as APC
Min/+ 

mice (Bonnet et al., 2014), AOM-

treated il10
-/-

mice (Arthur et al., 2012) or AOM/DSS-treated mice (Cougnoux et al., 2014). 

Autophagy, a critical cellular catabolic process, involves the targeting of intracellular 

components, such as damaged organelles, misfolded proteins, toxic aggregates and 

intracellular pathogens, into double-membraned vesicles known as autophagososomes, which 

fuse with lysosomes to form autolysosomes, where the cargos are degraded. Autophagy 

process is considered as a major survival mechanism by conferring stress tolerance, limiting 

damage, and sustaining cellular viability under adverse conditions (Mizushima, 2018). As 
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autophagy deficiency causes oxidative stress, activation of the DNA damage response, and 

genome instability, autophagy deficiency is thought to contribute to the pathogenicity in many 

diseases including neurodegenerative diseases and liver disease but also cancer (Kelekar, 

2005). A dysfunction or deregulation of autophagy has been associated with many human 

diseases, such as neurodegenerative diseases, cancers and infectious diseases (Kelekar, 2005). 

In tumorigenesis, autophagy has a complex and dual role. Indeed, some studies have 

highlighted the anti-tumoral role of this process by protecting cells from conditions 

contributing to transformation and carcinogenesis such as oxidative stress, DNA damage, 

genetic instability and inflammation. However, other studies have described a pro-tumoral 

role of autophagy with its ability to protect cancer cells from metabolic stress and hypoxia in 

the tumor microenvironment (White, 2015). 

Recently, several studies have revealed a close link between autophagy and CRC. An 

increase in the level of LC3-II, the form associated with the autophagosomes and a marker of 

autophagy, was observed in colorectal tumors compared to normal tissues in CRC patients 

(Zheng et al., 2012). In the same study, a positive correlation between LC3 protein expression 

and tumor aggressiveness was also been reported (Zheng et al., 2012). Similarly, increased 

expression of the autophagy-related protein ATG10 in CCR was associated with tumor 

invasion and metastasis (Jo et al., 2012). In addition, 5-year survival rate of patients bearing 

tumors without ATG10 expression was significantly higher than patients with ATG10-

expressing tumors (Jo et al., 2012). Nevertheless, it has been reported that CCR patients with 

higher expression of the autophagic proteins including Beclin 1, LC3B and Bcl-xL in both the 

center of tumor and adjacent noncancerous mucosa, compared to those with lower expression, 

have a better overall survival rate (Yang et al., 2015). So far, the role of autophagy in CCR is 

still poorly understood.  

In this study, we investigated the implication of autophagy in host defense to pro-

tumoral effects of CCR-associated E. coli/pks+ and in colorectal carcinogenesis induced by 

the later. We reported that colonization of colonic mucosa from CCR patients with E. 

coli/pks+ is associated with higher expression of several autophagy-related genes. CCR-

associated E. coli infection of intestinal epithelial cells induces activation of autophagy in a 

pks-dependant manner. Deficiency of autophagy leads to increased DNA damage and cellular 

senescence induced by E. coli/pks+ in host cells and increased colorectal carcinogenesis in 

Apc
Min/+

 mice infected with E. coli/pks+. 
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Results 

Colonization of non-tumoral colonic mucosa from CRC patients with E. coli/pks+ is 

associated with high mRNA expression levels of several genes implicated in autophagy 

First, to investigate the potential link between autophagy and E. coli/pks+ colonization, 

we analyzed mRNA expression levels of different autophagy genes (Figures 1 and S1) by 

qRT-PCR in normal mucosa from patients with sporadic CRC colonized with E. coli without 

the pks island designated E. coli/pks- (34 patients) or with E. coli/pks+ (31 patients). A 

significant increase in mRNA expression levels of several autophagy-related genes was 

observed in the mucosa colonized with E. coli/pks+ compared to that in mucosa colonized 

with E. coli/pks- (Figure 1A). Interestingly, the proportion of patients with high levels of 7 

autophagy-related mRNA expression (> median) was increased in the group having mucosa-

associated E. coli/pks+ compared to that having mucosa-associated E. coli/pks- (Figure 1B). 

These data suggest that autophagy is activated in CRC mucosa colonized with E. coli/pks+. 

 

Autophagy is activated in human colon cancer HCT-116 cells upon infection with E. 

coli/pks+ 

We next investigated whether autophagy is activated in human colon cancer HCT-116 

cells following infection with CRC-associated E. coli strains by analyzing by Western blot the 

levels of the free-cytosolic LC3-I form and the autophagosomal LC3-II form. Infection of 

HCT-116 cells with different clinical CRC-associated E. coli/pks+ strains (Buc et al., 2013; 

Raisch et al., 2014) resulted in increased LC3-II levels, indicating autophagy activation, 

compared to infection with the non-pathogenic E. coli K12 MG1655 strain or with the clinical 

E. coli/pks- strains (Figure 2A, B). Infection with the E. coli/pks- strains did not induce a 

significant increase in LC3-II levels compared to MG1655 infection (Figure 2A, B). This 

result suggests that autophagy is specifically activated in response to E. coli/pks+ strains. 

To confirm the implication of the pks island in autophagy activation, HCT-116 cells 

were infected with either the E. coli/pks+ 11G5 strain or its isogenic mutant 11G5∆clbQ 

depleted for the clbQ gene in the pks island and unable to produce colibactin (Raisch et al., 

2015). As expected, infection of HCT-116 cells with the wild-type 11G5 strain leads to 

autophagy activation, as evidenced by increased LC3-II level, compared to infection with the 

non-pathogenic MG1655 strain. This was not observed following infection with the mutant 

11G5∆clbQ (Figure 2C, D). Infection with the trancomplemented strain resulted in similar 

results as the wild type 11G5 strain (data not shown). 

 



7 
 

A functional autophagy is necessary for DNA damage repair following infection with E. 

coli/pks+. 

To investigate whether autophagy is necessary for the repair of DNA damage induced 

by E. coli/pks+, we inhibited autophagy in HCT-116 cells by transfecting the cells every two 

day with ATG5-specific siRNA. ATG5 protein expression was markedly reduced at 5 days 

after transfection in ATG5 siRNA-transfected cells compared to those transfected with a 

scramble siRNA (Figure S2). In addition, the level of H2AX, a marker of DNA double-

strand breaks (DSBs), was increased in scramble siRNA-transfected cells upon infection with 

the E. coli/pks+ 11G5 strain compared to that in uninfected cells or cells infected with the 

non-pathogenic MG1655 strain or with the 11G5∆clbQ mutant (Figure 3A, B). Importantly, 

following 11G5 infection, H2AX level was markedly increased in ATG5 siRNA-transfected 

cells compared to scramble siRNA-transfected cells (Figure 3A, B). These results were 

confirmed by using ATG16L1-knockout Hela cells with the CRISPR-Cas9 gene editing 

system (Figure S3). 

Immunofluorescent labeling of H2AX consistently showed an accumulation of H2AX 

foci, indicating phosphorylation of histone H2AX, in the nucleus following 11G5 infection in 

both ATG5 siRNA-transfected and scramble siRNA-transfected HCT-116 cells. Importantly, 

this accumulation was more important in ATG5 siRNA-transfected cells (Figure 3C, D). 

 Next, we analyzed the recruitment of RAD51 in to the nucleus, which plays a central 

role in homologous recombination repair of DNA DSBs. Following 11G5 infection, Western 

blot analysis showed increased RAD51 level in the nuclear fraction in scramble siRNA-

transfected cells, indicating DNA repair activation, and this was not observed in ATG5 

siRNA-transfected cells (Figure 3E, F). As accumulation of SQSTM1/p62 in autophagy-

defective cells has been shown to inhibit the recruitment of DNA repair proteins, such as 

RAD51, to the sites of DNA DSBs, impairing DNA damage repair (Wang et al., 2016), we 

sought to investigate whether the observed effect was dependent on p62. As expected, in 

ATG5 siRNA-transfected cells, we observed an accumulation of p62 in the nuclear fraction 

compared to that in control siRNA-transfected cells (Figure 3E, F). However, in cells 

transfected with both ATG5 siRNA and p62 siRNA, the protein level of p62 was markedly 

decreased (Figure 3E, F). Importantly, p62 siRNA suppressed the inhibition of RAD51 

recruitment into the nucleus in ATG5 siRNA-transfected cells upon 11G5 infection, as we 

observed the recruitment of RAD51 into the nucleus in cells transfected with ATG5 and p62 

siRNAs (Figure 3E, F). This shows that p62 accumulation in autophagy-deficient cells is 
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responsible for the inhibition of DNA damage repair induced following 11G5 infection. 

Immunofluorescent labeling of RAD51 consistently showed an accumulation of RAD51 foci 

in nucleus in scramble siRNA-transfected HCT-116 cells upon 11G5 infection, and this was 

blocked in ATG5 siRNA-transfected cells (Figure 3G, H). However, inhibition of p62 

expression in ATG5 siRNA-transfected cells led to increased RAD51 foci number upon 11G5 

infection, as observed in scramble siRNA-transfected cells. Together, these results show that 

upon E. coli/pks+ infection, a functional autophagy is necessary to activate the DNA damage 

repair, and this is dependent on SQSTM1/p62.  

 

Autophagy deficiency leads to enhanced cellular senescence induced by E. coli/pks+, 

promoting proliferation of uninfected cells. 

To investigate the role of autophagy in host response to cellular senescence induced by 

E. coli/pks+, we infected HCT-116 cells pre-transfected with scramble siRNA or ATG5 

siRNA with the wild-type 11G5 strain or the 11G5∆clbQ mutant, and detected senescent cells 

by beta-galactosidase staining at pH 6. Infection with the 11G5 strain induced an increase in 

the number of senescence-associated -galactosidase-positive cells in scramble siRNA-

transfected cells, and this number was markedly increased in ATG5 siRNA-transfected cells 

(Figure 4A, B). These results were confirmed using ATG16L1-knock out Hela cells (Figure 

S4).  

Importantly, conditioned media derived from cells transfected with ATG5 siRNA and 

infected with 11G5 enhanced proliferation of HCT-116 cells compared to that derived from 

cells transfected with scramble siRNA and infected with 11G5 (Figure 4C). Similar result 

was not observed for infections with the E. coli K12 MG1655 strain or the 11G5∆clbQ 

mutant. All together, these data show that autophagy deficiency enhances cellular senescence 

induced by E. coli/pks+, which consequently increases proliferation of uninfected cells. 

 

Autophagy is necessary to eliminate intracellular E. coli/pks+ 11G5 and to inhibit 11G5-

induced inflammation.  

As autophagy is a key process to eliminate intracellular pathogenic bacteria and to 

inhibit inflammation induced by infection, we sought to check the number of intracellular 

11G5 and 11G5-induced pro-inflammatory cytokine production in autophagy-defective cells. 

An increase in 11G5 intracellular number was observed in ATG5 siRNA-transfected HCT-116 

cells compared to scramble siRNA-transfected cells (Figure 5A). No difference in the 
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adherence of 11G5 bacteria between scramble siRNA and ATG5 siRNA-transfected cells was 

observed (data not shown). We observed increased levels of secreted pro-inflammatory 

cytokines IL-6 and IL-8 following 11G5 infection in scramble siRNA-transfected HCT-116 

cells, and this increase was more pronounced in ATG5 siRNA-transfected cells (Figure 5B).  

Together, the in vitro data showed that autophagy is activated in host cells upon E. 

coli/pks+ infection, and this is required to decrease the pro-tumoral and pro-inflammatory 

effects of the pathogenic bacteria.  

 

Autophagy deficiency leads to increased susceptibility of Apc
Min/+

 mice to infection with 

the E. coli/pks+ 11G5 strain. 

In order to study the role of autophagy in host susceptibility to infection with E. 

coli/pks+ strains, Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 mice having autophagy deficiency specifically in IECs 

and control mice (Apc
Min/+

/Atg16l1
flox/flox

) were orally administered by gavage with PBS 

(uninfected) or 11G5 bacteria. Under uninfected condition, Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 mice 

exhibited increased body weight compared to control mice at days 44, 50, 57 and 65 post-

gavage (Figure 6A). In contrast, following 11G5 infection, a decrease in body weight in 

Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 versus control mice was observed at days 44, 50, 57 and 65 post-gavage 

(Figure 6A).  

Second, we examined the role of autophagy in controlling the colonization of the 

gastrointestinal tract by the 11G5 strain. To follow the evolution of intestinal colonization by 

11G5 in each mouse, the number of 11G5 bacteria in the feces was determined at different 

days post-infection and reported as percentage of 11G5 number determined at day 1 post-

infection of the same mouse, defined as 100%. A significant decrease in 11G5 number at day 

7 compared to day 1 post-infection regardless of mouse genotype was observed, indicating the 

elimination of most of 11G5 from the gastrointestinal tract (Figure 6B). However, in 

Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 mice, 11G5 colonization was increased at later time points post-

infection, and this was significant at day 65 compared to day 7 post-infection (50.65% ± 

30.28% versus 6.35% ± 3.45%, *P = 0.049). In contrast, in control mice, no increase in 11G5 

colonization was observed although 11G5 colonized the gastrointestinal tract until day 65 

post-infection. Importantly, 11G5 colonization in Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI 

mice was significantly 

higher compared to that in control mice at days 22, 36 and 65 post-infection (Figure 6B). 

These results suggest that autophagy deficiency leads to increased susceptibility of Apc
Min/+ 

mice to 11G5 infection. 
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Autophagy deficiency leads to increased colorectal tumorigenesis in Apc
Min/+

 mice 

following infection with the E. coli/pks+ 11G5 strain. 

First, the presence of rectal prolapse was determined on the day of sacrifice. Under 

uninfected condition, rectal prolapse was less frequently observed in Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI 

(14.29%) compared
 
to control mice (28.57%). Conversely, upon 11G5 infection, this was 

more common in Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI 

(63.64%) than in control mice (38.47%). Shortening of 

the colon, a macroscopic parameter of tumor development, was more pronounced (*P = 

0.036) in Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 mice (colon length = 6.8 ± 0.28 cm, N = 11) compared to 

control mice (7.58 ± 0.59 cm, N = 13) following 11G5 infection. However, this difference 

was not found between the uninfected groups (control mice: 7.68 ± 0.72 cm versus 

Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 mice: 7.87 ± 0.72 cm; N = 7 mice/group; P = 0.47). The representative 

photos of the colons of each group were shown in Figure 6C. 

Compared to uninfected control mice, uninfected Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 mice had a lower 

number of tumors per mouse and decreased tumor volume (Figure 6D, E). However, 

following 11G5 infection, increases in the number and the volume of tumors were observed in 

Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 mice compared to control mice (Figure 6D, E). Histological 

examination consistently showed larger adenocarcinomas with increased inflammatory cell 

infiltration in the tumors in Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 versus control mice under 11G5 infection 

condition (Figure 7). Under uninfected condition, this trend was reversed as compared to 

control mice, Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 mice exhibited less and smaller adenocarcinomas (Figure 

7).  

 

Autophagy is necessary to limit colonic inflammation induced by the E. coli/pks+ 11G5 

strain in Apc
Min/+ 

mice. 

To study the mechanisms by which autophagy limits colorectal carcinogenesis induced 

by the 11G5 strain, we examined inflammation in the colonic mucosa of Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 

and control mice. Under uninfected condition, mRNA expression levels of the pro-

inflammatory cytokines IL-6, TNF-α and the chemokine KC were significantly decreased, 

while that of the anti-inflammatory cytokine IL-10 was increased, in the non-tumoral colonic 

mucosa of Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 mice compared to control mice (Figure 8). In contrast, 

following 11G5 infection, mRNA expression levels of IL-6, TNF-α and KC were increased, 

whereas that of IL-10 was decreased in the mucosa of Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 mice compared to 

control mice (Figure 8). These results suggest that autophagy is necessary to limit 

inflammation induced by the 11G5 strain in Apc
Min/+ 

mice. 
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Autophagy is necessary to limit DNA damages in the colon induced by the E. coli/pks+ 

11G5 strain in Apc
Min/+ 

mice  

Next, we verified if a functional autophagy is required to inhibit DNA damage induced 

by the 11G5 strain in vivo. First, we examined autophagy activation in the colonic mucosa of 

mice by Western blot. In uninfected control mice, a low level of LC3-II showing basal 

autophagy activity in the colonic mucosa was observed (Figure 9A, B). This level was 

increased in the colonic mucosa of control mice following 11G5 infection (Figure 9A, B), 

confirming the in vitro data on activation of autophagy upon infection with the E. coli/pks+ 

strains. As expected, we did not detect LC3-II in Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 mice under both 

uninfected and 11G5 infected conditions (Figure 9A, B). 

Western blot analysis showed that H2AX levels in the non-tumoral colonic mucosa of 

uninfected groups were not different (Figure 9C, D). 11G5 infection led to increased H2AX 

levels in the non-tumoral colonic mucosa of control mice, confirming the in vitro data (Figure 

9C, D). More importantly, the H2AX levels were increased in 11G5-infeced 

Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 mice compared to 11G5-infeced control mice (Figure 9C, D). This 

results was confirmed by immunohistochemical staining of the colonic sections for H2AX. 

Figure 9E and F show an increase in the number of H2AX foci per crypt in the non-tumoral 

colonic mucosa of control mice upon 11G5 infection, and this number was higher in 11G5-

infected Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 versus 11G5-infected control mice. These results suggest that 

autophagy is necessary to limit DNA damage induced by the 11G5 strain in the colon of 

Apc
Min/+ 

mice. 

 

Autophagy is necessary to inhibit the proliferation of colonic epithelial cells induced by 

the E. coli/pks+ 11G5 strain in Apc
Min/+ 

mice. 

Finally, the role of autophagy in the control of cell proliferation was examined by 

analysis of the level of Cyclin D1, which is involved in regulating cell cycle progression. 

