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« Il faut toujours viser la lune, car même en cas d'échec, on atterrit dans les étoiles » 
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L’implication du microbiote intestinal dans le développement du cancer colorectal (CCR) et 
dans la réponse aux traitements anti-cancéreux est de plus en plus évidente. Plusieurs études 
indépendantes ont montré que la muqueuse intestinale de patients atteints de CCR est anormalement 
colonisée par des souches d’Escherichia coli pouvant présenter des propriétés invasives et ayant acquis 
des facteurs de virulence. Plus de la moitié de ces souches sont porteuses de l’îlot pks responsable de la 
synthèse d’une génotoxine : la colibactine, qui peut interférer directement avec l’ADN ou avec le cycle 
cellulaire des cellules de l’hôte, et générer des mutations. Plusieurs études indépendantes sur différents 
modèles animaux de CCR ou sur lignées cellulaires ont décrit d’autres mécanismes d’action de ces 
bactéries qui pourraient jouer un rôle dans la carcinogenèse colique : interactions avec le système 
immunitaire et l’inflammation et induction de la sénescence cellulaire qui s’accompagne de la libération 
de facteurs de croissance ayant un effet pro-tumoral sur les cellules épithéliales. Cependant, faute de 
lien entre ces études physiopathologiques parcellaires, l’étude de l’association des bactéries E. coli avec 
le CCR doit être poursuivie.  

 
Le but de ces travaux de thèse était de préciser l’effet d’une infection chronique par E. coli 

colibactine-positive, notamment sur le micro-environnement immunitaire colique et son implication sur 
la carcinogenèse colique, et sur l’efficacité anti-tumorale d’une stratégie d’immunothérapie ciblant le 
checkpoint immunologique PD-1. Afin d’étudier les interactions microbiote-système immunitaire-hôte, 
nous avons choisi de travailler sur le modèle APCMin/+, modèle murin de référence du CCR.  
 Dans un premier temps, nous avons développé et validé une nouvelle méthode pour quantifier 
les cellules immunitaires dans le côlon de ce modèle. Cette méthode, basée sur des marquages 
immunofluorescents et une analyse numérique d’image dotée d’un apprentissage automatique (dit 
« machine learning »), nous a permis de distinguer, quantifier et localiser ces cellules dans trois 
compartiments d’intérêt d’une section colique entière : la muqueuse, les follicules lymphoïdes et les 
tumeurs. Après validation, cette méthode d’imagerie nous a permis d’obtenir une analyse précise de 
l’environnement immunitaire colique dans le modèle de souris APCMin/+ chroniquement infectées par 
une souche E. coli colibactine-positive isolée d’une muqueuse de patients CCR. Nous avons montré in 

vivo que cette bactérie induit un environnement pro-carcinogène dépendant de la présence de la 
colibactine, avec une augmentation de populations pro-inflammatoires telles que les neutrophiles et 
d’enzyme pro-inflammatoire (myéloperoxydase), accompagnée de la diminution de cytokines anti-
inflammatoires. Ce contexte pro-carcinogène est renforcé par la diminution des Lymphocytes T (LT) 
anti-tumoraux dans la muqueuse et la tumeur. Cet effet a également été observé chez les patients atteints 
de CCR porteurs de souches E. coli colibactine-positives avec une baisse de la population des LT CD3+. 
Enfin, nous avons démontré qu’une infection par E. coli colibactine-positives induit une résistance à une 
immunothérapie anti-tumorale ciblant le checkpoint immunologique PD-1. Ces résultats suggèrent que 
la diminution des LT induite par l’infection chronique du tube digestif par des E. coli colibactine-
positives pourrait être liée à cette résistance au traitement.  
 Ainsi, les travaux effectués lors de cette thèse permettent de confirmer le rôle clé de certaines 
bactéries du microbiote intestinal et du dialogue complexe de celui-ci avec le système immunitaire, dans 
la carcinogenèse colique et la réponse aux traitements anti-cancéreux. À plus long terme, ces résultats 
pourraient permettre d’utiliser la détection des E. coli colibactine-positives comme marqueur de mauvais 
pronostique du CCR notamment vis-à-vis de la réponse aux thérapies ciblant le checkpoint 

immunologique PD-1/PDL1. 
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ACE : Antigène carcino-embryonnaire 

ADK : Adénocarcinome 

ADN : Acide désoxyribonucléique 

AEEC : Attaching and Effacing E. coli 

 

AIEC : Adherent and invasive Escherichia 

coli 

AINS : Anti-inflammatoires non 

stéroïdiens 

AGCC : Acides gras à chaîne courte 

AJCC: American Joint Committee on 

Cancer 

 

AKT : Protein kinase B 

AOM : Azoxyméthane 

APC : Adenomatous polyposis coli 

ARG : Arginase 

ARN : Acide ribonucléique 

ATP : Adénosine triphosphate 

 