Western blot and qRT-PCR analyses consistently showed that Cyclin D1 expression in the 

non-tumoral colonic mucosa was not different between uninfected Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 and 

control mice (Figure 10A-C). 11G5 infection resulted in increased Cyclin D1 mRNA and 

protein expression in the colonic mucosa of control mice (Figure 10A-C). Importantly, 

Cyclin D1 expression was increased in 11G5-infected Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 versus 11G5-

infected control mice (Figure 10A-C). These results were confirmed by 
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immunohistochemical staining of Ki67, a marker of cell proliferation. The number of Ki67-

positive cells in the non-tumoral colonic mucosa was not different between uninfected mice, 

but following 11G5 infection, this was increased in Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 mice compared to 

control mice (Figure 10D, E). Importantly, the proliferation of tumor cells was also increased 

in Apc
Min/+

/Atg16l1
ΔCEI

 mice compared to control mice following 11G5 infection, although 

this was not different between uninfected mouse groups (Figure 10F, G).  

Together, these results suggest that autophagy is necessary to limit proliferation of 

colonic non-tumoral and tumoral cells induced by 11G5 infection in Apc
Min

 mice. 
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Experimental Procedures 

Bacterial strains and culture 

The clinical E. coli strains isolated from CCR patients (Buc et al., 2013), the non-

pathogenic E. coli K12 MG1655 strain, the commensal E. coli HS strain or the 11G5∆clbQ 

strain, which is the isogenic mutant of the 11G5 strain depleted for the clbQ gene in the pks 

island and unable to produce colibactin (Raisch et al., 2015) were used. Bacteria were grown 

at 37°C in Luria-Bertani (LB) medium overnight.  

 

Cell culture, infection and invasion assay 

Human colorectal cancer HCT-116 cells and HeLa cells were cultured following ATCC 

guidelines and infected at a multiplicity of infection (MOI) of 100 bacteria per cell, as 

previously described (Cougnoux et al., 2014). After 3 h of infection, cells were washed four 

times with PBS, and culture medium supplemented with 100 µg/mL gentamicin was added 

for the indicated time. Cells were lysed with 1% Triton X-100 (Sigma) in deionized water. 

Samples were serially diluted and plated onto LB agar plates, and the number of bacteria was 

determined by counting the colony-forming units (CFU). The culture medium was changed 

every 2 days. 

 

SiRNA transfection 

Control siRNA (Ambion, AM4611) and ATG5 siRNA (Invitrogen, ATG5HSS114103) 

were used. HTC116 cells were transfected with vehicle or with 50 nM of control siRNA or 

ATG5 siRNA using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, 11668027) and Opti-MEM I reduced 

serum medium (Invitrogen, 319885062). After 8h, the cells were washed and incubated with 

culture medium. When indicated, cells were transfected every two days.  

 

Animal model, in vivo infection, and determination of intestinal colonization by 11G5 

bacteria 

Studies were performed using 6-week-old C57BL/6J-Apc
Min/+

 mice deficient for 

ATG16L1 specifically in intestinal epithelial cells (Apc
Min/+

/Atg16l1
∆IEC

) and their littermate 

controls (Apc
Min/+

/Atg16l1
flox/flox

). Mice were infected or not with the clinical E. coli 11G5 

strain harboring the pks island isolated from a CRC patient (Buc et al., 2013) as previously 

described (Bonnet et al., 2014). Briefly, mice were treated with streptomycin (2.5 g/L) in 

drinking water for 3 days, following by one day of water. Each mouse was orally 

administered by gavage with 10
9
 CFU 11G5 bacteria diluted in 200 μl of PBS or with PBS 
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alone. At day 65 post-infection, the mice were sacrificed. The length of the colon was 

measured. The colons were then removed from the caecum to the rectum, washed in PBS, and 

opened longitudinally. Tumor number and tumor volume [(width
2
 x length)/2] were 

determined using a dissecting microscope. The colons were fixed in 40% paraformaldehyde 

and then embedded in paraffin. Tumors and non-tumoral mucosa were frozen at -80°C to 

perform subsequent protein and total RNA extraction. 

 Feces harvested at different days post-infection were weighed, crushed in 1 mL of PBS 

and spread on LB agars supplemented with antibiotics (ampicillin 50 μg/ml and kanamycin 50 

μg/mL) to select 11G5 bacteria. After 24h at 37°C, the CFU were counted and normalized to 

gram of feces. 

 

Protein extraction and Western blot analysis 

Extraction of protein from cells in culture or tissue samples and Western blot were 

performed as previously described (Bretin et al., 2016). The relevant primary antibodies used 

were anti-LC3 (Sigma-Aldrich, L8918), anti-SQSTM1/p62 (Santa Cruz, sc-28359), anti-

phosphoH2AX (Cell Signaling, 2577), anti-RAD51 (abcam, ab63801), anti-ATG16L1 (Cell 

signaling, 8089S), anti-ATG5 (Cell signaling, 12994S), anti-CDKN2A/p16INK4a (Abcam, 

ab108349), anti-CYCLIN D1 (abcam, 134175), anti-β-actine (Cell signaling, 4970) and anti- 

Lamin B1 (Abcam, ab133741). The secondary antibodies used were HRP-conjugated goat 

anti-rabbit (Cell Signaling, 7074) or rabbit anti-mouse (Cell Signaling, 7076). Blots were 

detected using the Enhanced Chemiluminescence Detection kit (Amersham Biosciences, 

RPN2108) and revealed by using the ChemiDocTM XRS System (BioRad).  

 

Senescence-associated β-galactosidase staining and cell proliferation examination by 

MTT test 

Senescence-associated β-galactosidase staining was performed as previously described 

(Cougnoux et al., 2014). Images of cells were acquired using an Olympus Bx51 optical 

microscope. Conditioned media from HCT-116 cells transfected with a scramble siRNA or 

ATG5 siRNA and then infected with different E. coli strains were collected and concentrated 

using the centriprep centrifugal filter devices 3K (Millipore). HCT-116 cells were incubated 

with the conditioned media for 24h, and their proliferation was examined using the XTT Cell 

Viability Assay Kit (Biotium).  

 

Total RNA extraction, cDNA synthesis and qRT-PCR  
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Total RNAs were extracted from human mucosa samples or mouse tissue samples using 

miRNeasy kit (Qiagen), and were reversely transcribed using the cDNA synthesis kit (Takara) 

according to the manufacturer’s instructions. qRT-PCR was performed using 2 μl of cDNA, 

SYBR Green Master Mix (BioRad) and 200 nM specific primers (Table S1) using a 

thermocycler (BioRad) according to the following program: 95°C - 30 sec followed by 40 

cycles of (90°C - 5 sec and 60°C - 30 sec). Human 18S and mouse 36B4 were used as internal 

controls. Fold-induction was calculated using the Ct method as previously described (Nguyen 

et al., 2014).  

 

Immunofluorescence microscopy 

Cells seeded on coverslips were immunofluorescently stained for RAD51 and phospho-

H2AX as previously described (Bretin et al., 2016). The primary antibodies used were anti-

RAD51 (abcam, ab63801) and anti-phosphoH2AX (Cell Signaling, 2577). The secondary 

antibodies used were Cy3 donkey anti-rabbit (Sigma-Aldrich, AP182C). Nuclei were stained 

with Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, B2261). Coverslips were mounted using Eukitt 

(Dutscher, 045799). Images were taken using a Leica SPE confocal microscope.  

 

Hematoxylin and eosin staining and immunohistochemical staining 

The paraffin-embedded colons were cut into 5 μm sections with a microtome, and 

colonic sections were H&E-stained. For immunohistochemical staining, the sections 

deparaffinized in xylene for 5 min, incubated in 3% H2O2 in methanol for 30 min, rehydrated 

in ethanol gradient (100%, 96%, 75% and 50%: 3 min each) and then incubated for 20 min at 

95°C in Tris-EDTA buffer (10 mM Tris-Base, 1 mM EDTA, pH 9). The sections were 

incubated with blocking buffer (1% bovine serum albumin in PBS) for 1h at room 

temperature, then with anti-Ki67 antibody (1/500, Cell Signaling) or anti-phosphoH2AX 

(1/500, Cell signaling) overnight at 4°C. After several washings with PBS, the sections were 

incubated for 2h at room temperature with the corresponding secondary antibody coupled 

with peroxidase (1/200
th

, Cell Signaling). Revelation was performed using 3,3'-

Diaminobenzidine (Clinisciences). The sections were then counterstained with Mayer 

hematoxylin (Diapath) for 10 sec, rinsed under running water, dehydrated and then mounted 

in mounting solution Eukitt. The microscopic images were acquired using the Scanner Zeiss 

Axioscan Z1 (Zeiss) and analysed using the ZEN 2 software.  

 

Ethical statement 
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Animal protocols were carried out in strict accordance with the recommendations of the 

Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the Université Clermont-Auvergne, 

Clermont-Ferrand, France and were approved by the Ethical Committee for Animal 

Experimentation of the Department of Auvergne (Comité d’éthique en matière 

d’expérimentation animale CEMEA Auvergne, registered under the number C2EA - 02) and 

the Ministère de l’Education Nationale, de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche 

(APAFIS#11254-2017091114561398). 

Ethical approval for human study was granted by the research ethics committee at the 

University Hospital of Clermont-Ferrand (France). Patients underwent surgery for resectable 

CRC (n = 65) in the Digestive and Hepatobiliary Surgery Department of the University 

Hospital of Clermont-Ferrand, France, between March 2007 and March 2014. All of the 

patients were prospectively enrolled in the study. All of the patients were adult volunteers and 

signed informed consent prior to being included in the study. The exclusion criteria for the 

study included clinically suspected hereditary CRC using the revised Bethesda criteria [35 of 

Johan], neo-adjuvant chemotherapy, history of previous colonic resection, emergency surgery 

and use of antibiotics within 4 weeks prior to surgery. Macroscopically normal mucosa 

samples adjacent to the tumor (10 cm from the tumor) were collected as previously described 

(Bonnet et al., 2014; Gagnière et al., 2017). The mucosa-associated prevalence of E. coli 

harboring colibactin-encoding pks island was investigated as previously described (Gagnière 

et al., 2017). 

 

Statistical analysis   

Results are presented as means ± SEM or median. Statistical analyses between two or 

several groups were performed using Student's t-test (Mann-Whitney 

if not parametric) or ANOVA followed by a post-test Bonferroni (Kruskal-Wallis if not 

parametric) with GraphPad Prism version 6 software. A P value less than 0.05 was considered 

statistically significant. *P < 0.05; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001; ****P ≤ 0.0001 
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Discussion 

Autophagy has a complex, dual and context-dependent role in carcinogenesis. 

Autophagy serves as a surveillance mechanism that protects normal cells from the 

transformation to malignancy by removing damaged organelles and aggregated proteins, and 

by reducing reactive oxygen species, mitochondrial abnormalities and DNA damage (Singh et 

al., 2018). In addition, autophagy has a crucial role in both innate and adaptive immune 

responses, by which it prevents the establishment and proliferation of malignant cells (Ma et 

al., 2013). Reversely, increasing evidence show that autophagy can promote tumorigenesis by 

supporting survival and growth of tumor cells under metabolic and hypoxic stress in the 

tumor microenvironment, by inhibiting cellular death and increasing anticancer drug 

resistance (Singh et al., 2018).  

 Autophagy plays a key role in the first line of host defense against pathogens (Deretic, 

2010). However, a role for autophagy in host responses to colibactin-producing E. coli/pks+, 

which have been emerged as an important player in CRC (Lucas et al., 2017), has not yet 

investigated. Here, we show that colonization of colonic mucosa from CCR patients with E. 

coli/pks+ is associated with higher expression of several autophagy-related genes. 

Modification of autophagy-related protein expression in CRC has been reported, although the 

results from different works are inconsistent. Indeed, increased expression of autophagy-

related proteins has been shown in most CRC patients and CRC cells (Ahn et al., 2007; Guo 

et al., 2011; Jo et al., 2012; Li et al., 2009; Yang et al., 2015; Zheng et al., 2012). Activation 

of autophagy in the intestinal epithelium of Apc
Min/+ 

mouse model of CRC was also shown 

(Levy et al., 2015). However, downregulation of the autophagic protein BECLIN 1 and 

impairment of autophagy was reported in a small population of CRC (Chen et al., 2013). 

Together with these studies, our data indicate the importance of autophagy in CRC and in 

particular in CRC with abnormal colonization of E. coli/pks+. 

 We also showed that in human colon carcinoma HCT-116 cells, autophagy is activated 

in response to infection with CRC-associated E. coli strains, and this is dependent on the 

presence of the pks island. Previous studies have shown the activation of autophagy in host 

cells upon infection with adherent-invasive E. coli strains, which abnormally colonize the 

intestinal mucosa of patients with Crohn’s disease (Bretin et al., 2016; Lapaquette et al., 2010; 

Nguyen et al., 2013, 2014). Regarding the link between autophagy and CCR-associated 

bacteria, it is only beginning to be explored. To date, only two studies are available on the 

link of autophagy and Fusobacterium nucleatum, a CCR-associated bacterium that increases 

tumor development in Apc
Min/+ 

mice (Kostic et al., 2013) and its abundance is correlated with 



18 
 

decreased 5-year survival rate of CCR patients (Mima et al., 2016). F. nucleatum infection 

was reported to activate autophagy, inducing in vitro resistance to chemotherapeutic drugs 

(Yu et al., 2017). In contrast, Tang et al. have shown that F. nucleatum blocks the autophagic 

process at the fusion stage between the autophagosome and the lysosome, and this promotes 

the pro-inflammatory response in the human Caco-2 CCR cell line (Tang et al., 2016). Thus, 

our study contributes to a better understanding of the role of autophagy in the infectious 

etiology of CRC, an area that is still little explored. 

The pks island encodes enzymes necessary for the synthesis of the colibactin genotoxin, 

which has been shown to induce DNA DSBs in vitro in mammalian cell lines (Nougayrède et 

al., 2006) and in vivo in mouse enterocytes (Cuevas-Ramos et al., 2010). Here, we reported 

that autophagy is required for DNA damage response upon infection with the E. coli/pks+
 

11G5 strain by recruiting the DNA repair protein RAD51 into the nucleus. Our data are 

consistent with previous study showing that DNA repair proteins such as RAD51 cannot be 

recruited to the sites of DSBs in autophagy-deficient cells, leading to impaired DSB repair 

(Wang et al., 2016). Furthermore, we showed that the autophagy-mediated DSB repair is p62-

dependent. p62 is a cargo receptor that targets ubiquitinated targets for degradation via both 

autophagy and proteasomal pathways (Cohen-Kaplan et al., 2016). The role of p62 and 

autophagy in DNA damage response have been shown. DNA damage and oxidative stress 

resulting from autophagy defects are suppressed by inhibiting p62 accumulation (Mathew et 

al., 2009). It was recently demonstrated that p62 rapidly shuttles between the cytoplasmic and 

nuclear compartments (Pankiv et al., 2010). Nuclear p62 facilitates proteasomal degradation 

of DNA repair machinery components, including Filamin A and RAD51, and inhibition of 

p62 increases the rate of DNA repair and specifically promotes homologous recombination 

(Hewitt et al., 2016). In another study, it was shown that p62 accumulates in autophagy-

defective cells directly binds to and inhibits nuclear RNF168, an E3 ligase essential for 

histone H2A ubiquitination and DNA damage responses (Wang et al., 2016). This 

consequently inhibits the recruitment of DNA repair proteins, such as BRCA1, RAP80, and 

RAD51, to the sites of DNA DSBs, impairing DNA damage repair (Wang et al., 2016). It was 

also shown that upon DNA damage induction, p62 interacts with Filamin A (Hewitt et al., 

2016), which has previously been shown to recruit the DNA repair protein RAD51 to DNA 

DSB sites and facilitate homologous recombination (Yue et al., 2009). An accumulation of 

p62 has been also linked to many human diseases with reduced DNA repair and genome 

instability including neurodegenerative disorders and cancers (Jackson and Bartek, 2009). 
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It has been shown that multiple DNA damage induced by E. coli/pks+ causes cell cycle 

arrest and senescence of infected cells (Cougnoux et al., 2014). The latter then acquires a 

senescence-associated secretory phenotype, which is accompanied by the secretion of growth 

factors that can stimulate the proliferation of uninfected cells (Cougnoux et al., 2014). Here, 

we showed that inhibition of autophagy in HCT-116 cells leads to increased 11G5-induced 

senescence, which consequently promotes proliferation of uninfected cells. In addition, our 

group has shown in vitro that the CCR mucosa-associated E. coli/pks+ strains are able to 

adhere to and to invade intestinal epithelial cells, although with a lower level compared to 

adherent-invasive E. coli (Raisch et al., 2014). However, they can induce a pro-inflammatory 

response in intestinal epithelial cells, although this is independent of the presence of the pks 

island (Cougnoux et al., 2014; Raisch et al., 2014). In this study, we showed that deficiency of 

autophagy leads to increased intracellular 11G5 bacteria in host cells and enhanced secretion 

of pro-inflammatory cytokines. Together, our in vitro data suggest that upon E. coli/pks+ 

infection, autophagy is activated in host cells, and this is important to inhibit the pro-tumoral 

and pro-inflammatory effects of E. coli/pks+. 

It has been shown that E. coli/pks+ induce tumorigenesis in mouse models of CRC 

(Arthur et al., 2012; Bonnet et al., 2014; Cougnoux et al., 2014). However, to date, no data is 

available on the role of autophagy in colorectal carcinogenesis induced by E. coli/pks+. To 

study this, we used Apc
Min/+ 

mice deficient or not for autophagy specifically in intestinal 

epithelial cells. Apc
Min/+ 

mouse model is a relevant preclinical tumor model of CRC as 

mutations in the APC gene have been found in more than 80% of CRC. Apc
Min/+ 

mice develop 

multiple intestinal adenomatous polyps as observed for CRC patients with inactivated APC 

(Colnot et al., 2004; Moser et al., 1990).  