BCL-2 : B-cell lymphoma 2 

BFT : Bacteroides fragilis toxin 

 

CAC : colitis-associated cancer 

CagA : Cytotoxin-associated antigen A 

CCR : Cancer colorectal 

CD : Cluster de différenciation 

CDT : Cytolethal distending toxin 

CEACAM : Carcinoembryongenic antigen 

cell adhesion molecule 

CFSE : Carboxyfluorescein succinimidyl 

ester 

CIF : Cycle inhibiting factor 

CIMP : CpG island methylator phenotype 

CIN : Chromosomal instability 

CMH : Complexe majeur 

d’histocompatibilité 

CMS : Consensus molecular subtype 

CNL : Cognition network language 

CNT : Cognition network technology 

 

CNF : Cytotoxic necrotizing factor 

COX-2 : Cyclo-oxygénase-2 

COXIBs : Inhibiteurs de Cyclo-oxygénase 

CRP : Protéine C réactive 

CT : Centre de la tumeur 

CTLA-4 : Cytotoxic T-Lymphocyte 

Associated Protein 

 

DAEC : Diffusely-adherent Escherichia 

coli 
DAPI : 4',6-diamidino-2-phénylindole 

DC : Cellule dendritique 
DIA : Digital image analysis 

DVL : Dishevelled  

DSS: Dextran sulfate sodium 

 

EAEC : Escherichia coli entéro-

agrégatives 

EGF : Epidermal growth factor 

EGFR : Epidermal growth factor receptor 

EHEC : Escherichia coli entéro-

hémorragiques 

EIEC : Escherichia coli entéro-invasives 

ELISA : Enzyme-linked immunosorbent 

assay 

EPEC : Escherichia coli entéro-

pathogènes 

ERCC : Excision Repair Cross-

Complementing protein 

ERK : Extracellular signal-regulated 

kinases 

ETEC : Escherichia coli entéro-

toxicogènes 

ExPEC : Escherichia coli pathogènes 

extra-intestinaux 

 

FAD A : Fusobacterium adhesin A 

FCA : Foyer de cryptes aberrantes 
FDA : Food and drug administration 

FGF : Fibroblast growth factor 

FISH : Fluorescence in situ hybridization 

FOXP3 : Forkhead box P3 

FZ : Frizzled 

 

GALT : Gut-associated lymphoid tissue 

GFP : Green fluorescence protein 

G-MDSCs : Granulocytic-myeloid-

derived supressor cells 

GPX : Glutathion peroxydase 

GTP : Guanosine triphosphate 

HGF : Hepatocyte growth factor 

HES : Hématoxyline éosine safran 
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HNPCC : Hereditary non-polyposis 

colorectal cancer 

 

IDO : Indoleamine 2,3-dioxygénase 

IELs : lymphocytes intraépithéliaux 

Ig : Immunoglobuline 

IGF-1 : Insulin grothw factor 1 

IHC : Immunohistochimie 

IL : Interleukine 

ILC : Innate lymphoid cell 

IM : Invasive margin 

IMC : Indice de masse corporelle 

iNOS : Inductible NO synthase 

IFN : Interféron 

IVIS : In vivo imaging spectrum 

 

KO : Knock-out 

LB : Lymphocyte B 

LPS : Lipopolysaccharide 

LT : Lymphocyte T 

LT Th : Lymphocyte T helper 

 
M1/M2 : Macrophage de type 1/Macrophage 

de type 2 

 

MAPK : Mitogen activated protein kinase 

MC : Maladie de Crohn 

MCC : Mutated in colorectal cancer 

MCP : Monocyte chemoattractant protein 
MDSCs : Myeloid-derived supressor cells 

MIBE : Microbiome-Induced Bystander 

Effect 

MICI : Maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin 

MIN : Multiple intestinal neoplasia 

MLH : MutL E. coli homolog 
MLN : Mesenteric lymph node 

MMP : Métalloprotéinase 

MMR : Mismatch repair 

MPO : Méylopéroxydase 

MSH : MutS E. coli homolog 

MSI : Microsatellite instability 

MSS : Microsatellite stability 

MUC-1 : Mucin 1 cell surface associated 

MYH : E. coli mutY gene homolog 

 

NE : Neutrophil elastase 

NF-κB : Nuclear factor-κB 

NK : Natural killer 

NKG2D : Natural Killer Group 2D 

NKT : Natural killer T 

NLR : Neutrophil to lymphocyte ratio 

NLRs : Nod-like receptor 

NMEC : Neonatal meningitis Escherichia 

coli 

NOD : Nucleotide binding oligomerization 

domain 

NOX : NAPDH oxydase 

NRPS : Non-ribosomal peptides 

megasynthase 

 

PAI : îlot de pathogénicité 

PAF : Polypose adénomateuse familiale 

PAMP : Pathogens associated molecular 

pattern 
PBMCs : Peripheral blood mononuclear cells 

PCNA : Proliferating cell nuclear antigen 

PD-1 : Programmed death 1 

PDGF : Platelet derived growth factor 
PDL-1 : Programmed death ligand 1 

PET/CT : Tomographie par émission de 

positrons – tomodensitométrie 

PGE2 : Prostaglandine 2 

PI3K : Phosphoinositol-3-kinase 

PKS : Polyketide synthase 

PMS : Post-meiotic segregation protein 

PP : Plaque de Peyer 

PRR : Pattern recognition receptor 

 

QPCR : Quantitative polymerase chain 

reaction 

 

RAG2 : Recombination activating gene 2 

 

RAS : Rat sarcoma viral oncogene 

RCH : Rectocolite ulcéro-hémorragique 

RH : Recombinaison homologue 

RNS : Espèces nitrosées réactives 
ROI : Region of interest 

ROS : Espèces réactives de l’oxygène 

RPA : Replication protein A 

 

SCID : Severe combined 

immunodeficiency 

SFB : Segmented filamentous bacteria 

SIDA : Syndrome d'immunodéficience 

acquise 

SMAD : Small mothers against 

decapentaplegic protein 

SMO: Spermine oxydase 

SOD : Superoxyde dismutase 

SST3 : Système de secretion de typ
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STAT3 : Signal transducer and activator of 

transcription 3 

TAM : Tumor associated macrophage 

TAN : Tumor associated neutrophil 

TCR : T cell receptor 

TGF : Tumor growth factor 

TILs : Infiltrats lymphocytaires tumoraux 

TLR : Toll-like receptor 

TME : Tumor microenvironment  

TNM : (« Tumor Node Metastasis ») 

TNF : Tumor necrosis factor 

TP53: Tumor protein 53 

TRAIL : Tumor-necrosis-factor related 

apoptosis inducing ligand 

TSA : Tyramide signal amplification 

TREG : LT régulateurs 

 

UICC : Union Internationale Contre le 

Cancer 

UPEC : Uropathogenic Escherichia coli 

 

VacA : Toxine vacuolisante A 

VEGF : Vascular endothelial growth 

factor 

 

WNT : Wingless integration site 

 

ZAP70 : Zeta-chain-associated protein 

kinase 70 

 

3E : Elimination – équilibre - échappement 

5-FU : 5-fluoro-2,4(1H,3H)-

pyrimidinedione 

8-OXO-DG : 8-Oxo-2'-désoxyguanosine 
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Figure 1 : Répartition géographique du cancer colorectal dans le monde. La répartition 

géographique du CCR varie notamment en fonction du niveau d’industrialisation. Les incidences 

les plus élevées sont observées dans les pays les plus industrialisés tels que ceux de l’Europe 
occidentale, Amérique du Nord et d’Asie. Source : Bray et al., 2018  
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I- Le cancer colorectal 
 

I.1- Généralités  
 

I.1.1) Épidémiologie 
 

Dans le monde, le cancer colorectal (CCR) représente le troisième cancer le plus 

fréquent chez l’homme, avec une incidence de 575 789  nouveaux cas (10,2 % des cancers 

diagnostiqués dans le monde) en 2018 ; et le deuxième chez la femme avec 520 812 nouveaux 

cas (9,5 % des cancers diagnostiqués) (Bray et al., 2018). En 2018, environ 881 000 décès ont 

été répertoriés dans le monde, faisant du CCR le deuxième cancer le plus mortel. La répartition 

géographique de ce cancer est corrélée au niveau d’industrialisation, les incidences et le taux 

de mortalité les plus élevés sont observées dans les pays les plus industrialisés tels que ceux 

d’Europe occidentale, d’Amérique du Nord et d’Asie (Figure 1) (Arnold et al., 2017; Bray et 

al., 2018; Ferlay et al., 2015). En France, le taux d’incidence est de 26,3 nouveaux cas pour 

100 000 hommes et de 18,4 pour 100 000 femmes (Ferlay et al., 2018). Le taux de survie à 5 

ans est de 56 % tous stades confondus, quel que soit le sexe, il passe à moins de 20 % pour les 

stades les plus agressifs (Ferlay et al., 2015). 

 

I.1.2) Facteurs de risques  
 

Le CCR est une maladie impliquant une combinaison de facteurs héréditaires et 

environnementaux. Bien que la majorité des CCR soient sporadiques, 5% de ces cas sont liés à 

une prédisposition génétique (cas dits héréditaires). Le CCR peut également être associé à une 

maladie inflammatoire chronique de l’intestin (MICI) dans moins de 1% des cas (Half et al., 

2009; Stoffel and Chittenden, 2010). 