First, our work shed light on the role of autophagy in colorectal carcinogenesis in 

Apc
Min/+ 

mice in uninfected condition. Indeed, without infection, the number and size of 

colorectal tumors were decreased in Apc
Min/+

Atg16l1
ΔIEC

 mice compared to control 

(Apc
Min/+

Atg16l1
flox/flox

) mice. This was accompanied with decreased mRNA expression levels 

of pro-inflammatory cytokines and chemokines and increased mRNA expression levels of 

anti-inflammatory cytokines in the colonic mucosa of Apc
Min/+

Atg16l1
ΔIEC

 mice. These results 

were in agreement with the study by Levy et al. showing that conditional inactivation of the 

autophagy-related gene Atg7 in intestinal epithelial cells prevents tumor development in 

Apc
Min/+ 

mice via the modulation of the inflammatory response (Lévy et al., 2015). In contrast, 

following 11G5 infection, Apc
Min/+

Atg16l1
ΔIEC

 mice exhibited increased colorectal 

carcinogenesis with higher tumor number and size compared to control mice. This can be first 
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explained by increased susceptibility of Apc
Min/+

Atg16l1
ΔIEC

 mice to 11G5 infection, 

characterized by increases in body weight loss and 11G5 colonization of the gastrointestinal 

tract, compared to control
 
mice. Moreover, increases in 11G5-induced DNA damage and 

production of pro-inflammatory cytokines and chemokines in normal epithelium, and 

enhanced cellular proliferation in both normal mucosa and tumors were observed for 11G5-

infected Apc
Min/+

Atg16l1
ΔIEC

 versus control mice.  

In conclusion, our work showed the complex role of autophagy in colorectal 

carcinogenesis. In normal condition, inhibition of autophagy suppresses colonic tumorigenesis 

in a susceptible mouse model of CRC, the Apc
Min/+ 

mice. However, in Apc
Min/+ 

mice colonized 

with E. coli/pks+, autophagy is necessary to limit the pro-tumoral and pro-inflammatory 

effects of the bacteria, inhibiting the colorectal tumorigenesis (Figure 11). This study 

provides a better understanding of the role of autophagy in host defense to CCR-associated E. 

coli/pks+ infection. In the future, this work could also contribute to the development of a 

personalized therapeutic strategies based on the modulation of autophagy for patients with E. 

coli/pks+
 
colonization. 
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Figure legends 

Figure 1: Colonization of non-tumoral colonic mucosa from CRC patients with E. 

coli/pks+ is associated with high mRNA expression levels of several genes implicated in 

autophagy. 

(A) qRT-PCR analysis for mRNA expression levels of autophagy-related genes in normal 

colonic mucosa from patients with sporadic CRC colonized with E. coli/pks- (34 patients) or 

E. coli/pks+ (31 patients) strains. Each dot in the graphs shows the value for each patient, line 

at median. Statistical analysis was performed using the non-parametric Mann-Whitney test. 

(B) For each autophagy-related gene, the median of mRNA expression levels of all patients 

was determined, and the proportion of patients with a mRNA expression level higher or lower 

the median was determined. Statistical analysis was performed using the Fisher’s exact test. 

*P < 0.05; ** P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001; ****P ≤ 0.0001.  

 

Figure 2: Autophagy is activated in human colon cancer HCT-116 cells upon infection 

with E. coli/pks+ strains. 

(A, B) HCT-116 cells were uninfected or infected with the non-pathogenic E. coli strains 

(K12 MG1655, commensal HS or K12 C600) or different E. coli/pks- and E. coli/pks+ strains 

isolated from CRC patients for 3h and then incubated with gentamycin-containing media for 

5h. (C, D) HCT-116 cells were infected with the non-pathogenic E. coli K12 MG1655 strain, 

or the E. coli/pks+ 11G5 strain and it isogenic mutant 11G5∆clbQ depleted for the clbQ gene 

in the pks island for 3h and then incubated with gentamycin-containing media for 1h (4h post-

infection) or 5h (8h post-infection). Representative Western blot analysis (A, C) and 

quantification of LC3-II/-actin band intensity from 3 independent blots (B, D) were shown. 

(B, D) Values represent means ± SEM. Statistical analysis was performed using the one-way 

Anova test followed by a Bonferroni post-test. *P < 0.05; ** P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001; 
a
P < 

0.05 vs +11G5 4h; 
b
P ≤ 0.001 vs +11G5 8h. 

 

Figure 3: Autophagy is necessary to limit DNA damage induced by infection with the E. 

coli/pks+ 11G5 strain. 

HCT-116 cells were transfected with a scramble siRNA or ATG5 siRNA, or with both ATG5 

siRNA and p62 siRNA, and then infected or not with the non-pathogenic E. coli K12 

MG1655 strain, or the 11G5 strain or it isogenic mutant 11G5∆clbQ. Analyses were 

performed at day 5 post-infection. (A) Western blot analysis using total cell lysate and (B) 
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quantification of H2AX/-actin band intensity from 3 independent blots. (C) 

Immunofluorescent labeling of H2AX (red). Nuclei were stained with Hoechst (blue). (D) 

Quantification of the number of H2AX foci per cell determined from 20 cells per condition 

and 2 independent experiments. (E) Western blot analysis using nuclear fraction lysate and 

(F) quantification of band intensity of RAD51 or p62 relative to Lamin B1 from 3 

independent blots. (G) Immunofluorescent labeling of RAD51 (red). Nuclei were stained with 

Hoechst (blue). (H) Quantification of the number of RAD51 foci per nucleus determined from 

20 nuclei per condition and 2 independent experiments. (B, D, F, H) Values represent means 

± SEM. Statistical analysis was performed using the one-way Anova test followed by a 

Bonferroni post-test. *P < 0.05; ** P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001; 
a
P ≤ 0.001 vs scramble siRNA 

+11G5;
 a*

P ≤ 0.01 vs scramble siRNA +11G5; 
b
P ≤ 0.001 vs ATG5 siRNA+p62 siRNA + 

11G5; 
c
P ≤ 0.001 vs ATG5 siRNA uninfected; 

d
P ≤ 0.001 vs ATG5 siRNA + 11G5.  

 

Figure 4: Autophagy is necessary to limit senescence induced by infection with the E. 

coli/pks+ 11G5 strain. 

HCT-116 cells were transfected with a scramble siRNA or ATG5 siRNA and then infected or 

not with the 11G5 strain. (A) At day 5 post-infection, senescent cells were detected by beta-

galactosidase staining at pH 6. (B) Quantification of the percentage of senescence-associated 

beta-galactosidase-positive cells determined from 4 images/condition and 3 independent 

experiments. (C) HCT-116 cells were cultured in the presence of conditioned media derived 

from HCT-116 cells transfected with a scramble siRNA or ATG5 siRNA and infected or not 

with the E. coli/pks+ 11G5 strain and it isogenic mutant 11G5∆clbQ. Cellular growth was 

assessed using the XTT Cell Viability Assay Kit after 24 h of incubation. Values represent 

means ± SEM. Statistical analysis was performed using the one-way Anova test followed by a 

Bonferroni post-test. *P < 0.05; ***P < 0.001; 
a
P ≤ 0.001 vs cells incubated with conditioned 

media from cells transfected with scramble siRNA and infected with 11G5;
 b

P ≤ 0.001 vs cells 

incubated with conditioned media from cells transfected with ATG5 siRNA and infected with 

11G5. 

 

Figure 5: Autophagy is necessary to eliminate intracellular 11G5 bacteria and to inhibit 

11G5-induced inflammation.  

HCT-116 cells were transfected with a control siRNA or ATG5 siRNA, and then infected or 

not with the non-pathogenic E. coli K12 MG1655 strain or the 11G5 strain for the indicated 
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time. (A) Intracellular bacterial number counted on LB agar plates. (B) Secreted IL-6 and IL-8 

amounts in cell culture supernatant quantified by ELISA. Data are means ± SEM of 6 

replicates and are representative of 3 independent experiments. Statistical analysis was 

performed using the one-way Anova test followed by a Bonferroni post-test. *P < 0.05; ***P 

< 0.001; 
a
P ≤ 0.001 vs scramble siRNA + 11G5 at 0h; 

b
P ≤ 0.001 vs ATG5 siRNA + 11G5 at 

0h. 

 

Figure 6: Autophagy deficiency in Apc
Min/+

 mice leads to increased susceptibility to 

infection with the E. coli/pks+ 11G5 strain and enhanced 11G5-induced colorectal 

carcinogenesis.  

Apc
Min/+

Atg16l1
ΔIEC 

and control (Apc
Min/+

/Atg16l1
flox/flox

) mice were treated with streptomycin 

for 3 days (day -4), then received H2O (day -1) for 24 h. The mice were orally administered 

(day 0) with PBS or with 10
9
 11G5 bacteria. (A) Body weight of each mouse at different time 

points was determined, and presented as percentage of body weight of the same mouse at day 

-4, defined as 100%. Data are means ± SEM. (
a
P < 0.05, 

aa
P ≤ 0.01): comparison between 

uninfected groups. (
b
P < 0.05; 

bb
P ≤ 0.01; 

bbb
P ≤ 0.001): Apc

Min/+
Atg16l1

ΔIEC
 + PBS vs 

Apc
Min/+

Atg16l1
ΔIEC

 + 11G5. (
c
P < 0.05, 

cc
P ≤ 0.01): control + 11G5 vs Apc

Min/+
Atg16l1

ΔIEC 
+ 

11G5. (B) The number of 11G5 bacteria in the feces was determined, and the results are 

presented as percentage of CFU of 11G5/gram of feces at different days post-infection 

compared to that at day 0 for each mouse, defined as 100%. (C) Representative photos of the 

colon of each mouse group taken at day of sacrifice (day 65). (D) The number of colorectal 

tumors determined using a binocular loupe. (E) Tumor volume (volume of all tumor/number 

of tumors of each mouse). Data are means ± SEM of N = 7 mice for uninfected groups, N = 

13 for control mice + 11G5 and N = 11 for Apc
Min/+

Atg16l1
ΔIEC 

+ 11G5 and are 

representatives of 2 independent experiments. Statistical analysis was performed using the 

one-way Anova test followed by a Bonferroni post-test. *P < 0.05; ** P ≤ 0.01; ***P ≤ 

0.001. 

 

Figure 7: Histological analysis of colonic sections from Apc
Min/+

Atg16l1
ΔIEC 

and control 

mice under uninfected and 11G5 infected condition. 

Apc
Min/+

Atg16l1
ΔIEC 

and control (Apc
Min/+

/Atg16l1
flox/flox

) mice were infected or not with the 

11G5 strain and sacrificed at day 65 post-infection. 5 μm sections of mouse colon were 

stained with H&E. Representative microscopic images of the colon of each mouse group were 
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taken using an Olympus Bx51 optical microscope. *Colorectal tumor; arrowheads show 

infiltration of immune cells within tumors; arrows show superficial ulcerations in the tumor. 

 

Figure 8: Autophagy is necessary to limit colonic inflammation induced by the E. 

coli/pks+ 11G5 strain in Apc
Min/+ 

mice. 

Apc
Min/+

Atg16l1
ΔIEC 

and control (Apc
Min/+

/Atg16l1
flox/flox

) mice were orally administered with 

PBS or with 10
9
 11G5 bacteria and sacrificed at day 65 post-treatment. mRNA levels of Il-6, 

Tnf- Kc and Il-10 in colonic mucosa were quantified by qRT-PCR. Data are means ± SEM 

of N = 7 mice for uninfected groups, N = 13 for control mice + 11G5 group and N = 11 for 

Apc
Min/+

Atg16l1
ΔIEC 

mice + 11G5 and are representatives of 2 independent experiments. 

Statistical analysis was performed using the one-way Anova test followed by a Bonferroni 

post-test. *P < 0.05; ** P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001.  

 

Figure 9: Autophagy is necessary to limit DNA damages in the colon induced by the E. 

coli/pks+ 11G5 strain in Apc
Min/+ 

mice. 

Apc
Min/+

Atg16l1
ΔIEC 

and control (Apc
Min/+

/Atg16l1
flox/flox

) mice were orally administered with 

PBS or with 10
9
 11G5 bacteria and sacrificed at day 65 post-treatment. (A) Representative 

Western blot analysis of LC3 levels in the non-tumoral colonic mucosa and (B) quantification 

of LC3-II/-actin band intensity from N = 7 /group for uninfected mice and N = 10/group for 

infected mice. (C) Representative Western blot analysis of H2AX levels in the non-tumoral 

colonic mucosa and (D) quantification of H2AX/-actin band intensity from N = 7 /group for 

uninfected mice and N = 10/group for infected mice. (E) H2AX immunohistochemical 

staining of non-tumoral colonic mucosa and (F) quantification of the number of H2AX foci 

per crypt determined from 20 crypts per mouse and 6 mice/group. Values represent means ± 

SEM. Statistical analysis was performed using the one-way Anova test followed by a 

Bonferroni post-test. ** P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001. 

 

Figure 10: Autophagy is necessary to inhibit colonic cell proliferation induced by the E. 

coli/pks+ 11G5 strain in Apc
Min/+ 

mice 

Apc
Min/+

Atg16l1
ΔIEC 

and control (Apc
Min/+

/Atg16l1
flox/flox

) mice were orally administered with 

PBS or with 10
9
 11G5 bacteria and sacrificed at day 65 post-treatment. (A) Representative 

Western blot analysis of Cyclin D1 level in non-tumoral colonic mucosa and (B) 

quantification of Cyclin D1/-actin band intensity from N = 7 /group for uninfected mice and 
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N = 10/group for infected mice. (C) Cyclin D1 mRNA level in the non-tumoral colonic 

mucosa were quantified by qRT-PCR. Data are means ± SEM of N = 7 mice for uninfected 

groups, N = 13 for control mice + 11G5 group and N = 11 for Apc
Min/+

Atg16l1
ΔIEC 

mice + 

11G5 and are representatives of 2 independent experiments. (D) Ki67 immunohistochemical 

staining of colonic mucosa and (E) quantification of the number of cells positive for Ki67 

(Ki67
+
) per crypt determined from 20 crypts per mouse and 6 mice/group. (F) Ki67 

immunohistochemical staining of colonic tumors and (G) quantification of Ki67
+
 number per 

mm
2
 of tumor determined from 6 mice/group. Statistical analysis was performed using the 

one-way Anova test followed by a Bonferroni post-test. *P < 0.05; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001. 

 

Figure 11: Proposed model for the role of autophagy in colorectal carcinogenesis 

following infection with E. coli/pks+ strains. 

In a host predisposed to CCR development, following infection with the E. coli/pks+ strains, 

autophagy is activated to control intestinal colonization by bacteria, to protect intestinal 

epithelial cells from DNA damage via activating the DNA repair, to reduce intestinal 

inflammation and cell proliferation, thus limiting colorectal carcinogenesis. Autophagy 

dysfunction leads to promoted colorectal carcinogenesis, which is associated with enhanced 

colonization of the gastrointestinal tract by E. coli/pks+ and increases in epithelial DNA 

damage, intestinal inflammation and epithelial cell proliferation. 
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Supplementary information 

Table S1: Primers for qRT-PCR. 

Primer  Sequence (5′-3′) 
18S-For 

18S-Rev 

CCCCTCGATGCTCTTAGCTGAGTGT 

CGCCGGTCCAAGAATTTCACCTCT 

36B4-For 

36B4-Rev 

TCCAGGCTTTGGGCATCA 

CTTTATCAGCTGCACATCACTCAGA 

ATG12-For 

ATG12-Rev 

TCTCTATGAGTGTTTTGGCAGTGA 

CTTTGTGGTTCATCCCCACG 

ATG16L1-For 

 ATG16L1-Rev 

CCCCACATCAAGGTGGTGTT 

GAACCCAAGGTGTTGGGACA 

ATG5-For  

ATG5-Rev 

TACCGGACCACTGAAGGTCT 

TCGAGTGGCACATACTTCCA 

MAPILC3A-For 

MAPILC3A-Rev 

GTCACCGGGCGAGTTACC 

CTTGAAAGGCCGGTCTGAGG 

MAPILC3B-For 

MAPILC3B-Rev 

CAGGTTCACAGAACCCGCC 

GTTGCGCTTCACAACTCAGG 

MAPILC3C-For 

MAPILC3C-Rev 

AGTTAGGTTCCCGGTTGCG 

TGGGATTTTCTGTGGAGGCG 

BECLIN-1-For 

BECLIN-1-Rev 

GTCGCTGAAGACAGAGCGAT 

GTCACCCAAGTCCGGTCTAC 

ATG9A-For 

ATG9A-Rev 

GCTGGAGAGGAGCACATACT 

GCCTCTAGGCGCTGGTATTC 

ATG9B-For 

ATG9B-For 

GCCTCTTGCACTGACTGAGA 

TCCTGCCCAACTAAAGCACC 

ULK-1-For 

ULK-1- Rev 

GTGATTTCCTGCCCTTTGCG 

ACACCAGCCCAACAATTCCA 

ATG14-For 

ATG14-Rev 

TTTTGTTTGGGAGGGGTGAGT 

TTTCTTTGGTGTGTGGGGGA 

ATG2A-For 

ATG2A-Rev 

GCCTGGCGCCTAGAGAAG 

AGACCCGCTCTTTCACACAG 

ATG7-For 

ATG7-Rev 

ACAATGGTGACTCTGCTGGG 

GGTGGGAGCACTCATGTCAA 

AMBRA-For 

AMBRA-Rev 

TTACATCAGGCTCCGACAGC 

AAAGGCACAGGATCCCAAGG 

ATG2B-For 

ATG2B-Rev 

ACACCTTCTAGCCGTGAAGA 

TCAAGGTCCATGTTTGGGGG 

ATG13-For 

ATG13-Rev 

CCCAGGACAGAAAGGACCTG 

CCGAGCCTGGACAATCACTT 

ATG3-For 

ATG3- Rev 

AAGATTAGTGGCAAAATGGCTGT 

GCTACTGCTACACATGGGGAC 

WIPI1-For 

WIPI1-Rev 

CAACTGGAACTAAAGCCGGG 

TCTGCCGTGGTTTTGTGTGA 

FIP200-For 

FIP200-Rev 

CCTAGACGAACGCCATGACA 

GATCCAGGGCAGGTAGAGA 

Cyclin D1-For 

Cyclin D1-Rev 

CAGACGTTCAGAACCAGATTC 

CCCTCCAATAGCAGCGAAAAC 

Il-6-For 

Il-6-Rev 

ACAAGTCGGAGGCTTAATTACACAT 

TTGCCATTGCACAACTCTTTT 

Tnf--For 

Tnf--Rev 

AGGCTGCCCCGACTACGT 

GACTTTCTCCTGGTATGAGATAGCAAA 

Kc-For 

Kc-Rev 

TTGTGCGAAAAGAAGTGCAG 

TACAAACACAGCCTCCCACA 

Il-10-For 

Il-10-Rev 

CCCTTTGCTATGGTGTCCTT 

TGGTTTCTCTTCCCAAGACC 

For, forward; Rev, reverse 
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Figure S1: mRNA expression levels of several genes implicated in autophagy in non-

tumoral colonic mucosa from CRC patients. 

qRT-PCR analysis for mRNA expression levels of autophagy-related genes in normal colonic 

mucosa from patients with sporadic CRC colonized with E. coli/pks- (34 patients) or E. 

coli/pks+ (31 patients) strains. Each dot in the graphs shows the value for each patient, line at 

median. Statistical analysis was performed using the non-parametric Mann-Whitney test.  
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Figure S2: Transfection of HCT-116 cells with ATG5 inhibited ATG5 protein 

expression. 