 

I.1.2.a. Les antécédents personnels et familiaux en lien avec le CCR 

 

Les individus ayant des antécédents de CCR dans leur famille ont un risque plus élevé 

que la population générale (Kim et al., 2018). Il dépend à la fois du nombre de personnes 

apparentés touchées et de l’âge du patient zéro lors du diagnostic (Kim et al., 2018). Plus 

précisément ce risque est augmenté de 2 fois pour un apparenté au premier degré atteint de 
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CCR, à 6 fois pour au moins deux apparentés au premier degré touchés (Boutron et al., 1995; 

Carstensen et al., 1996; Fuchs et al., 1994; Kim et al., 2018; St John et al., 1993 ; Haute Autorité 

de Santé, 2013).  

De la même façon, les sujets traités pour un CCR ont un risque deux fois supérieur à 

celui de la population générale de développer un second CCR dans les 5 premières années 

suivant le traitement (Haute Autorité de Santé, 2013). Ce risque est multiplié par 3,6 chez les 

sujets atteints d’adénomes de plus de 1cm et par 6,6 en cas d’adénomes multiples (Atkin et al., 

1992). 

 

I.1.2.b. Les syndromes héréditaires : Lynch et polypose adénomateuse familiale 

 

 Lorsque le CCR est diagnostiqué avant 50 ans avec des antécédents personnels et/ou 

familiaux de cancers, une prédisposition génétique est suspectée. Les deux principaux 

syndromes de CCR héréditaires actuellement identifiés sont le syndrome de Lynch ou HNPCC 

(« Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer ») et la polypose adénomateuse familiale 

(PAF) (Jasperson et al., 2010).  

 

La forme la plus fréquente de CCR familiaux survient dans le cadre du syndrome de 

Lynch et représenterait environ 5% des cancers coliques (Jasperson et al., 2010; Ponz de Leon 

et al., 1993; Stoffel and Chittenden, 2010). Le risque de développer un CCR pour les individus 

porteurs de ce syndrome est estimé entre 50 et 80%. Son apparition survient à l’âge médian de 

45 ans et touche plus souvent le côlon droit (Steinke et al., 2013). L’absence de caractéristiques 

phénotypiques de ces formes de tumeurs qui sont très proches de celles des CCR sporadiques, 

rendent leur diagnostic difficile.  

 

La polypose adénomateuse familiale (PAF) serait responsable de 1% des CCR. Sa 

prévalence est estimée à 1 pour 10 000 (Jasperson et al., 2010; Palmer et al., 2007). Elle est 

caractérisée par le développement, après la puberté, de plusieurs centaines de polypes 

adénomateux colorectaux qui évoluent en cancer colique vers l’âge de 40 ans (Cunningham et 

al., 2010; Lynch and de la Chapelle, 2003; Weitz et al., 2005). Si ces patients ne sont pas traités 

ils développeront un CCR dans les 10 à 20 ans.  
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Deux gènes peuvent être impliqués dans la genèse de la PAF : le gène suppresseur de 

tumeur apc (« Adenomatous Polyposis Coli ») et le gène myh (« E. coli mutY gene homolog ») 

(Half et al., 2009; Jasperson et al., 2010). 

Le gène apc est organisé en 15 exons et est présent chez l’homme au niveau du locus 5q21. Il 

code pour la protéine APC qui interagit avec d’autres protéines dans de nombreux processus 

biologiques et intracellulaires tels que l’adhésion et la prolifération cellulaire (Half et al., 2009). 

Lorsque ce gène est muté, il conduit à une sur-activation de la voie Wnt/β-caténine (« Wingless 

Integration Site ») qui favorise une prolifération cellulaire anarchique (Half et al., 2009; Weitz 

et al., 2005). De nombreuses mutations de ce gène peuvent être responsables de la PAF, la 

majorité induisent l’apparition d’un codon stop qui entraîne la synthèse d’une protéine APC 

tronquée au niveau de la région C-terminale (Galiatsatos and Foulkes, 2006). 

Concernant le gène myh, il code pour une adénine glycosylase impliquée dans la réparation de 

dommages à l’ADN provoqués par les espèces réactives de l’oxygène (ROS) (Jasperson et al., 

2010). Une mutation bi-allélique est indispensable et est en général responsable de formes 

atténuées de la PAF.  

Il existe également une forme plus rare de PAF, la polypose juvénile familiale, 

caractérisée par la présence de nombreux polypes, dont le risque de transformation en 

carcinome est d’environ 50 % (Howe et al., 1998; Jasperson et al., 2010). Il a été caractérisé 

des mutations du gène suppresseur de tumeur smad4/madh4 chez environ 20 à 50% des familles 

atteintes. D’autres gènes tels que pten, bmpr1/alk3 pourraient être impliqués mais leur rôle reste 

controversé (Tenière et al., 2002). 