HCT-116 cells were transfected with vehicle or a scramble siRNA or with ATG5-specific 

siRNA every two day. ATG5 protein expression was analysed by Western blot 5 days after 

the first transfection.  
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Figure S3: Depletion of ATG16L1 in Hela cells led to increased DNA damage induced by 

infection with the E. coli/pks+ 11G5 strain. 

(A) Western blot analysis of ATG16L1 expression in Hela cells depleted for ATG16L1 using 

Crispr/Cas9 system (ATG16L1 KO) and ATG16L1 KO HCT-116 cells expressing wild type 

ATG16L1 (control). (B, C) ATG16L1 KO and control cells were uninfected or infected with 

the non-pathogenic E. coli K12 MG1655 strain, or the E. coli/pks+ 11G5 strain and it isogenic 

mutant 11G5∆clbQ. H2AX levels in these cells were analysed by Western blot (B) and 

quantification of H2AX/-actin band intensity from 3 independent blots (C). Values 

represent means ± SEM. Statistical analysis was performed using the one-way Anova test 

followed by a Bonferroni post-test. ***P ≤ 0.001. 
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Figure S4: Autophagy is necessary to limit senescence induced by infection with the E. 

coli/pks+ 11G5 strain. 

Hela cells depleted for ATG16L1 using Crispr/Cas9 system (ATG16L1 KO) and ATG16L1 

KO HCT-116 cells expressing wild type ATG16L1 (control) were infected or not with the 

11G5 strain. (A) At day 5 post-infection, senescent cells were detected by beta-galactosidase 

staining at pH 6. (B) Quantification of the percentage of senescence-associated beta-

galactosidase-positive cells determined from 3 independent experiments. Values represent 

means ± SEM. Statistical analysis was performed using the one-way Anova test followed by a 

Bonferroni post-test. ***P ≤ 0.001. 
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Discussion et perspectives 

 

1) Etablir une corrélation entre l’infection par des souches d’E. coli portant l’îlot pks et 

l’expression des gènes de l’autophagie 

Plusieurs études ont révélé un lien entre l’autophagie et le CCR. Notamment, une 

augmentation du niveau de LC3-II, la forme associée à l’autophagosome, a été observée dans 

les tumeurs colorectales comparativement aux tissus sains chez des patients atteints de CCR 

(Zheng et al., 2012). Dans cette même étude, une corrélation positive entre l’expression de la 

protéine LC3 et l’agressivité tumorale a été rapportée (Zheng et al., 2012). De même, une 

augmentation de l’expression d’ATG10 a été observée comme étant associée à l’agressivité 

des tumeurs et à l’apparition de métastases (Jo et al., 2012b). De plus, le taux de survie à 5 ans 

des patients porteurs de tumeurs n’exprimant pas ATG10 était significativement plus élevé 

que ceux des patients porteurs de tumeurs exprimant ATG10 (Jo et al., 2012b). Néanmoins, il 

a été rapporté que la protéine autophagique ATG5 est bien exprimée dans les cellules 

épithéliales normales du côlon, alors qu’elle est absente dans 22% des carcinomes colorectaux 

(An et al., 2011). De plus, des patients atteints de CCR et présentant une expression élevée de 

BECLIN 1, comparativement à ceux ayant une expression plus faible, ont un meilleur taux de 

survie (Yang et al., 2015). Ainsi, le rôle de l’autophagie dans le CCR reste encore aujourd’hui 

mal connu. 

Le lien entre l’autophagie et les bactéries associées au CCR commence seulement à 

être exploré. A ce jour, seules deux études menées sur Fusobacterium nucleatum ont été 

rapportées. F. nucleatum est une bactérie associée au CCR qui augmente le développement 

tumoral dans le modèle Apc
Min/+ (Kostic et al., 2013) et dont la présence est corrélée avec une 

diminution du taux de survie à 5 ans (Mima et al., 2016). Il a été rapporté que F. nucleatum 

active l’autophagie induisant in vitro une résistance aux drogues de chimiothérapies (Yu et al., 

2017). En revanche, Tang et al. ont montré que F. nucleatum bloque le processus 

autophagique à l’étape de la fusion entre l’autophagosome et le lysosome, favorisant une 

réponse pro-inflammatoire dans les cellules de CCR, Caco-2 (Tang et al., 2016).  

Dans notre étude, nous avons mis en évidence une augmentation de l’expression des 

gènes de l’autophagie au sein des muqueuses de patients atteints de CCR colonisées par des 

E. coli/pks+ comparativement aux muqueuses colonisées par des E. coli/pks-. Nous 

souhaitons compléter cette étude en effectuant des immunomarquages contre des protéines de 
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l’autophagie sur des coupes de côlon des patients atteints de CCR, disponibles au laboratoire. 

Nous souhaitons établir une corrélation entre l’expression des protéines autophagiques et la 

présence de l’îlot pks. 

2) Etude des mécanismes de régulation de la réponse autophagique suite à l’infection par 

les souches d’E. coli/pks+ 

a) Etude des récepteurs autophagiques responsables de l’adressage des souches d’E. 

coli/pks+ à l’autophagosome 

Notre étude a permis de mettre en évidence l’activation de l’autophagie dans les 

cellules épithéliales intestinales afin d’éliminer de manière sélective les E. coli/pks+. La 

dégradation sélective des pathogènes par l’autophagie, ou la xénophagie, dépend de la 

reconnaissance de la bactérie par les récepteurs autophagiques. Parmi ces derniers, plusieurs 

ont été décrits comme impliqués dans la xénophagie tels que SQSTM1/p62, NDP52 et 

Optineurine (Deretic, 2010). Nous proposons donc d’étudier quels récepteurs autophagiques 

sont responsables de la prise en charge et de l’adressage des souches d’E. coli/pks+ aux 

autophagosomes. Pour cela, nous proposons, dans un premier temps, de mettre en évidence la 

co-localisation des E. coli/pks+ avec la protéine LC3 et le récepteur autophagique dans les 

cellules hôtes par un marquage immunofluorescent. Dans un second temps, nous proposons 

d’utiliser des cellules épithéliales intestinales déficientes pour le gène codant pour le récepteur 

autophagique (par transfection avec un siARN spécifique ou par le système CRISPR/Cas9), et 

d’étudier l’impact d’une déficience d’un récepteur autophagique sur l’adressage des bactéries 

à l’autophagosome. Pour cela, les cellules déficientes pour le récepteur autophagique ainsi 

que les cellules contrôles seront infectées avec les souches d’E. coli/pks+, et le nombre de 

bactéries présentes dans les autophagosomes ou les vacuoles positives pour LC3 sera 

déterminé par un marquage immunofluorescent. De plus, la capacité des souches à survivre et 

à se multiplier au sein des cellules en absence du récepteur sera analysée afin de déterminer le 

récepteur responsable de la reconnaissance de ces bactéries. 

b) Identification des régulateurs et/ou des voies de régulation impliqués dans l’activation 

de l’autophagie suite à l’infection par les E. coli/pks+ 

Des études de plusieurs groupes de recherche dont le notre ont mis en évidence une 

production de ROS dans les cellules suite à l’infection par des souches d’E. coli/pks+ 

(Gagnière et al., 2017; Secher et al., 2013). Les ROS activent des voies de signalisation 

majeures impliquées dans la survie et la mort cellulaire ainsi que l’immunité. Leur 



Figure 50 : L’infection des cellules épithéliales intestinales par les souches d’E. coli/pks+ induit la

sécrétion de ROS.

En utilisant la sonde fluorescente H2DCF-DA, nous avons montré que les cellules épithéliales intestinales

HCT-116 infectées par les différentes souches d’E. coli isolées de patients atteints de CCR sécrètent

significativement plus de ROS par rapport aux cellules non infectées (NI) ou aux cellules infectées avec

la souche commensale non pathogène K12 MG1655. Cependant, la sécrétion des ROS par les cellules est

plus élevée suite à l’infection par les souches d’E. coli/pks+ (souches 10D12 et 11G5) comparativement

aux ROS sécrétés lorsque les cellules sont infectées par les souches E. coli/pks- (souches 7G1 et 8A10).

Un test ANOVA a été utilisé.

U.A: Unité arbitraire ; ** P < 0.01; ****P < 0.0001.
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accumulation dans le cytoplasme peut entraîner des effets néfastes pour la cellule tels qu’une 

instabilité génomique ou encore une inflammation (Di Meo et al., 2016). Lors d’une 

accumulation de ROS dans la cellule, l’autophagie est activée afin de maintenir l’homéostasie 

cellulaire (Filomeni et al., 2015).  

Récemment, une étude a mis en évidence l’activation de l’autophagie suite à une 

hyperproduction de ROS induite par une infection à Streptococcus pneumoniae (Li et al., 

2015b). En effet, les auteurs ont mis en évidence que S. pneumoniae inhibe les acteurs de la 

voie PI3K/AKT/mTOR, eux-mêmes inhibiteurs de l’autophagie, entraînant l’activation de 

cette dernière. Lorsque les auteurs ont infecté les cellules avec un mutant de la souche 

bactérienne qui n’entraîne pas la production de ROS, la voie PI3K/AKT/mTOR n’était plus 

dérégulée et l’autophagie n’était plus activée. Les mêmes résultats ont été obtenus lorsqu’ils 

ont traité les cellules infectées avec un antioxydant, l’acétylcystéine, confirmant que 

l’activation de l’autophagie est médiée par une hyperproduction de ROS (Li et al., 2015b).  

Ainsi, nous souhaiterions analyser l’impact de la production de ROS sur l’activation 

de l’autophagie. Des résultats préliminaires ont montré que dans les cellules HCT-116 

infectées par deux souches différentes d’E. coli isolées de patients atteints de CCR, la 

production de ROS est plus élevée comparativement aux cellules non infectées ou aux cellules 

infectées par la souche commensale non pathogène K12 MG1655 (figure 50). De plus, 

l’induction des ROS est plus élevée suite à l’infection par les souches d’E. coli/pks+ par 

rapport aux souches d’E. coli/pks- (figure 50). Pour continuer l’analyse, nous proposons de 

traiter les cellules HCT-116 avec l’acétylcystéine, de les infecter avec les souches d’E. 

coli/pks+ et d’étudier l’activation de l’autophagie. Si l’activation de l’autophagie était médiée 

par les ROS, dans les cellules infectées ayant été traitées à l’acétylcystéine l’autophagie ne 

serait pas activée. 

Plus récemment, une étude a mis en évidence l’activation de l’autophagie dans 

différentes lignées cellulaires de CCR suite à l’administration de la toxine CDT, caractérisée 

par une augmentation du niveau de LC3-II et une diminution du niveau de p62 (Seiwert et al., 

2017). L’autophagie est activée suite à l’apparition de cassures double brin de l’ADN, 

entraînant l’activation du complexe ATM en réponse aux dommages à l’ADN. La 

conséquence est une diminution de la phosphorylation de la Serine-2448 de mTOR entraînant 

son inhibition (Seiwert et al., 2017). Nous proposons donc d’analyser la phosphorylation de 

mTOR suite à l’infection des cellules HCT-116 par les souches d’E. coli/pks+. 

Par ailleurs, une étude menée au laboratoire a rapporté que l’infection des cellules 

épithéliales intestinales avec une souche d’E. coli adhérente et invasive associée à la maladie 
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de Crohn, LF82, active la voie de signalisation EIF2AK4 (Eukaryotic translation initiation 

factor alpha kinase 4) /EIF2α (Eukaryotic translation initiation factor 2A)/ATF4 (Activating 

transcription factor 4), qui est nécessaire pour l’induction du processus autophagique (Bretin 

et al., 2016). Nous proposons d’étudier l’implication de cette voie dans l’activation de 

l’autophagie en réponse à l’infection par les souches d’E. coli/pks+. Pour cela, nous allons 

tout d’abord examiner l’activation de la voie suite à l’infection des cellules épithéliales 

intestinales humaines HCT-116 par la souche 11G5 ou son mutant isogénique 11G5∆clbQ. Si 

elle est activée suite à l’infection, nous allons analyser l’induction de l’autophagie suite à 

l’infection par la souche 11G5 dans les cellules déficientes pour le gène EIF2AK4. Les 

résultats in vitro pourront être validés in vivo en utilisant les souris eif2ak4
-/- et en suivant un 

modèle d’infection établi au laboratoire (Bretin et al., 2016). Nous proposons aussi d’analyser 

le nombre de bactéries encapsulées dans les autophagosomes, les dommages à l’ADN, la 

sénescence cellulaire et l’inflammation dans les cellules contrôles et les cellules déficientes 

pour le gène EIF2AK4 suite à l’infection par la souche 11G5 afin de confirmer l’implication 

de cette voie dans la réponse de l’hôte suite à l’infection par des E. coli/pks+. 

D’autres voies pourraient conduire à l’induction de l’autophagie. En analysant les 

niveaux d’expression des ARNm et des miARN dans les cellules hôte en réponse à l’infection 

par les souches 11G5 et 11G5∆clbQ, via la réalisation de biopuces, nous pourrons étudier les 

voies biologiques impliquées dans la régulation du processus autophagique. Pour cela, une 

étude transcriptomique pourra être réalisée sur des cellules HCT-116 infectées avec les 

différentes souches. 

3) Etude des mécanismes par lesquels l’autophagie est impliquée dans la mise en place des 

réparations des dommages à l’ADN. 

Notre étude a mis en évidence que la déficience de l’autophagie entraîne une 

augmentation des cassures double brin de l’ADN induits par la souche d’E. coli/pks+ 11G5 

dans les cellules hôte, étant la conséquence d’un défaut des réparations des dommages à 

l’ADN. Plusieurs études ont mis en évidence un lien entre l’autophagie et les réparations des 

dommages à l’ADN. Notamment, les deux systèmes de réparation de l’ADN dans lesquels le 

rôle de l’autophagie est le mieux décrit sont : le système de recombinaison homologue (HR ; 

Homologous recombination) et le système de jonction d’extrémités non homologue (NHEJ ; 

Non homologous end joining), bien que l’implication de l’autophagie dans les NHEJ soit 

encore discutée (Gomes et al., 2017). Le système HR est un système très conservé entre les 

différents organismes qui utilise une séquence homologue à la région de la cassure de l’ADN 
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pour permettre une réparation fidèle des cassures double brin. Si le système HR est décrit 

comme un système de réparation sans erreur, le NHEJ, lui, constitue une source d’erreur et 

pourrait contribuer à l’instabilité génomique (Rodgers and McVey, 2016). 

Récemment, une étude a mis en évidence un rôle négatif de SQSTM1/p62 dans les 

réparations des cassures de l’ADN. En effet, des interactions entre p62 au niveau nucléaire 

avec RAD51 et la Filamine A ont été montrées. La Filamine A est requise pour le recrutement 

de RAD51 au niveau des sites des cassures double brin. Dans des fibroblastes embryonnaires 

murins, la déficience de p62 augmentait les niveaux de RAD51 et Filamine A dans la fraction 

nucléaire (Hewitt et al., 2016). De plus, cette étude a mis en évidence la dégradation 

protéasomale de la Filamine A via p62, entraînant des défauts de recrutement de RAD51 au 

niveau des cassures double brin de l’ADN. Ceci ayant pour conséquence une réparation des 

dommages à l’ADN ralentie (Hewitt et al., 2016). 

Dans notre étude, suite à l’infection par la souche 11G5, nous avons observé le 

recrutement de RAD51 au niveau du noyau des cellules sauvages, signant la mise en place des 

réparations des cassures double brin de l’ADN. En revanche, dans les cellules déficientes pour 

l’autophagie, nous avons observé une accumulation de p62, qui est associée avec un défaut de 

recrutement de RAD51 au niveau du noyau. Afin de confirmer l’implication de p62 dans les 

défauts de recrutement de RAD51 au niveau du noyau, nous proposons de réaliser un 

marquage immunofluorescent pour montrer la co-localisation de p62 et RAD51. Nous 

proposons aussi d’évaluer les dommages à l’ADN dans les cellules co-transfectées avec les 

siARN dirigés contre Atg5 et p62. Nous espérons que dans les cellules co-transfectées avec 

les siARN dirigés contre Atg5 et p62, suite à l’infection, le recrutement de RAD51 au niveau 

du noyau va permettre de diminuer l’accumulation des dommages à l’ADN.  

Afin d’approfondir l’étude, nous proposons d’analyser la localisation des protéines du 

complexe MRN de réparation de l’ADN, telles que MRE11, RAD50 et NBS1, par un 

immunomarquage fluorescent. Nous espérons mettre en évidence une co-localisation de ces 

protéines avec -H2AX au niveau du noyau suite à l’infection par la souche 11G5 dans les 

cellules sauvages, ce qui ne sera pas le cas dans les cellules déficientes pour l’autophagie.  