 

I.1.2.c. Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) 
 

Le cancer colorectal associé à une colite  (CAC, « colitis-associated cancer ») est un 

sous type de CCR qui survient après une prédisposition induite par l’agression chronique de 

l’épithélium intestinal (Long et al., 2017a; Terzić et al., 2010). Bien qu’ils représentent moins 

de 1% des cas de CCR, les patients atteints de maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 

(MICI) telles que la maladie de Crohn ou la rectocolite ulcéro-hémorragique, présentent le 

risque le plus élevé de développer un CCR, avec une incidence de plus de 60% supérieure à la 

population générale (Long et al., 2017b; Lopez et al., 2018; Shawki et al., 2018). Plus de 20% 

des patients déclarent un cancer colique dans les 30 ans après le diagnostic de leur MICI (Terzić 

et al., 2010). 
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I.1.2.d. Les facteurs environnementaux 

 

La répartition hétérogène du CCR dans le monde suggère l’implication de facteurs 

environnementaux (Arnold et al., 2017; Huxley et al., 2009). Ces facteurs sont à la fois 

alimentaires et liés au mode de vie, en particulier le mode de vie « occidental » est fortement 

impliqué. 

La consommation d’alcool et/ou de tabac a été identifiée comme un facteur de risque. 

L’alcool est associé à un doublement du risque de développer un CCR dès 30 g consommés par 

jour (Aleksandrova et al., 2014; Boutron-Ruault et al., 2001; Moskal et al., 2007). Son 

implication vient de ses métabolites, comme l’acétaldéhyde, qui induisent des altérations 

génétiques, épigénétiques, biochimiques et immunologiques en lien avec l’inflammation 

associée au CCR (Bishehsari et al., 2014; Rossi et al., 2018; Shukla and Lim, 2013; Varela-Rey 

et al., 2013; Wimberly et al., 2013). La consommation de tabac, au-delà de 20 paquets par an, 

augmente de 20% le risque de développer un cancer colique (Chao et al., 2000; Raskov, 2014). 

Depuis 2009, le CCR fait partie des maladies associées au tabagisme par l’IARC 

(« International Agency for Research on Cancer »). Certains dérivés de la nicotine sont mis en 

cause tels que l’hydroxycotinine dont la détection dans le sang est associé à un risque de 

développer un CCR (Cross et al., 2014).  

La consommation excessive de protéines, en particulier de viande rouge et de 

charcuterie riche en graisse (> 133 g par jour) augmente également la prédisposition au cancer 

du côlon (Aykan, 2015; Bernstein et al., 2015; Carr et al., 2016; Domingo and Nadal, 2017; 

Huxley et al., 2009; Norat et al., 2002; Potter et al., 1993; Raskov, 2014). La cuisson des 

protéines et des graisses produit des composés tels que les amines hétérolytiques et l’acrylamide 

pouvant initier la carcinogenèse, tout comme les dérivés des nitrites utilisés pour la conservation 

de la viande, qui sont mutagènes (Gunter et al., 2005; Norat et al., 2002; Turner and Lloyd, 

2017). 

Le syndrome métabolique et l’obésité définie par un Indice de Masse Corporelle (IMC) 

supérieure à 30 kg/m2, participent aussi à une élévation du risque de développer un CCR. Plus 

précisément les personnes souffrant d’obésité présentent un sur-risque de 20% par rapport aux 

sujets dont l’IMC est inférieur à 25 kg/m2 (Freisling et al., 2017; Mendonça et al., 2015; 

Moghaddam et al., 2007). Le risque est augmenté de 2 à 10 fois chez les patients atteints de 

syndrome métabolique (Mendonça et al., 2015). Le diabète de type 2 est également un facteur 

de risque (Mendonça et al., 2015). L’hyperinsulinémie serait liée à la cancérogénèse notamment 
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via son effet promoteur en activant les récepteurs IGF-1 (« Insulin grothw factor 1») des 

cellules malignes (Giovannucci, 1995; Mendonça et al., 2015). 

 

Au contraire, une activité physique régulière, une alimentation riche en fruits, légumes 

et en fibres (10g/j) diminuent significativement le risque de développer un CCR (Huxley et al., 

2009; Mendonça et al., 2015; Moore et al., 2016; Morris et al., 2018; Raskov, 2014). 

 

I.1.3) Facteurs pronostiques 
 

I.1.3.a.Les facteurs cliniques 

 

L’âge, le sexe et le niveau socio-économique des patients atteints de CCR ont été 

identifiés comme facteurs de risque.  