L’implication de p62 sera montrée par western blot ou immunomarquage fluorescent en 

utilisant les cellules transfectées avec un siARN dirigé contre p62. Cela nous permettra de 

confirmer que l’autophagie est impliquée dans le recrutement des médiateurs de la réparation 

des dommages. 

Une étude plus récente a mis en évidence l’interaction de p62 avec l’E3 ligase, 

RNF168 (Ring finger protein 168), inhibant ainsi son activité d’ubiquitination des histones. 
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Les auteurs ont montré que l’accumulation de p62 dans les cellules déficientes pour 

l’autophagie entraîne l’inhibition de l’ubiquitination de la chromatine par RNF168, une E3 

ligase essentielle pour la mise en place des réparations des dommages à l’ADN. Par 

conséquent, les différents médiateurs du système HR, RAP80, BRCA1 et RAD51, ne sont 

plus recrutés au niveau des cassures double brin et la réparation de l’ADN est retardée et 

réduite (Wang et al., 2016). Nous pourrions analyser l’interaction entre RNF168 et p62 par 

co-immunoprécipitation de la fraction nucléaire de p62.  

Enfin, une étude a mis en évidence que la déficience de l’autophagie inhibe 

l’activation du système HR, tout en favorisant les réparations via le système NHEJ (Liu et al., 

2015). En effet, les auteurs ont montré que les fibroblastes murins déficients pour le gène 

Atg7 étaient autant capables de réparer les cassures double brin de l’ADN induits par 

l’irradiation que les fibroblastes sauvages suggérant qu’elles pourraient utiliser le système de 

réparation NHEJ (Liu et al., 2015). Il serait donc intéressant d’étudier l’implication potentielle 

du système de réparation NHEJ dans les cellules déficientes pour l’autophagie ainsi que les 

cellules sauvages suite à l’infection par des E. coli/pks+. Pour cela, nous proposons d’infecter 

les cellules déficientes ou non pour l’autophagie avec la souche 11G5, et de mettre en 

évidence une éventuelle localisation des différents acteurs, notamment les protéines KU, 

impliquées dans la reconnaissance des cassures double brin de l’ADN, au niveau du noyau, 

signant la mise en place de la réparation de l’ADN via le système NHEJ. Nous pourrions aussi 

analyser les niveaux des protéines impliquées dans la réparation NHEJ dans la fraction 

nucléaire extraite des cellules infectées par western blot. Pour approfondir l’analyse, nous 

pourrons utiliser des inhibiteurs des DNA-PKc (DNA-dependant protein kinase) (Davidson et 

al., 2013), indispensable pour la mise en place du système NHEJ. Les cellules déficientes 

pour l’autophagie ou non seront traitées avec un inhibiteur des DNA-PKc puis infectées avec 

la souche 11G5. L’accumulation des dommages à l’ADN sera ensuite analysée par western 

blot ou par un marquage immunofluorescent de H2AX.  

4) Etude du rôle de l’autophagie dans la tumorigénèse colorectale induite par les 

souches d’E. coli/pks+. 

Notre étude a mis en évidence un rôle complexe de l’autophagie dans la tumorigénèse 

colorectale. Chez un  hôte prédisposé au développement du CCR, à l’état basal, l’autophagie 

joue un rôle pro-tumoral car une inhibition de l’autophagie entraîne une diminution du 

nombre et du volume des tumeurs coliques, ce qui est en accord avec une étude précédente 

(Lévy et al., 2015). En revanche, suite à l’infection par la souche 11G5, l’autophagie joue un 
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rôle anti-tumoral en inhibant les effets pro-tumoraux et pro-inflammatoires de cette souche. 

Afin d’approfondir l’étude, nous souhaiterions réaliser l’expérience avec le mutant de la 

souche 11G5, 11G5∆clbQ, incapable de produire la colibactine. L’emploi d’une souche d’E. 

coli commensale humaine telle que la souche d’E. coli O9:H4 (ou E. coli HS) (Rasko et al., 

2008) ainsi que d’autres souches d’E. coli/pks+ isolées des patients atteints de CCR serait 

aussi envisageable. Ainsi, nous pourrions savoir si les effets observés sont spécifiques aux 

souches d’E. coli associées au CCR et/ou dépendants de l’îlot pks. 

L’ensemble de cette étude a été réalisée en infectant les souris avec une souche d’E. 

coli/pks+ isolée d’un patient atteint de CCR. Il est important de noter que les souris ne 

possèdent pas le même environnement digestif que l’Homme. Il serait donc intéressant 

d’infecter les souris avec une souche d’E. coli d’origine murine portant l’îlot pks et de 

comparer les résultats avec ceux obtenus avec la souche 11G5. Pour cela, nous avons tenté 

d’isoler une souche d’E. coli porteuse de l’îlot pks à partir de tumeurs et de muqueuses 

coliques de souris Apc
Min/+. Cependant, à ce jour, nous n’avons pas pu détecter des E. coli 

porteurs de l’îlot pks. Nous allons répéter l’expérience en utilisant des souris Apc
Min/+ plus 

âgées, ou utiliser la souche d’E. coli NC101 portant l’îlot pks isolée chez les souris il10
-/- 

(Kim et al., 2005). 

Le rôle pro-carcinogène des souches d’E. coli pks+ a été mis en évidence dans 

plusieurs modèles murins prédisposés au développement du CCR, génétiquement modifiés 

(modèle Apc
Min/+) ou induits chimiquement (AOM/DSS ou AOM/il10

-/-). Il serait intéressant 

d’étudier le rôle pro-carcinogène des souches d’E. coli pks+ dans un modèle murin sans 

prédisposition au développement de tumeurs colorectales. Nous avons réalisé une étude 

préliminaire en utilisant des souris déficientes pour l’autophagie spécifiquement dans les 

cellules épithéliales intestinales (souris Atg16l1
∆CEI) et les souris contrôles (Atg16l1

flox/flox). 

Les souris ont été soumises à 11 cycles de DSS (1 cycle : 1 semaine de DSS, 2 semaines 

d’H2O) dans l’eau de boisson tout au long de l’expérimentation, et infectées 5 fois (1 fois par 

semaine) à partir du premier cycle avec la souche 11G5 ou le mutant 11G5∆clbQ. Ce 

protocole expérimental a été adapté à partir d’un protocole déjà publié (Nguyen et al., 2011). 

Une analyse histologique nous permettra de mettre en évidence d’éventuelles lésions sur les 

coupes de côlons. Les analyses moléculaires plus approfondies de l’inflammation, la 

prolifération cellulaire, les dommages à l’ADN et la sénescence seront réalisées.   

  

 



Figure 51 : Hypothèse de l’implication de la sénescence dans la prolifération des cellules épithéliales 

intestinales.

Le but est de mettre en évidence le rôle de la sénescence dans la prolifération cellulaire observée au

niveau des muqueuses colique des souris ApcMin/+ suite à l’infection par la souche 11G5. Pour cela, nous

allons effectuer des coupes successives de côlons afin d’observer la sénescence cellulaire grâce au test β-

galactosidase à pH 6 d’une part, et la prolifération cellulaire par un immunomarquage d’autre part. Nous

pensons que les cellules sénescentes se trouvent à la bases des cryptes et favorisent la prolifération des

cellules différenciées tout au long des villosités.

Test β-galactosidase à pH 6 Immunomarquage KI67

Contrôle négatif Coloration β-galactosidase

Figure 52 : Mise au point du protocole du test β-galactosidase à pH 6.

Les tissus coliques fraichement prélevés ont été immédiatement inclus en OCT puis coupés au cryostat.

Après fixation des tissus, ceux-ci ont été incubés sur la nuit à 37° avec la solution de coloration comme

préconisé dans le protocole de Debacq-Chainiaux publié en 2009. les coupes ont été contre-colorées à

l’hématoxyline et l’éosine puis déshydratées et montées entre lame et lamelle. Les photos ont été prises à

l’aide d’un microscope optique Olympus Bx51 et d’une caméra ColorView I.
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5) Etude des mécanismes par lesquels l’autophagie inhibe la carcinogenèse colorectale 

induite par la souche 11G5.  

a) Analyse de la sénescence in vivo  

Dans cette étude, suite à l’infection par la souche 11G5, nous avons mis en évidence 

l’augmentation de la tumorigénèse chez les souris Apc
Min/+

Atg16l1
∆CEI comparativement aux 

souris contrôles, et ceci était associé à une augmentation de la prolifération cellulaire. Une 

étude précédente menée au laboratoire a montré que l’infection par les E. coli/pks+ dans les 

cellules eucaryotes induit la sénescence des cellules infectées (Cougnoux et al., 2014). Ces 

dernières acquièrent alors un phénotype sécrétoire associé à la sénescence, et sécrètent de 

nombreux facteurs de croissance, notamment le HGF, qui a la capacité d’augmenter la 

prolifération des cellules adjacentes non infectées (Cougnoux et al., 2014). Il serait nécessaire 

de montrer l’implication de la sénescence dans l’augmentation de la prolifération cellulaire 

chez les souris Apc
Min/+

Atg16l1
∆CEI par rapport aux souris contrôles suite à l’infection par la 

souche 11G5. Pour cela, nous souhaiterions effectuer des coupes successives de côlon afin de 

détecter sur ces coupes les cellules sénescentes (par le test β-galactosidase à pH 6) et les 

cellules en prolifération (par un marquage immunohistochimique). Notre hypothèse est que 

les cellules prolifératives se trouvent adjacentes aux cellules sénescentes (figure 51) et que le 

nombre de cellules sénescentes sera augmenté chez les souris Apc
Min/+

Atg16l1
∆CEI par rapport 

aux souris contrôles. A ce jour, nous avons pu mettre au point le protocole pour détecter les 

cellules sénescentes à partir des coupes de côlon des souris en suivant le protocole décrit 

précédemment (Debacq-Chainiaux et al., 2009) (figure 52). La première difficulté de ce test 

est qu’il nécessite que les tissus soient directement traités car leur stockage à -80°C, même 

pendant une nuit, peut détruire l’activité enzymatique. Une deuxième difficulté sera de définir 

le moment où la sénescence cellulaire est mise en place in vivo. Pour cela, des prélèvements 

aux différents stades de la carcinogenèse colorectale sont envisagés. 

De plus, nous envisageons de traiter les souris avec un anticorps dirigé contre HGF 

avant de les infecter avec la souche 11G5, et analyser la carcinogenèse colorectale ainsi que la 

prolifération cellulaire. Il a été montré par le laboratoire que l’administration de l’anticorps 

anti-HGF abolit l’augmentation de la tumorigénèse chez un modèle murin de xénogreffe 

ayant été greffé en sous-cutané avec des cellules HCT-116 préalablement infectées avec la 

souche 11G5 (Cougnoux et al., 2014). Nous pensons que le traitement avec l’anticorps anti-

HGF va supprimer l’augmentation de la tumorigénèse chez les souris Apc
Min/+

Atg16l1
∆CEI 

versus souris contrôles suite à l’infection par la souche 11G5. 
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b) Analyse de la composition du microbiote intestinal 

Une étude récente a mis en évidence l’implication du microbiote intestinal dans la 

carcinogenèse colique chez les souris déficientes pour le gène Apc spécifiquement dans les 

cellules épithéliales intestinales de manière inductible au tamoxifène (souris 

VilCreER
T2

Apc
lox/+ ou Apc

+/-) et déficientes pour le gène Atg7 uniquement dans les cellules 

épithéliales intestinales (VilCreER
T2

Apc
lox/+

Atg7
lox/lox

 ou Apc
+/-

Atg7
∆CEI) (Lévy et al., 2015). 

Cette étude a montré que la déficience de l’autophagie entraîne la mise en place d’une 

dysbiose intestinale, qui est à l’origine d’une réponse immunitaire anti-tumorale, chez les 

souris Apc
+/-

Atg7
∆CEI. Ceci ayant pour conséquence un développement tumoral ralenti chez 

les souris Apc
+/-

Atg7
∆CEI. Dans notre étude, nous avons également mis en évidence une 

diminution de la tumorigénèse colorectale chez les souris Apc
Min/+

Atg16l1
∆CEI par rapport aux 

souris contrôles. Toutefois, suite à l’infection par la souche 11G5, les souris 

Apc
Min/+

Atg16l1
∆CEI développent plus de tumeurs colorectales que les souris contrôles. Afin 

d’étudier l’implication du microbiote intestinal dans les effets observés, nous avons extrait les 

ADN totaux à partir des tumeurs et des muqueuses saines afin de réaliser un séquençage de 

l’ADN codant pour l’ARNr 16S. Ceci nous permettra de mettre en évidence la présence d’une 

éventuelle dysbiose intestinale chez les souris Apc
Min/+

Atg16l1
∆CEI comparativement aux 

souris contrôles dans la condition non infectée ou suite à l’infection par la souche 11G5. 

Afin de déterminer si la dysbiose est impliquée dans la tumorigénèse colorectale, nous 

proposons de réaliser un transfert de la flore intestinale issue de souris Apc
Min/+

Atg16l1
∆IEC et 

des souris contrôles infectées ou non par la souche 11G5 vers des souris axéniques. Pour cela, 

les échantillons fécaux fraichement collectés seront resuspendus dans du PBS stérile à la 

concentration de 100 mg/mL, homogénéisés en utilisant un « Mini-Beadbeater-24 » sans 

ajouter les billes afin de prévenir la destruction des bactéries (Chassaing et al., 2015). Cette 

suspension bactérienne sera administrée par gavage aux souris axéniques (200 μL/souris). Ces 

expériences seront réalisées en collaboration avec le professeur A. Gewirtz (Georgia State 

University, Atlanta, USA), un expert de l’étude du microbiote intestinal. Ensuite, les souris 

colonisées seront traitées avec l’agent carcinogène AOM, et la carcinogenèse colorectale sera 

analysée. 

c) Analyse fonctionnelle du microbiote intestinal 

L’analyse de la composition du microbiote intestinal par le séquençage de l’ADN 

codant pour l’ARNr 16S ne permet pas d’évaluer les modifications métaboliques du 

microbiote intestinal. Pour cela, nous proposons de nous focaliser sur certains métabolites 
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bactériens décrits comme étant modifiés dans le CCR. Notamment, les patients atteints de 

CCR ont des niveaux augmentés de certains acides aminés et une altération des niveaux de 

certains acides gras à chaîne courte dans les fèces par rapport aux sujets contrôles (Weir et al., 

2013). La prévalence du butyrate et de certaines bactéries productrices de butyrate est plus 

élevée chez les sujets sains par rapport aux patients atteints de CCR (Chen et al., 2012). De 

plus, il a été rapporté que le butyrate et certaines bactéries productrices de butyrate étaient 

supprimés dans les fèces des patients atteints de CCR comparativement aux sujets contrôles 

(Weaver et al., 1988). Or, il a été montré que les acides gras à chaîne courte ont des effets 

bénéfiques pour l’intestin, tels que leurs rôles dans le maintien de l’intégrité de la barrière 

intestinale, dans la production de mucus, dans l’inhibition de la voie NF-κB ou encore dans l’ 

augmentation de la sécrétion d’IgA par les lymphocytes B (Sivaprakasam et al., 2016). A 

l’inverse, une diminution de la production des acides gras à chaîne courte, notamment du 

butyrate, est associée à un microbiote à caractère pro-inflammatoire (Agus et al., 2016).  

Au laboratoire, une étude en cours vise à étudier le métabolome fécal des souris 

Apc
Min/+ avant et après l’infection par la souche 11G5 afin de mettre en évidence une possible 

implication de certains métabolites bactériens dans la tumorigénèse colorectale. En fonction 

des résultats obtenus, nous allons quantifier les métabolites identifiés dans notre modèle de 

souris Apc
Min/+ déficientes ou non pour l’autophagie. 

d) Analyse de l’expression de la colibactine 

Plusieurs études ont mis en évidence que la synthèse de la colibactine peut être régulée 

par le microenvironnement (Arthur et al., 2014; Garcie et al., 2016; Payros et al., 2017; 

Tronnet et al., 2016). Notamment, Arthur et collaborateurs ont mis en évidence une 

augmentation de l’expression de 5 gènes de l’îlot pks (clbG, H, L, M, et S) au cours du 

développement tumoral (Arthur et al., 2014). Plus récemment,  une étude a montré la capacité 

d’un contaminant alimentaire à potentialiser les effets génotoxiques de la colibactine (Payros 

et al., 2017). Ces études montrent qu’il n’est pas suffisant de détecter la présence ou non de 

l’îlot pks mais d’étudier les taux d’expression des gènes qui le composent. Nous souhaiterions 

donc étudier les taux d’expression des ARNm des gènes de l’îlot pks au cours du 

développement tumoral chez les souris Apc
Min/+ et Apc

Min/+
Atg16l1

∆CEI infectées ou non par la 

souche 11G5, le mutant 11G5∆clbQ, et une souche commensale non pathogène. Pour cela, 

nous proposons de prélever les fèces des souris à différents temps post-infection au cours du 

développement tumoral, en extraire l’ARN bactérien afin de réaliser des RT-qPCR dirigées 

contre les différents gènes de l’îlot pks tels que ClbG, H, L, M, S et Q.  
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e) Analyse de la réponse immunitaire  

Lévy et collaborateurs ont montré la mise en place d’un microenvironnement 

immunitaire particulier suite à la dysbiose chez les souris Apc
+/-

Atg7
∆CEI comparativement aux 

souris Apc
Min/+ (Lévy et al., 2015). En effet, l’analyse des muqueuses saines avant le 

développement du CCR a mis en évidence l’activation de l’interféron de type 1, impliqué 

dans la réponse anti-tumorale, accompagnée par la production d’IL-12 et l’infiltration par des 

lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, Th1 et T régulateurs chez les souris Apc
+/-

Atg7
∆CEI. De 

plus, dans les muqueuses des souris Apc
+/-

Atg7
∆CEI, une surexpression des chimiokines 

CX3CL1 (C-X3-C motif ligand 1), CXCL9 et CXCL10 a été observée. L’administration d’un 

anticorps anti-CD8 en intra-péritonéal, afin d’inhiber la population des lymphocytes T CD8+ 

cytotoxiques, a suffi à réprimer l’effet anti-tumoral dû à la déficience de l’autophagie. 

Une étude en cours au laboratoire a montré une augmentation des neutrophiles dans la 

muqueuse et dans les follicules lymphoïdes des souris Apc
Min/+ infectées par la souche 11G5. 

Les souris Apc
Min/+ infectées par la souche 11G5 présentaient une diminution des lymphocytes 

T CD3+ anti-tumoraux au sein des tumeurs et des muqueuses. De plus, il a été observé une 

diminution significative des lymphocytes T anti-inflammatoires CD4+CD25+ au niveau des 

ganglions mésentériques des souris Apc
Min/+ infectées par la souche 11G5. Ces résultats 

suggèrent que la réponse immunitaire pourrait jouer un rôle majeur dans la carcinogenèse 

induite par les E. coli/pks+.  

Pour compléter notre étude, nous proposons d’étudier les profils de cytokines et 

chimiokines dans les tissues coliques en utilisant le mouse cytokine array kit (R&D), qui 

permettra de détecter les niveaux de 40 cytokines et chimiokines murines simultanément. Les 

populations de cellules immunitaires majeures ainsi que leurs fonctions, quand c’est possible, 

seront analysés dans notre modèle murin. 

6) Etude du rôle de l’autophagie dans les cellules immunitaires suite à l’infection par les 

souches d’E. coli/pks+.  

Le microenvironnement immunitaire joue un rôle majeur dans la carcinogenèse 

colorectale. Dans les cellules immunitaires, l’autophagie joue un rôle primordial dans la 

réponse contre l’infection par des pathogènes et dans la présentation des antigènes. Plusieurs 

études ont mis en évidence une susceptibilité augmentée à l’infection par des pathogènes 

lorsque les macrophages et les neutrophiles sont déficients pour l’autophagie (Castillo et al., 

2012; Kimmey et al., 2015). Par ailleurs, une étude précédente au laboratoire a montré 
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l’augmentation de l’expression de COX-2 dans les macrophages en réponse à l’infection par 

la souche 11G5 (Raisch et al., 2014).  

Il serait intéressant d’étudier l’impact d’une déficience de l’autophagie spécifiquement 

dans les cellules immunitaires sur la carcinogenèse colorectale induite par les souches d’E. 

coli/pks+. Pour cela, nous avons généré les souris Apc
Min/+

Atg16l1
flox/flox

CreLysM (appelées 

ainsi souris Apc
Min/+

Atg16l1
∆CM) déficientes pour le gène Atg16l1 spécifiquement dans la 

lignée myéloïde, qui donne la naissance aux granulocytes, cellules dendritiques et monocytes 

qui vont devenir des macrophages matures. Nous proposons d’infecter les souris 

Apc
Min/+

Atg16l1
∆CM et les souris contrôles avec la souche 11G5 ou le mutant 11G5∆clbQ afin 

d’analyser la carcinogenèse colorectale ainsi que les différents mécanismes pouvant être 

impliqués tels que les dommages à l’ADN, la sénescence et la prolifération cellulaire, le 

microenvironnement immunitaire ainsi que le microbiote intestinal comme décrits plus haut.   

7) Impact de l’induction de l’autophagie sur la carcinogenèse colorectale induite par les E. 

coli/pks+. 

Nous proposons d’évaluer l’impact de la modulation de l’autophagie sur la réponse de 

l’hôte suite à l’infection par les E. coli/pks+. Pour cela, nous allons utiliser un agent 

pharmacologique, la rapamycine, un inducteur de l’autophagie largement utilisé dans les 

études in vitro et in vivo (Galluzzi et al., 2017). Dans un premier temps, nous proposons de 

traiter les cellules épithéliales intestinales avec la rapamycine et d’examiner l’impact de ce 

traitement sur les dommages à l’ADN, la sénescence cellulaire, la prolifération cellulaire, et 

l’inflammation induits par la souche 11G5. In vivo, nous proposons de traiter les souris 

Apc
Min/+ avec la rapamycine par voie intra-péritonéale selon un protocole publié en 2014 (3 

mg/kg/jours ; Hardiman et al., 2014). Ces souris seront infectées, et la carcinogenèse 

colorectale ainsi que différents mécanismes pouvant l’influencer seront analysés. 

C’est important de noter que l’utilisation de la rapamycine nous servira uniquement de 

preuve de concept car la rapamycine peut induire d’autres effets que l’induction de 

l’autophagie, tels qu’un effet immunosuppressif (Galluzzi et al., 2017). Cependant, si nous 

montrons que la rapamycine permet de diminuer le développement tumoral suite à l’infection 

par la souche 11G5, des stratégies pour moduler spécifiquement l’autophagie pourraient être 

envisagées et développées pour les patients qui présentent une colonisation par des souches 

d’E. coli/pks+. De nouvelles stratégies vectorisées ou des interventions alimentaires basées 

sur des compléments alimentaires tels que les polyphénols végétaux ayant la capacité 

d’induire l’autophagie, pourraient être considérés. 



Figure 53 : Prévalence des E. coli portant des cyclomodulines.

L’abondance des souches d’E. coli porteuses de cyclomodulines telles que la CNF, la CDT et la CIF est

augmentée chez les patients atteints d’un CCR comparativement aux sujets contrôles. Certaines souches

d’E. coli portent plusieurs cyclomodulines.

(D’après Buc et al., 2013)
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8) Etude du rôle de l’autophagie dans le contrôle des souches d’E. coli associées au CCR 

productrices d’autres cyclomodulines que la colibactine.  

Enfin, au cours de ce projet de recherche, notre analyse s’est focalisée sur des souches 

isolées de patients atteints de CCR productrices uniquement de la génotoxine colibactine. Il 

serait intéressant d’étudier le rôle de l’autophagie en réponse à une infection par des souches 

d’E. coli associées au CCR et productrices d’autre cyclomodulines telles que la CIF, CNF et 

CDT. Une étude menée au laboratoire a mis en évidence une forte prévalence des E. coli 

producteurs de la CNF chez les patients atteints de CCR (39,5%) comparativement aux sujets 

contrôles (12,9%). De même, les E. coli producteurs de la CIF et CDT ont été retrouvés chez 

7,9% et 15,8% des patients atteints de CCR respectivement, alors qu’ils n’étaient pas détectés 

chez les sujets contrôles (Buc et al., 2013) (figure 53). De manière intéressante, certaines 

souches d’E. coli isolées de patients atteints de CCR produisent plusieurs cyclomodulines 

(Buc et al., 2013). De plus, il a été montré récemment que l’autophagie est activée suite à 

l’administration de la CDT purifiée dans différentes lignées cellulaires de CCR en réponse à 

l’apparition des cassures double brin de l’ADN induites par la CDT (Seiwert et al., 2017).  

 Tout d’abord, nous proposons d’évaluer l’activation de l’autophagie suite à l’infection par 

différentes souches d’E. coli associées au CCR et productrices de la CIF, CNF ou CDT via 

l’analyse de la conversion de la forme LC3-I vers la forme LC3-II par western blot ou par un 

marquage immunofluorescent en mettant en évidence les points d’accumulation de la protéine 

LC3 appelés ainsi les « puncta ». Dans un second temps, nous proposons d’utiliser des lignées 

cellulaires de CCR déficientes pour un gène de l’autophagie afin d’étudier le rôle de 

l’autophagie dans le contrôle de la multiplication intracellulaire des souches d’E. coli 

associées au CCR ainsi que dans la réponse de l’hôte aux différents effets pathogéniques 

décrits de ces dernières. Enfin, nous proposons d’examiner le rôle de l’autophagie dans le 

contrôle de la carcinogenèse colorectale induite par ces souches. A ce jour, au laboratoire, une 

étude vise à examiner l’effet de différentes souches d’E. coli associées au CCR et productrices 

d’une ou plusieurs cyclomodulines sur la carcinogenèse colorectale dans le modèle murin 

Apc
Min/+. La souche qui induit une tumorigénèse colorectale plus avancée sera sélectionnée et 

utilisée afin d’infecter les souris Apc
Min/+

Atg16l1
∆CEI et les souris contrôles. 
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Conclusion générale 

Mes travaux de thèse ont permis de mettre en évidence pour la première fois un lien 

entre les souches d’E. coli productrices de colibactine (E. coli/pks+) isolées de patients 

atteints de CCR et l’autophagie. Nous avons montré que l’autophagie est activée en réponse à 

l’infection par les souches d’E. coli/pks+. In vitro, nous avons montré que l’autophagie est 

nécessaire pour limiter la multiplication intracellulaire des souches d’E. coli/pks+, limiter 

l’accumulation des dommages à l’ADN via l’induction des systèmes de réparation de l’ADN, 

et limiter la sénescence induite par les souches d’E. coli/pks+. In vivo, l’analyse de la 

carcinogenèse colorectale chez les souris Apc
Min/+ déficientes ou non pour l’autophagie a 

montré que l’autophagie est importante pour limiter la tumorigénèse colique, la prolifération 

cellulaire et les dommages à l’ADN induits par les souches d’E. coli/pks+.  

De nouvelles stratégies visant à moduler spécifiquement l’autophagie notamment 

l’utilisation de thérapies vectorisées ou de nutriments, tels que les polyphénols végétaux ayant 

la capacité d’induire l’autophagie, pourraient être considérés pour les patients qui présentent 

une colonisation par des souches d’E. coli/pks+. 
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Valorisation scientifique 

PRIX SCIENTIFIQUES 

2017   Bourse "Travel grant" – 1000 euros. Pour assister au congrès international UEGW 
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2016  Bourse couvrant les frais d’inscription au congrès – 150 euros. Congrès CFATG 

“Club Francophone de l’Autophagie” à Bordeaux, France 

PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS SCIENTIFIQUES 

Publications 

1- Cécily Lucas, Nicolas Barnich, Hang Thi Thu Nguyen. "Microbiota, inflammation and 

colorectal cancer". International Journal of Molecular Science. 2017. 

2- Alexis Bretin, Cécily Lucas, Anais Larabi, Guillaume Dalmasso, Elisabeth Billard, 

Nicolas Barnich, Richard Bonnet, Hang Thi Thu Nguyen. "AIEC infection triggers 

modification of gut microbiota composition in genetically predisposed mice, 

contributing to intestinal inflammation". Scientific reports. 2017. 

Manuscrit en soumission 

1- Cécily Lucas, Laurène Salesse, Guillaume Dalmasso, Mathilde Bonnet, Pierre Sauvanet, 

Anaïs Larabi, Denis Pezet, Philip Rosenstiel, Nicolas Barnich, Richard Bonnet, Hang 

Thi Thu Nguyen. "Autophagy suppresses protumoral effects of colibactin genotoxin-

producing Escherichia coli , inhibiting colorectal carcinogenesis". 

  

Présentations à des congrès nationaux et internationaux 

1- "Autophagy inhibits protumoral effects induced by colibactin-producing colorectal 

cancer-associated Escherichia coli” – UEGW, Barcelone 2017. Présentation orale. 

3- Autophagy inhibits protumoral effects induced by colibactin-producing colorectal 

cancer-associated Escherichia coli” – CFATG, Paris 2017. Poster. 

4- "Autophagy inhibits protumoral effects induced by colibactin-producing colorectal 

cancer-associated Escherichia coli” – EMBO, Dubrovnik-cavtat 2017. Poster. 

5- "Autophagy inhibits DNA damage induced by colorectal cancer-associated Escherichia 
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AIEC infection triggers modification 
of gut microbiota composition 
in genetically predisposed 
mice, contributing to intestinal 
inflammation
Alexis Bretin1, Cécily Lucas1, Anaïs Larabi1, Guillaume Dalmasso  1, Elisabeth Billard1, 

Nicolas Barnich1, Richard Bonnet1,2 & Hang Thi Thu Nguyen1

A high prevalence of adherent-invasive E. coli (AIEC) in the intestinal mucosa of Crohn’s disease patients 
has been shown. AIEC colonize the intestine and induce inflammation in genetically predisposed 
mouse models including CEABAC10 transgenic (Tg) mice expressing human CEACAM6-receptor for 
AIEC and eif2ak4−/− mice exhibiting autophagy defect in response to AIEC infection. Here, we aimed at 
investigating whether gut microbiota modification contributes to AIEC-induced intestinal inflammation 
in these mouse models. For this, eif2ak4+/+ and eif2ak4−/− mice or CEABAC10 Tg mice invalidated for 
Eif2ak4 gene (Tg/eif2ak4−/−) or not (Tg/eif2ak4+/+) were infected with the AIEC reference strain LF82 
or the non-pathogenic E. coli K12 MG1655 strain. In all mouse groups, LF82 colonized the gut better 
and longer than MG1655. No difference in fecal microbiota composition was observed in eif2ak4+/+ 

and eif2ak4−/− mice before infection and at day 1 and 4 post-infection. LF82-infected eif2ak4−/− 

mice exhibited altered fecal microbiota composition at day 14 and 21 post-infection and increased 
fecal lipocalin-2 level at day 21 post-infection compared to other groups, indicating that intestinal 
inflammation developed after microbiota modification. Similar results were obtained for LF82-infected 
Tg/eif2ak4−/− mice. These results suggest that in genetically predisposed hosts, AIEC colonization 
might induce chronic intestinal inflammation by altering the gut microbiota composition.

The human gastrointestinal tract is inhabited by 1013–1014 microorganisms, which together make up the intestinal 
microbiota1. The intestinal microbiota is in a symbiotic relationship with its  host and is involved in host nutrition 
metabolism, maintenance of structural integrity of the gut mucosal barrier, immunomodulation, and protection 
against pathogens2. Thus, an alteration in the composition of the intestinal microbiota, or dysbiosis, is associated 
with an increased risk of developing diseases such as diabetes, obesity, or chronic diseases of the intestinal tract 
including ulcerative colitis, Crohn’s disease (CD), celiac disease and irritable bowel syndrome3.

CD is a multifactorial disease, of which the etiology involves environmental, genetic, immunological and 
infectious factors4. Intestinal dysbiosis has been observed in CD patients, with most studies have shown reduced 
diversity of the gut microbiota, a decrease in Firmicutes and an increase in Proteobacteria and Bacteroidetes5–11. In 
addition, evidence has shown an increase in intestinal mucosa-associated Escherichia coli in CD patients relative 
to control subjects, in particular adherent-invasive E. coli (AIEC) strains with specific pathogenic character-
istics12–20. The prevalence of the  AIEC strains is increased in ileal lesions of CD patients (36–52%) compared 
to control subjects (6–17%)14,16,17,21. The characterization of the AIEC strains has shown that they are able to 
adhere to and invade intestinal epithelial cells22, survive and multiply in macrophages23, and to induce a strong 
proinflammatory response23. In genetically susceptible CEABAC10 transgenic (Tg) mice expressing the human 
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CEACAM6, which is abnormally expressed in ileal epithelial cells of CD patients24, AIEC colonize the gut and 
induce intestinal inflammation25.

The multiplication of AIEC inside host cells has been shown to be controlled by autophagy, a homeostatic 
process responsible for the elimination of damaged cytoplasmic components or intracellular pathogens  via the 
lysosomal pathway26–29. Our recent study showed that the EIF2AK4-EIF2A-ATF4 signaling pathway is induced 
in intestinal epithelial cells following infection with AIEC, activating autophagy to control AIEC intracellular 
replication and to inhibit AIEC-induced inflammation30. EIF2AK4 (eukaryotic translation initiation factor 2 
alpha kinase 4) belongs to a family of protein kinases that phosphorylate the alpha subunit of EIF2 (eukaryotic 
translation initiation factor 2) in response to various stress stimuli. Phosphorylation of EIF2A in response to 
EIF2AK4 activation subsequently increases translation of specific mRNAs that have been known to be impor-
tant for stress remediation such as the activating transcription factor 4 (ATF4)31. We showed that the role of 
the EIF2AK4-EIF2A-ATF4 pathway in autophagy activation in response to AIEC infection is mediated via the 
ATF4-dependent induced transcription of several autophagy genes30. eif2ak4−/− mice infected with the AIEC 
reference strain LF82 exhibit a defect in the induction of autophagy gene transcription and autophagy response 
in enterocytes, which are accompanied with increased intestinal colonization by LF82 bacteria and aggravated 
inflammation compared to wild type mice30. In addition, studies have begun to show the importance of EIF2AK4 
in CD. Indeed, an increase in the expression of EIF2AK4 in patients with CD compared to the controls has been 
reported32–34. Our group also showed activation of the EIF2AK4-EIF2A-ATF4 pathway in ileal biopsies from 
patients with non-inflamed CD compared to control subjects. However, this was not observed in ileal biopsies 
from patients with inflamed CD, suggesting that a defect in activation of this pathway could be one of the mech-
anisms contributing to the active disease30.

As gut microbiota has been implicated in the etiopathogenesis of CD, we aimed at investigating whether it is 
associated with the AIEC-induced intestinal inflammation in genetically predisposed mouse models with Eif2ak4 
gene deficiency.

Results
Eif2ak4 gene deficiency has no impact on the gut microbiota composition of mice. To verify 
whether Eif2ak4 gene deficiency could has an impact on the gut microbiota composition, we used wild type 
(eif2ak4+/+) and Eif2ak4-deficient (eif2ak4−/−) mice, which were housed in specific pathogen-free conditions. 
Mice were 12 weeks old as it was previously shown that mice acquire a relatively stable gut microbiota at this 
age35. Fecal samples were collected before any treatment (Day 0) from eif2ak4+/+ and eif2ak4−/− mice, and fecal 
microbiota analysis was performed by 16S rRNA gene sequencing using Illumina technology. Sequence data 
were analyzed via the QIIME (quantification insight into microbial ecology) data processing pipeline. Analysis at 
the genus level by weighted UniFrac and PCoA (principal coordinate analysis) indicated that there was not any 
pattern of clustering between eif2ak4+/+ and eif2ak4−/− mice (Fig. 1A). Taxonomic analysis showed a high prev-
alence of bacteria from the Firmicutes and Bacteroidetes phyla in the gut microbiota of eif2ak4+/+ and eif2ak4−/− 
mice without any significant difference between these two groups (Fig. 1B). This result showed that the deletion 
of Eif2ak4 gene in mice does not induce any change in the composition of the gut microbiota.