Le risque de mortalité ajusté au stade tumoral augmente avec l’âge (Gabriel et al., 2018; 

Roncucci et al., 1996), il est supérieur à 30% chez les patients âgés de 60 à 74 ans puis double 

après 74 ans (Roncucci et al., 1996). Il est probablement davantage lié à l’état de santé de 

l’individu qu’à l’agressivité du CCR. 

Le pronostic du CCR est plus mauvais chez les hommes que les femmes, après chirurgie 

d’exérèse (McArdle et al., 2003; Paulson et al., 2009). Ceci pourrait être expliqué par l’effet 

protecteur des stéroïdes féminins sur les fonctions immunitaires et par une inflammation 

systémique chronique associée au CCR plus forte chez l’homme.  

Le niveau socio-économique faible est un facteur de mauvais pronostic, comme le montre 

l’élévation du risque résiduel de décès de 9 à 20% chez les afro-américains après ajustement 

par rapport au stade du diagnostic et au niveau de revenus, aux États-Unis (Lee et al., 2012; 

Monnet et al., 1993; Sineshaw et al., 2018). Néanmoins il a été montré que ce risque pouvait 

être diminué si les patients bénéficiaient d’une sécurité sociale adaptée (Pulte et al., 2017; 

Sineshaw et al., 2018; Zhang et al., 2015b).  

 

I.1.3.b. Les facteurs histopronostiques 

La classification TNM (« Tumor Node Metastasis ») est la classification 

histopronostique internationale de référence. Elle est utilisée pour définir la prise en charge des 

patients atteints de CCR et notamment pour les indications de chimiothérapies. Cette 



T (Tumor) – Tumeur primitive 

N (Node) – Extension ganglionnaire 

M (Metastasis) – Extension métastatique 

Tableau 1 : Classification histopronostique TNM du CCR selon l’Union Internationale Contre 

le Cancer (UICC), 8ème édition (2017). La classification TNM (« Tumor Node Metastasis ») permet 

de définir la prise en charge des patients. Cette classification évalue l’envahissement tumoral pariétal 

(T), la présence de métastases ganglionnaires (N) et/ou viscérales (M). Source : d’après 
http://www.uicc.org. 



13 

 

classification décrit l’extension anatomique des cancers selon trois statuts : extension tumorale 

ou pariétale (T), ganglionnaire (N) et métastatique (M), par l’intermédiaire d’indices 

numériques croissants. Ces critères sont définis par l’UICC (Union Internationale Contre le 

Cancer) et l’AJCC (« American Joint Committee on Cancer ») (Tableau 1) (Edge and 

Compton, 2010).  

Ceci permet de distinguer des stades tumoraux auxquels sont associés un risque de récidive et 

une survie à 5 ans spécifiques (Adloff et al., 1989). En fonction de l’envahissement local (T), 

la survie à 5 ans pour les patients atteints de CCR et porteurs de tumeurs Tis est d’environ 

100%, et chute progressivement avec l’augmentation de l’index T, jusqu’à atteindre 72% pour 

les patients porteurs de tumeurs T4 (O’Connell et al., 2004). Le nombre de ganglions envahis 

(N) est un facteur de mauvais pronostic.  En effet, un stade N2 entraine une diminution de 20% 

de la survie à 5 ans de façon indépendante du stade T (Adloff et al., 1989; Greene et al., 2002; 

O’Connell et al., 2004). Dans 80% des cas de métastases viscérales (M) celles-ci sont 

inaccessibles à une résection chirurgicale, elles altèrent la survie à 5 ans en l’abaissant à 30% 

(Simmonds et al., 2006).  

 

D’autres critères comme les envahissements lymphatiques et péri-nerveux, qui 

participent à la formation de micro-métastases disséminant dans l’organisme pour former de 

nouvelles tumeurs sur des sites secondaires, sont des facteurs de pronostic péjoratifs (Compton, 

2003; Compton et al., 2000; Huh et al., 2010). Un faible niveau de différenciation tumorale, 

défini par le pourcentage de glandes en formation au sein de la tumeur, est lui aussi un critère 

péjoratif  (Cho et al., 2009; Chung et al., 1982; Compton, 2007; Purdie and Piris, 2000). 

L’aneuploïdie est corrélée au risque de récidive tumorale et au potentiel métastatique pour les 

cancers coliques de stade TNM III (Zarbo et al., 1997). Enfin, l’existence d’un bourgeonnement 

tumoral est associée à une diminution de la survie après une chirurgie (Graham et al., 2015; 

Koelzer et al., 2016a; Zlobec et al., 2007). Ces bourgeons sont initiés au niveau des structures 

glandulaires et sont constitués d’une à quatre cellules au niveau de la marge d’invasion du CCR 

(Prall and Ostwald, 2007; Ueno et al., 2002). 