Colonization of eif2ak4−/− mice with AIEC results in a significant modification of the gut micro-
biota composition and triggers intestinal inflammation. In a previous study, we demonstrated that 
the EIF2AK4/EIF2A/ATF4 pathway is involved in the autophagy-mediated control of AIEC intracellular replica-
tion and inflammatory response, and that AIEC infection of eif2ak4−/− mice triggers intestinal inflammation30. 
As gut microbiota has been implicated in the etiopathogenesis of CD4, we investigated whether it contributes to 
intestinal inflammation triggered by AIEC infection in eif2ak4−/− mice.

In our previous studies25,30, the mouse models of AIEC infection involved the treatment of mice with an 
antibiotic cocktail before AIEC infection to facilitate gut colonization by AIEC. However, as it has been shown 
that antibiotic use has a huge impact on gut microbiota, we decided to not use any such compound. eif2ak4+/+ 
and eif2ak4−/− mice were divided into sub groups that were challenged with 109 colony-forming units (CFU) 
of the AIEC reference strain LF82 or the non-pathogenic E. coli K12 MG1655 strain or vehicle (PBS) by gavage 
for 3 days. The mice were then placed in specific pathogen-free housing condition, and the feces were collected 
at different time points post-infection and used to evaluate inflammation by quantifying lipocalin (lcn)-2 level 
and to analyze the gut microbiota composition by sequencing the 16S rRNA gene using the Illumina technology.

First, we determined the bacterial CFU in mouse feces, which reflect bacterial persistence in the gut. In both 
eif2ak4+/+ and eif2ak4−/− mice, the colonization of AIEC LF82 bacteria was higher and lasted longer compared 
to that of the non-pathogenic K12 MG1655 bacteria as the LF82 strain was detectable up to day 4 post-infection, 
whereas the K12 MG1655 strain was cleared since day 1 post-infection (Fig. 2A). Furthermore, the increased gut 
colonization by AIEC in eif2ak4−/− mice compared to eif2ak4+/+ mice as we previously reported using a model of 
infection following antibiotic treatment30 was not observed in the condition of this study (Fig. 2A).

Secondly, we quantified the fecal lcn-2 level, which has been shown as a marker of intestinal inflammation in 
several mouse models36. The results showed no difference in fecal lcn-2 levels in eif2ak4+/+ mice upon AIEC LF82 
or K12 MG1655 infection up to 40 days post-infection (Fig. 2B). However, in eif2ak4−/− mice, the fecal lcn-2 level 
was significantly increased at day 21 and 40 post-LF82 infection, and this was not observed for K12 MG1655 
infection (Fig. 2B). Importantly, the increased lcn-2 level in LF82-infected eif2ak4−/− mice lasted for at least 
twenty days, suggesting that a chronic inflammation is set up in eif2ak4−/− mice after AIEC infection.

Next, we analyzed the fecal microbiota composition in these mouse groups at the same time post-infection 
to investigate whether an altered microbiota composition could occur before or after the increase in lcn-2 
level in LF82-infected eif2ak4−/− mice. Because colonization with the K12 MG1655 strain did not induce 
any inflammation in either eif2ak4+/+ or eif2ak4−/− mice, we decided to remove the K12 condition from the 
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microbiota composition analysis. Fecal samples collected over time from eif2ak4+/+ and eif2ak4−/− mice that 
had been challenged with AIEC LF82 or PBS were subjected to Illumina sequencing of the 16S rRNA genes. 
Sequence data was analyzed via the QIIME data processing pipeline. Analysis at the genus level by weighted 
UniFrac and PCoA did not show any pattern of clustering in any of the 4 mouse groups: eif2ak4+/+ + LF82, 
eif2ak4−/− + LF82, eif2ak4+/+ + PBS, eif2ak4−/− + PBS at day 1 and 4 post-infection (Fig. S1). In contrast, after 
14 and 21 days of infection, a clear pattern of clustering in eif2ak4−/− + LF82 group compared to the other 
groups (eif2ak4+/+ + LF82, eif2ak4+/+ + PBS and eif2ak4−/− + PBS) was observed (Fig. 3). In detail, at day 14 
and 21 post-infection, two dimensional (2D) plotting of PCoA-1 versus PCoA-2 failed to show a pattern of 
clustering between eif2ak4+/+ + PBS and eif2ak4+/+ + LF82 groups (Fig. 3B,F), indicating that colonization by 
AIEC may not alter microbiota composition in wild type host. In contrast, AIEC LF82 colonization resulted 
in altered microbiota composition in eif2ak4−/− mice at days 14 and 21 post-AIEC administration. 2D plotting 
of PCoA-1 versus PCoA-2 showed a clear difference in the microbiota composition between eif2ak4−/− + PBS 
and eif2ak4−/− + LF82 groups at day 14 (Fig. 3C) and 21 (Fig. 3G) post-infection. Furthermore, 2D plotting 
of PCoA-1 versus PCoA-2 also showed a difference in the gut microbiota composition between eif2ak4+/+ and 
eif2ak4−/− mice after 14 (Fig. 3D) or 21 (Fig. 3H) days of AIEC administration. Taxonomic analysis at the genus 
level showed that most of the differences observed in PCoA were explained by an increase in Turicibacter and 
Clostridium in eif2ak4−/− + LF82 group compared to the other groups at days 14 (Fig. 4A,B) and 21 (Fig. 4C,D) 
post-infection. These results show that neither Eif2ak4 gene deficiency nor AIEC colonization alone is sufficient 
to induce a modification in the gut microbiota composition. However, the combination of the genetic and infec-
tious factors leads to a significant shift in the gut microbiota of the mice. Interestingly, this shift occurred at day 
14 post-infection before the appearance of inflammation at day 21 post-infection.

In an effort to explain the change in gut microbiota composition in eif2ak4−/− + LF82 group, we performed 
qPCR to quantify AIEC LF82-specific pMT gene expression using specific primers as previously described37. 
Interestingly, qPCR data showed pMT gene amplification at day 14 and 21 post-infection in both eif2ak4+/+ and 

Figure 1. Eif2ak4 gene deficiency has no impact on the gut microbiota composition of mice. eif2ak4+/+ 
(N = 13) and eif2ak4−/− (N = 13) mice were housed in specific-pathogen free conditions. Feces were collected 
from 12-week old mice for the analysis of the bacterial microbiota composition based on Illumina sequencing of 
the 16S rRNA gene. (A) Mouse fecal bacterial communities were clustered using PCoA of the weighted UniFrac 
distance matrix. PCoA-1 and PCoA-2 were plotted, and the percentage of the variation explained by the plotted 
principal coordinates was indicated in the Y-X-axis labels. Groups were compared using permanova method. 
Ns, not significant. (B) Relative abundance of phyla in fecal samples from eif2ak4+/+ and eif2ak4−/− mice.
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eif2ak4−/− groups, and the pMT gene expression level was increased in eif2ak4−/− mice compared to eif2ak4+/+ 
mice (Fig. 4E). In addition, LF82-specific pMT gene expression level in eif2ak4−/− mice was increased at day 21 
post-infection compared to that at day 14 post-infection (Fig. 4E). However, in eif2ak4+/+ mice, this level was not 
increased at day 21 compared to day 14 post-infection (Fig. 4E). This suggests that LF82 bacteria create a coloni-
zation niche in eif2ak4−/− mice, promoting their expansion at later time.

Together, these data suggest that AIEC colonization in the genetically predisposed host with Eif2ak4 gene defi-
ciency induces a change in the gut microbiota composition, which is associated with the development of chronic 
intestinal inflammation.

AIEC colonization in CEABAC10 transgenic mice deficient in Eif2ak4 gene induces a modifica-
tion of the gut microbiota composition and triggers intestinal inflammation. As AIEC colonize 
the gut and induce intestinal inflammation in CEABAC10 transgenic (Tg) mice expressing human CEACAM625, 
host epithelial receptor for AIEC adherence24, we sought to verify our results in CEABAC10 Tg mice with Eif2ak4 
gene deficiency. For that, we generated Tg/eif2ak4+/+ and Tg/eif2ak4−/− mice and infected them with the AIEC 
LF82 strain or the K12 MG1655 strain using the same infection protocol as applied for eif2ak4+/+ and eif2ak4−/− 
mice, in which antibiotics were not used. Feces were collected at different time points post-infection and used 
to evaluate inflammation by quantifying lcn-2 level and to analyze the gut microbiota composition by Illumina 
sequencing of the 16S rRNA gene.

First, we quantified bacterial CFU in mouse feces, which reflect bacterial persistence in the gut. In both 
Tg/eif2ak4+/+ and Tg/eif2ak4−/− mice, LF82 bacteria were detectable in the feces up to day 4 post-infection, 
with no significant difference between the two groups (Fig. 5A). The K12 MG1655 strain was cleared since day 1 
post-infection in both Tg/eif2ak4+/+ and Tg/eif2ak4−/− mice (Fig. 5A).

Next, fecal lcn-2 level quantification did not show any difference in Tg/eif2ak4+/+ mice upon AIEC LF82 infec-
tion up to 40 days post-infection (Fig. 5B). However, in Tg/eif2ak4−/− mice, a significant increase in fecal lcn-2 
level upon AIEC LF82 infection was observed at day 21 post-infection, and this lasted up to day 40 post-infection 
(Fig. 5B). Although it was performed in two independent experiments, the fecal lcn-2 level of Tg/eif2ak4−/− mice 
(Fig. 5B) appeared to significantly higher than that of eif2ak4−/− mice (Fig. 2B), around 10 times. This suggests 
that Tg mice may favor AIEC-induced inflammation. Infection of both Tg/eif2ak4+/+ and Tg/eif2ak4−/− with 
the K12 MG1655 strain did not induce any significant change in fecal lcn-2 level up to 40 days post-infection 

Figure 2. Colonization of eif2ak4−/− mice with AIEC triggers chronic gut inflammation. eif2ak4+/+ and 
eif2ak4−/− mice were challenged by oral gavage for 3 days (once per day) with PBS (N = 6 mice per group) 
or with 109 CFU of the AIEC LF82 strain (N = 7 mice per group) or the non-pathogenic E. coli K12 MG1655 
strain (N = 6 mice per group). (A) The numbers of AIEC LF82 and E. coli K12 were determined in the feces 
collected every day post-infection by platting on LB media containing selective antibiotics. Data are represented 
as means ± SEM. (B) Fecal lcn-2 levels were measured by ELISA. Means were shown as lines. Statistical 
analysis was performed using one-way ANOVA test followed by Bonferroni’s post-hoc comparisons. *P < 0.05; 
**P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001.
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Figure 3. Colonization of eif2ak4−/− mice with AIEC results in modification of the gut microbiota composition 
at day 14 and 21 post-infection. eif2ak4+/+ and eif2ak4−/− mice were challenged by oral gavage for 3 days (once 
per day) with PBS (N = 6 mice per group) or with 109 CFU of the AIEC LF82 strain (N = 7 mice per group). 
Feces were collected at day 14 (A–D) and 21 (E–H) post-infection for the analysis of the bacterial microbiota 
composition based on Illumina sequencing of the 16S rRNA gene. Mouse fecal bacterial communities were 
clustered using PCoA of the weighted UniFrac distance matrix. PCoA-1 and PCoA-2 were plotted, and the 
percentage of the variation explained by the plotted principal coordinates was indicated in the Y-X-axis 
labels. (A,E) Comparison between mouse groups: eif2ak4+/+ + PBS, eif2ak4+/+ + LF82, eif2ak4−/− + PBS and 
eif2ak4−/− + LF82. (B,F) Comparison between mouse groups: eif2ak4+/+ + PBS and eif2ak4+/+ + LF82. (C,G) 
Comparison between mouse groups: eif2ak4−/− + PBS and eif2ak4−/− + LF82. (D,H) Comparison between 
mouse groups: eif2ak4+/+ + LF82 and eif2ak4−/− + LF82. Groups were compared using permanova method. Ns, 
not significant; *P < 0.05; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001.
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Figure 4. Colonization of eif2ak4−/− mice with AIEC results in modification of Turicibacter and Clostridium 
abundance at day 14 and 21 post-infection. eif2ak4+/+ and eif2ak4−/− mice were challenged by oral gavage 
for 3 days (once per day) with PBS (N = 6 mice per group) or with 109 CFU of the AIEC LF82 strain (N = 7 
mice per group). Feces were collected at day 14 (A,B) and 21 (C,D) post-infection for the analysis of the 
bacterial microbiota composition based on Illumina sequencing of the 16S rRNA gene. Relative abundance 
of Turicibacter (A,C) and Clostridium (B,D) between mouse groups: eif2ak4+/+ + PBS, eif2ak4+/+ + LF82, 
eif2ak4−/− + PBS and eif2ak4−/− + LF82. (E) qPCR analysis of the LF82-specific pMT gene expression level in 
the feces at the indicated time. Data were normalized to total bacterial. Fold-induction was calculated using 
the ∆∆Ct method. Values were expressed as means ± SEM. Statistical analysis was performed using one-
way ANOVA test followed by Bonferroni’s post-hoc comparisons. Ns, not significant; *P < 0.05; **P ≤ 0.01; 
***P ≤ 0.001; ****P ≤ 0.0001.
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(Fig. 5B). These results were consistent with the results obtained with eif2ak4+/+ and eif2ak4−/− mice, indicating 
that AIEC colonization triggers a chronic inflammation response in a genetically predisposed host deficient in 
Eif2ak4 gene.

Finally, microbiota composition analysis using fecal samples from Tg/eif2ak4+/+ and Tg/eif2ak4−/− mice 
before any treatment (day 0) by weighted UniFrac and PCoA did not show any pattern of clustering between 
the two genotypes (Fig. S2). At day 1 and 4 post-infection, we did not observe any pattern of clustering between 
uninfected (+PBS) or LF82-infected Tg/eif2ak4+/+ and Tg/eif2ak4−/− groups (Fig. S3). In contrast, at day 14 and 
21 post-infection, patterns of clustering between eif2ak4−/−  + LF82, eif2ak4+/+  + LF82, eif2ak4+/+  + PBS and 
eif2ak4−/−  + PBS groups were observed (Fig. 6A,E). Interestingly, in Tg/eif2ak4+/+ mice, in contrast to eif2ak4+/+ 
mice, the microbiota of uninfected and LF82-infected groups diverged at day 14 and 21 post-infection (Fig. 6B,F). 
As it was shown for eif2ak4−/− mice, AIEC colonization also induced a change in the microbiota composition 
in Tg/eif2ak4−/− mice. These changes were readily apparent by 14 and 21 days post-infection, as 2D plotting of 
PCoA-1 versus PCoA-2 showed a shift in the gut microbiota composition of Tg/eif2ak4−/− mice compared to 
the other groups (Fig. 6C,G). Furthermore, 2D plotting of PCoA-1 versus PCoA-2 of Tg/eif2ak4+/+ + LF82 and 
Tg/eif2ak4−/−  + LF82 groups also showed a significant difference in the gut microbiota between these two groups 
(Fig. 6D,H). Taxonomic analyses at the genus level were consistent with those performed with eif2ak4+/+ and 
eif2ak4−/− mice as most of the differences observed in PCoA were explained by an increase in Turicibacter and 
Clostridium in Tg/eif2ak4−/−+ LF82 group compared to the other groups (Fig. 7A–D). Nevertheless, we observed 
an increase of Escherichia in Tg/eif2ak4−/−  + LF82 group compared to the other groups at day 21 post-infection 
(Fig. 7E), and this was not observed for eif2ak4−/− + LF82 mice).

In addition, we determined AIEC LF82 colonization by quantifying pMT gene expression by qPCR at day 
14 and 21 post-infection in both Tg/eif2ak4−/− and Tg/eif2ak4+/+ groups. LF82-specific pMT gene expression 
level was increased in Tg/eif2ak4−/− compared to Tg/eif2ak4+/+ mice at day 14 and 21 post-infection, although 
no significant difference was detected at day 1 post-infection (Fig. 7F). In addition, in Tg/eif2ak4−/− + LF82 
mice, pMT gene expression level was increased at day 21 compared to day 14 post-infection, and this was not 
observed for Tg/eif2ak4+/+ mice (Fig. 7F). This suggests that LF82 bacteria can persist in the gastrointestinal tract 
of Tg/eif2ak4−/− mice and expanse their colonization at later time.

These results, which were consistent with those obtained with non-transgenic mice, confirm that AIEC coloni-
zation in a genetically predisposed host with Eif2ak4 gene deficiency induces a shift in the gut microbiota compo-
sition, which may select a pro-inflammatory microbiota, and this is accompanied with chronic gut inflammation.