À l’inverse, un infiltrat dense en lymphocytes T intra-tumoraux (TILs) à la fois au centre 

et à la marge de la tumeur apparaît de plus en plus comme un facteur de bon pronostic dans le 

CCR (Galon et al., 2014, 2016; Mlecnik et al., 2016; Pagès et al., 2005, 2018, 2018; Tosolini 

et al., 2011). Le pouvoir pronostique de ce paramètre, qui sera détaillé plus tard dans ce 

manuscrit, a été confirmé très récemment sur une cohorte de 3 539 patients atteints de CCR, 

tous stades confondus, répartis dans 13 pays différents (Pagès et al., 2018). 
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I.1.3.c. Les facteurs sériques et moléculaires 

 

En pratique courante, le seul marqueur sérique utilisé dans le CCR est l’Antigène 

Carcino-Embryonnaire (ACE) CEACAM5 (« Carcinoembronic Antigen Cell Adhesion 

Molecule 5 »). Il s’agit d’une glycoprotéine membranaire appartenant à la famille des 

CEACAM, impliquée dans les processus biologiques d’adhésion et d’apoptose cellulaire, ainsi 

que dans l’immunité. En condition normale elle est exprimée à la surface de l’intestin grêle, du 

côlon, du rectum, du pancréas, du poumon et du sein, et est faiblement détectée dans le sang 

(Beauchemin and Arabzadeh, 2013).Un taux d’ACE préopératoire élevé (supérieur à 5 ng/mL) 

est un facteur de mauvais pronostic chez un patient présentant un CCR, en lien avec une 

élévation du volume tumoral et du risque métastatique qui lui est associé (Dixon et al., 2003; 

Wang et al., 2007). La persistance d’un taux élevé après résection de la tumeur primitive est un 

indicateur de récidive précoce et de moindre survie (Hohenberger and Herfarth, 1994). 

 

D’autres marqueurs sériques sont associés à un mauvais pronostic mais non spécifiques 

du CCR, tels que la protéine C réactive (CRP) et l’albumine qui sont associées à une 

inflammation (Ghuman et al., 2017). L’ADN tumoral circulant pourrait être un facteur 

pronostique (Basnet et al., 2016; El Messaoudi et al., 2016). Sa présence et sa quantité sont 

mesurées par la détection de mutations génétiques spécifiques ou de modifications de 

méthylation de l’ADN (Basnet et al., 2016; Garrigou et al., 2016; Malapelle et al., 2017; Nagai 

et al., 2017; Ng et al., 2017). 

Le ratio NLR (densité de neutrophiles/densité de lymphocytes) dans le sang est 

également de plus en plus étudié, un fort ratio (supérieur à 3 ou 5 en fonction des études) 

pourrait être associé à une diminution de la survie globale et sans récidive. Cet indicateur sera 

plus détaillé dans la deuxième partie de cette introduction bibliographique (Chua et al., 2011; 

Han et al., 2018; Kim et al., 2014; Li et al., 2018; Pedrazzani et al., 2017; Shibutani et al., 2013; 

Walsh et al., 2005). 

  

Concernant les facteurs qui se basent sur des altérations présentes au niveau de la 

tumeur, seule la détermination du phénotype tumoral MSI est utilisée. En effet, ce phénotype 

est de bon pronostic avec un potentiel métastatique plus faible (Guastadisegni et al., 2010; 

Ogino et al., 2009a; Phipps et al., 2015). Il pourrait également être lié à une meilleure réponse 

aux traitements comme aux immunothérapies ciblant des protéines inhibitrices du système 
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immunitaire (checkpoints immunologiques inhibiteurs) (Le et al., 2015; Llosa et al., 2015; 

Sclafani, 2017).  

 

D’autres indicateurs ont été rapportés comme des facteurs péjoratifs dans le CCR. La 

perte de matériel génétique sur le bras long du chromosome 18q diminue de près de la moitié 

la survie à 5 ans chez les patients atteints de CCR de stade II et III (Shibata et al., 1996). Des 

mutations sur le gène k-ras sont associées à un taux de récidive plus important et à une 

résistance aux thérapies ciblant l’EGFR (Benhattar et al., 1993; Custodio and Feliu, 2013). 

 

 Récemment un consensus international a permis de définir une nouvelle classification 

moléculaire des cancers colorectaux dont la valeur pronostique est forte, nommée classification 

CMS (« Consensus Molecular Subtype ») (Bibeau et al., 2018; Colangelo et al., 2017; Guinney 

et al., 2015). Elle a été établie à partir de l’analyse de données provenant de plus de 4 000 

échantillons tumoraux de patients différents et est basée sur des facteurs moléculaires, cliniques 

et biologiques. Cette classification CMS prend en compte le phénotype tumoral et l’activation 

de voies de signalisation impliquées dans la carcinogénèse colique (cf ci-dessous). L’abondance 

et la nature des cellules immunitaires infiltrant les tumeurs est un critère déterminant.  