Figure 5. Colonization of CEABAC10 transgenic (Tg) mice deficient in Eif2ak4 gene with AIEC triggers 
chronic gut inflammation. Tg/eif2ak4+/+ and Tg/eif2ak4−/− mice were challenged by oral gavage for 3 days 
(once per day) with PBS or with 109 CFU of the AIEC LF82 strain or the non-pathogenic E. coli K12 MG1655 
strain (N = 5 mice per group). (A) The number of AIEC LF82 bacteria was determined in the feces collected 
every day post-infection by platting on LB media containing selective antibiotics. (B) Fecal lcn-2 levels were 
measured by ELISA. Means were shown as lines. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA test 
followed by Bonferroni’s post-hoc comparisons. *P < 0.05; **P ≤ 0.01.



www.nature.com/scientificreports/

8SCIENTIFIC REPORTS |  (2018) 8:12301  | DOI:10.1038/s41598-018-30055-y

Figure 6. Colonization of CEABC10 transgenic (Tg) mice deficient in Eif2ak4 gene with AIEC LF82 results 
in modification of the gut microbiota composition at days 14 and 21 post-infection. Tg/eif2ak4+/+ and 
Tg/eif2ak4−/− mice were challenged by oral gavage for 3 days (once per day) with PBS (N = 6 mice per group) 
or with 109 CFU of the AIEC LF82 strain (N = 6 mice per group). Feces were collected at days 14 (A–D) and 
21 (E–H) post-infection for the analysis of the bacterial microbiota composition based on Illumina sequencing 
of the 16S rRNA gene. (A–H) Mouse fecal bacterial communities were clustered using PCoA of the weighted 
UniFrac distance matrix. PCoA-1 and PCoA-2 were plotted, and the percentage of the variation explained 
by the plotted principal coordinates was indicated in the Y-X-axis labels. Groups were compared using 
permanova method. Ns, not significant; *P < 0.05; **P ≤ 0.01. (A,E) Comparison between mouse groups: 
Tg/eif2ak4+/+ + PBS, Tg/eif2ak4+/+ + LF82, Tg/eif2ak4−/− + PBS and Tg/eif2ak4−/− + LF82. (B,F) Comparison 
between mouse groups: Tg/eif2ak4+/+ + PBS and Tg/eif2ak4+/+ + LF82. (C,G) Comparison between 
mouse groups: Tg/eif2ak4−/− + PBS and Tg/eif2ak4−/− + LF82. (D,H) Comparison between mouse groups: 
Tg/eif2ak4+/+ + LF82 and Tg/eif2ak4−/− + LF82.
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Figure 7. Colonization of Tg/eif2ak4−/− mice with AIEC results in modification of Turicibacter, Clostridium 
and Escherichia abundance. Tg/eif2ak4+/+ and Tg/eif2ak4−/− mice were challenged by oral gavage for 3 
days (once per day) with PBS (N = 6 mice per group) or with 109 CFU of the AIEC LF82 strain (N = 6 
mice per group). Feces were collected at day 14 (A,B) and 21 (C–E) post-infection for the analysis of the 
bacterial microbiota composition based on Illumina sequencing of the 16S rRNA gene. Relative abundance 
of Turicibacter (A,C), Clostridium (B,D) and Escherichia (E) between mouse groups: Tg/eif2ak4+/+ + PBS, 
Tg/eif2ak4+/+ + LF82, Tg/eif2ak4−/− + PBS and Tg/eif2ak4−/− + LF82. (F) qPCR analysis of the LF82-specific 
pMT gene expression level in the feces at the indicated time. Data were normalized to total bacterial. Fold-
induction was calculated using the ∆∆Ct method. Values were expressed as means ± SEM. Statistical analysis 
was performed using one-way ANOVA test followed by Bonferroni’s post-hoc comparisons. *P < 0.05; 
**P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001; ****P ≤ 0.0001.
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Discussion
Extensive studies have suggested that the etiology of CD involves environmental and genetic factors that lead to 
dysfunction of the intestinal epithelial barrier with consequent deregulation of the mucosal immune system and 
responses to gut microbiota. The AIEC strains, which abnormally colonize the ileal mucosa of CD patients, have 
emerged as “pathobionts” implied in the pathogenesis of CD4.

Our recent study showed that the EIF2AK4-EIF2A-ATF4 signaling pathway is induced in intestinal epithelial 
cells following infection with AIEC, leading to autophagy activation to control AIEC intracellular replication 
and to inhibit AIEC-induced inflammation30. eif2ak4−/− mice exhibit a defect in autophagy response to AIEC 
infection, accompanied with increased intestinal colonization by AIEC and aggravated inflammation compared 
to wild type mice. In the current study, we aimed at investigating whether a modification in the gut microbiota 
composition could contribute to the AIEC-induced intestinal inflammation in genetically predisposed mice with 
Eif2ak4 gene deficiency.

In the past decades, numerous studies have tried to show a role for the gut microbiota in the development 
of CD. Indeed, it has been shown that a treatment with antibiotics such as ciprofloxacin or metronidazole is 
efficient to treat CD patients38. It has also been shown that antibiotic use in early childhood is a risk factor for 
inflammatory bowel disease development in adults39. It has become evident that CD patients exhibit intestinal 
dysbiosis with a decrease in the number of potentially beneficial bacteria such as Bifidobacteria, Lactobacilli and 
Firmicutes and an increase in that of putative pathogenic bacteria such as Bacteroides and Escherichia coli4. The 
key role of the gut microbiota trigger in CD development has also been shown in mouse models. For example, the 
TNFdeltaARE mice carrying a deletion in the TNF AU (adenosin-uracil)-rich elements (ARE) develop transmural 
inflammation in the distal ileum that shares some clinical features with human CD only after colonization with 
specific-pathogen free microbiota, and germ-free TNFdeltaARE mice were protected from intestinal inflammation40. 
A modification in the gut microbiota composition, with an increase in Bacteroidetes and E. coli, triggered by 
a high fat/high sugar diet, has been shown to induce enhanced susceptibility to AIEC infection and intestinal 
inflammation in CEABAC10 transgenic mice41,42. It was also shown that, in mice lacking the bacterial flagellin 
receptor TLR5 (tlr5−/− mice), AIEC colonization induces a chronic inflammation and a gut microbiota modifica-
tion toward a microbiota that expresses increased lipopolysaccharide and flagellin levels, and these effects lasted 
even many days after the AIEC clearance43.

In the present study, we reported that AIEC colonization triggers a gut microbiota modification in eif2ak4−/− 
mice. This modification comes along with increased abundance of Clostridium and Turicibacter, which have been 
shown to be increased under inflammatory condition44. In addition, analysis of fecal microbiota composition 
from 235 patients with inflammatory bowel disease (149 with Crohn’s disease and 86 with ulcerative colitis) and 
38 healthy subjects (HS) using 16S rRNA gene sequencing showed an increase in Turicibacter in ileum CD group 
compared to HS group (Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison test, *P < 0.05; data not shown 
from the study by Sokol et al.published in Gut in 2017)45. No difference in Turicibacter between HS group and 
colon CD group or ulcerative colitis group was observed45. Further investigations are necessary to show whether 
the elevated Turicibacter and Clostridium abundance is sufficient to cause intestinal inflammation or contribute 
to the development of intestinal inflammation in genetically modified mouse models.

In eif2ak4−/− mice expressing human CEACAM6 (Tg/eif2ak4−/− mice), which mimic abnormal expression 
of CEACAM6 in ileal epithelial cells in CD24, we also observed a modification of gut microbiota composition 
upon AIEC colonization. This was accompanied with increased abundance of Escherichia in Tg/eif2ak4−/− + 
LF82 mice, which was not observed in eif2ak4−/− mice colonized with AIEC LF82. It is worthy to note that the 
Escherichia data resulted from Illumina 16S rRNA gene sequencing cannot distinguish between autochthonous E. 
coli and AIEC LF82 abundance. This result could be explained by the fact that Tg/eif2ak4−/− mice express human 
CEACAM6, which is the receptor for AIEC to colonize the ileal epithelium24, and this receptor could promote 
Escherichia colonization in these mice.

Importantly, AIEC colonization triggers a chronic inflammation in both eif2ak4−/− and Tg/eif2ak4−/− mice, 
which lasted for days. Furthermore, inflammation occurred in eif2ak4−/− and Tg/eif2ak4−/− mice colonized 
with AIEC after the appearance of gut microbiota modification. These results suggest that the altered microbiota 
composition in the genetically predisposed hosts colonized with AIEC might contribute to the development of 
chronic intestinal inflammation. It was previously shown that AIEC colonization of germ-free tlr5−/− mice drives 
chronic inflammation which correlates with microbiota components43. This study was performed in germ-free 
animals, which have been largely used to characterize the specific effects of known strains of bacteria or of the gut 
microbiota as a whole upon colonization46. However, they exhibit defects in the immune system47, which is not 
always the case in genetically predisposed hosts. Herein, we showed the contribution of gut dysbiosis triggered 
by AIEC colonization in the development of chronic inflammation in genetically predisposed hosts carrying a 
microbiota, which was not previously shown. Our study also showed that neither the genetic factors (deficiency 
in Eif2ak4 gene with or without abnormal human CEACAM6 expression) nor the microbial factor (AIEC colo-
nization) alone is sufficient to induce a modification in the gut microbiota composition, reinforcing the notion of 
the multifactorial and complex etiology of CD.

The underlying mechanism by which AIEC colonization modifies the gut microbiota composition in 
eif2ak4−/− and Tg/eif2ak4−/− mice remains uninvestigated. We hypothesize that a defect in autophagy response in 
mice with Eif2ak4 deficiency upon AIEC infection, which was previously shown30, may affect immune response 
to gut microbiota and thereby contribute to gut dysbiosis. In this regard, it has been reported that a defect in 
autophagy genes, such as Nod2 or Atg16l1, induced a shift in gut microbiota35,48,49. Indeed, it has been shown 
that the bacterial microbiota composition was altered in Nod2 knockout mice compared to wild type mice35,48. 
This change was present in adult mice but also in weaning mice, indicating a crucial role for Nod2 in the early 
development and composition of the intestinal microbiota35. Importantly, the authors showed that NOD2 geno-
types also influence the microbial composition in humans as the CD patients homozygous for the CD-associated 
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NOD2 allele exhibited differences in bacterial composition in non-inflamed ileal mucosa or in the feces com-
pared to those homozygous for the wild type NOD2 allele 35. A more recent study also showed that CD patients 
homozygous for the ATG16L1 risk allele showed impaired clearance of pathosymbionts with an altered bacterial 
composition in inflamed ileal tissue compared to those homozygous for the ATG16L1 protective allele49. These 
studies highlight the preponderant role of autophagy in the control of gut microbiota homeostasis and to a larger 
extent in CD development.

The mechanism by which AIEC colonization modifies the gut microbiota composition in Eif2ak4-deficient 
mouse models remains uninvestigated. However, we can hypothesize that the colonization of AIEC might gener-
ate a specific “micro-environment” in the gut that allows the selection of a pro-inflammatory bacterial population. 
This action was indirect given by the fact that the gut microbiota modification in these genetically predisposed 
mouse models appeared numerous days after AIEC became undetectable in the feces. Our data are supported by 
the study by Chassaing and colleagues, which showed that a transient AIEC colonization induces an alteration in 
bacterial microbiota composition in germ-free tlr5−/− mice43.

Although so far no EIF2AK4 variant is associated with CD susceptibility50, studies have begun to show the 
importance of EIF2AK4 in CD. Indeed, an increase in the expression of EIF2AK4 in patients with CD com-
pared to the controls has been reported32–34. Our group previously showed a defect in the activation of the 
EIF2AK4-EIF2A-ATF4 pathway under inflammatory condition in CD patients30. In mice, we showed that the 
mouse models with Eif2ak4 deficiency exhibit increased susceptibility to AIEC infection with increased gut colo-
nization by AIEC and increased AIEC-induced inflammation due to autophagy defect30 and gut dysbiosis upon a 
AIEC colonization, which might contribute to the development of chronic inflammation (data from the current 
study). These results together suggest that Eif2ak4-deficient mice could be considered as genetically predisposed 
mouse models to study the implication of AIEC in the etiopathogenesis of CD.

To summarize, this study showed that AIEC colonization leads to a modification of the gut microbiota com-
position in Eif2ak4-deficient mice. This may result in the selection of a pro-inflammatory bacterial population, 
thereby contributing to the development of chronic intestinal inflammation.

Materials and Methods
Mice. eif2ak4−/− mice51 were kindly provided by Dr. D. Ron (Institute of Metabolic Science, Cambridge, 
UK). Heterozygote CEABAC10 transgenic (Tg) male mice25 were backcrossed for ten generations with 5-week-
old female C57BL/6 mice (Charles River Laboratories). Tg mice at the tenth backcross were then crossed with 
eif2ak4−/− mice to generate Tg/eif2ak4+/+ and Tg/eif2ak4−/− mice. All mice were housed under specific path-
ogen-free conditions in the animal care facility at the University of Clermont Auvergne (Clermont-Ferrand, 
France).

In vivo infection and bacterial colonization evaluation. At age of 12 weeks, eif2ak4+/+ and eif2ak4−/− 
mice, or Tg/eif2ak4+/+ and Tg/eif2ak4−/− mice were administered orally by gavage during three days (once per 
day) with either 109 of ampicillin-erythromycin-resistant AIEC LF82 strain isolated from a CD patient14 or the 
rifampicin-resistant non-pathogenic E. coli K12 MG1655 strain. Bacterial persistence in the gut was evaluated 
every day post-infection. For this, fresh fecal samples (100–200 mg) were homogenized in PBS. After serial dilu-
tions, fecal samples were plated on LB agar plates containing 50 µg/ml ampicillin and 20 µg/ml erythromycin 
(Euromedex, E002) to isolate LF82 bacteria, or containing 300 µg/ml rifampicin (Euromedex, 1059-B) to isolate 
E. coli K12 bacteria, and were incubated overnight at 37 °C. The number of bacteria was determined by counting 
the colony-forming units (CFU).

Quantification of fecal lipocalin-2. The levels of the inflammatory marker lcn-2 were measured in feces 
by enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) as previously described41. For this, frozen fecal samples were 
reconstituted in PBS containing 0.1% Tween 20 (Euromedex, 2001-A) and were disrupted to obtain a homoge-
nous fecal suspension. These samples were then centrifuged for 10 minutes at 12,000 rpm at 4 °C. Clear superna-
tants were collected and stored at −80 °C until analysis. Lcn-2 levels in the supernatants were measured using a 
mouse Duoset Lcn-2 ELISA kit (R&D Systems, USA) according to the manufacturer’s instructions.

Microbiota composition analysis by Illumina Sequencing. DNA was extracted from frozen mouse 
fecal samples using NucleoSpin® Soil (Macherey-Nagel GmbH & Co, Germany) following manufacturer’s 
instructions. DNA samples were used for 16S rRNA gene sequencing using the Illumina technology as previously 
described41. Briefly, the 16S rRNA gene V4 variable region PCR primers F515/R80652 with barcode on the for-
ward primer were used in a PCR using the HotStartTaq Plus Master Mix Kit (Qiagen, USA) under the following 
conditions: 94 °C for 3 minutes, followed by 28 cycles of 94 °C for 30 seconds, 53 °C for 40 seconds and 72 °C for 
1 minute, after which a final elongation step at 72 °C for 5 minutes was performed. After amplification, PCR prod-
ucts were checked in 2% agarose gel to determine the success of amplification and the relative intensity of bands. 
All samples were pooled together in equal proportions based on their molecular weight and DNA concentrations. 
Pooled samples were purified using calibrated Ampure XP beads (Agencourt Bioscience Corporation, USA). 
Then the pooled and purified PCR product was used to prepare DNA library by following Illumina TruSeq DNA 
library preparation protocol. Sequencing was performed at MR DNA (www.mrdnalab.com, Shallowater, TX, 
USA) on a MiSeq following the manufacturer’s guidelines. Sequence data were processed using MR DNA anal-
ysis pipeline (MR DNA, Shallowater, TX, USA). In summary, sequences were joined, depleted of barcodes then 
sequences <150 bp were removed, sequences with ambiguous base calls were removed. The software package, 
Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME) was used for filtering and analysis of attained sequences. 
Chimeras were removed and Operational taxonomic units (OTUs) were generated by clustering at 3% divergence 
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(97% similarity). Final OTUs were taxonomically classified using BLASTn against a curated database derived 
from GreenGenes53, RDPII and NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov, http://rdp.cme.msu.edu).

Singletons and any OTUs present in all samples <0.1% were removed before further analyses. Subsequent 
analyses of diversity were performed at a depth of 20,000 sequences per sample. Beta diversity was performed 
with QIIME using a Principal Coordinate Analysis (PCoA), measuring dissimilarities at phylogenetic distances 
based on weighted UniFrac analysis. QIIME was also used to provide the relative abundance of bacterial groups 
at different taxonomic levels between each group of mice.

Quantification of target bacterial group by qPCR. DNA extracted from frozen mouse fecal samples 
as described above was used for qPCR to quantify target bacterial group. Each qPCR reaction mixture con-
sisted of iQ SYBR Green Supermix (Biorad), 0.25 µM of each primer and 10 ng of extracted DNA. To detect 
AIEC LF82, primers binding to the LF82-specific pMT gene (forward 5′-CCATTCATGCAGCAGCTCTTT-3′ 
and reverse 5′-ATCGGACAACATTAGCGGTGT-3′) were used37. A region of the 16S rRNA gene of all bac-
teria was amplified using the universal primers (Forward: 5′-ACTCCTACGGGAGGCAG-3′ and reverse 
5′-GACTACCAGGGTATCTAATCC-3′)54. Amplification programs included an initial denaturation at 95 °C for 
10 min followed by 40 cycles consisting of denaturation at 95 °C for 30 sec, annealing at 55 °C (all bacteria) and 
60 °C (LF82-specific gene pMT) for 30 sec and extension at 72 °C for 5 min. Data were normalized to total bac-
terial. Fold-induction was calculated using the ∆∆Ct method as follows: ∆∆Ct = (CtpMT − Cttotal bacteria)group 2 −  
(CtpMT − Cttotal bacteria)group 1, and the final data were derived from 2−∆∆Ct

.

Ethical statement. Animal protocols were carried out in strict accordance with the recommendations of 
the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the Université Clermont-Auvergne, Clermont-Ferrand, 
France and were approved by the Ethical Committee for Animal Experimentation of the Department of 
Auvergne (Comité d’éthique en matière d’expérimentation animale CEMEA Auvergne, registered under the 
number C2EA - 02) and the Ministère de l’Education Nationale, de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche 
(APAFIS#2500-20 15070710163594).

Statistical analysis. For bacterial CFUs, lcn-2 levels and relative abundance of bacterial genus data, val-
ues were expressed as means ± SEM. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA test followed by 
Bonferroni’s post-hoc comparisons with GraphPad Prism version 5.01 software (GraphPad Software, San Diego, 
CA). PCoA data of mouse groups were compared, and statistical significance of clustering was determined using 
Permanova method using QIIME software package. A P value less than 0.05 was considered statistically signifi-
cant. *P < 0.05; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001; ****P ≤ 0.0001.
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