Au total quatre sous-types de tumeurs sont définis, du CMS-1 au CMS-4 permettant de 

classer 87% des CCR (Colangelo et al., 2017; Guinney et al., 2015; Thésaurus National de 

Cancérologie Digestive, 2018).  

Le sous-type CMS-1 (14 % des CCR), aussi appelé sous-type « Immun », est caractérisé 

par une instabilité microsatellitaire forte définissant le phénotype MSI, des mutations sur le 

gène b-raf et une forte infiltration en cellules immunitaires et en particulier en lymphocytes T 

anti-tumoraux.  

Le sous-type CMS-2 (37 % des CCR), nommée « Canonique », est définit par un nombre 

d’altérations moléculaires important au niveau de gènes suppresseurs de tumeurs tels que ceux 

codant pour les protéines P53 et APC, ou de gènes impliqués dans la différenciation cellulaire 

tels que ceux codant pour les protéines de la voie de signalisation WNT. Ces tumeurs coliques 

sont faiblement infiltrées par les cellules immunitaires. 

Cette faible densité de l’infiltrat immunitaire est également observée dans le sous type CMS-3 

(13 % des CCR), dénommé « Métabolique », qui présente des dérégulations épithéliales et 

métaboliques. En effet, un fort taux de mutations k-ras et une surexpression des voies 

métaboliques sont identifiées dans ce type de tumeurs.  
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Le sous-type « Mésenchymateux » ou CMS-4 (23 % des CCR) quant à lui, est caractérisé par 

une sur-activation de la voie TGF-β et de l’angiogenèse ainsi que par un stroma inflammatoire 

et immunosuppresseur. 

 Bien qu’elle ne soit pas encore utilisée en clinique cette classification est de plus en plus 

diffusée car elle pourrait permettre une meilleure évaluation du pronostique des patients atteints 

de CCR et d’orienter leurs traitements, notamment par le choix de thérapies ciblées (Colangelo 

et al., 2017; Okita et al., 2018; Sveen et al., 2018. Thésaurus National de Cancérologie 

Digestive, 2018). Les patients porteurs du CCR de sous-type CMS-1 présentent la meilleure 

survie sans récidive contrairement aux patients porteurs de CCR CMS-4 pour lesquels la survie 

sans récidive et la survie globale sont les plus mauvaises. Les patients atteints de CCR de sous-

type CMS-2 et CMS-3 présentent quant à eux des survies sans récidive intermédiaires, 

néanmoins les meilleures survies globale et après rechute sont observées pour les patients 

porteurs du sous-type CMS-2 (Colangelo et al., 2017; Guinney et al., 2015). 

 

En plus de ces facteurs pronostiques, il existe de plus en plus d’évidence sur la valeur 

pronostique du microbiote colique dans le CCR (cf ci-dessous). 

 

I.1.4) Traitements 

 

Le principal traitement du cancer colorectal est la chirurgie. Elle consiste en la résection 

de la tumeur avec des marges de sécurité suffisantes (marges distales et proximales minimales 

de 5 cm) et un curage ganglionnaire. Le côlon étant en rapport étroit avec ses organes et tissus 

adjacents (duodénum, intestin grêle, estomac, rate…), il peut être nécessaire de réaliser 

l’exérèse totale ou partielle de ces derniers en cas d’envahissement tumoral (Shen et al., 2004; 

Thésaurus National de Cancérologie Digestive, 2018).  

La chimiothérapie est administrée dans trois situations selon le stade de développement 

tumoral : avant la chirurgie afin de stabiliser ou de faire régresser le développement cancéreux 

(néo-adjuvante) ; ou après la chirurgie en fonction de facteurs pronostiques histopathologiques, 

dans le but de diminuer les risques de récidives en éliminant d’éventuelles cellules tumorales 

résiduelles (adjuvante) ; ou lorsque la chirurgie n’est pas possible en raison d’un développement 

tumoral trop avancé et/ou de l’état général trop précaire du patient (Cunningham et al., 2010).  

L’administration d’une chimiothérapie adjuvante n’est indiquée que pour les tumeurs de stade 

TNM II associées à des facteurs de mauvais pronostic (T4, perforation, engainements péri-



Figure 2 : Anatomie générale du côlon. Le côlon est la portion du tube digestif située entre l’intestin 

grêle et le rectum. Il comporte deux parties : le côlon droit (côté ascendant et partie droite du côlon 

transverse), et le côlon gauche (côlon transverse partie gauche, côlon descendant et côlon sigmoïde). 

Source : Larousse encyclopédie 

Figure 3 : Structure de la paroi intestinale. La paroi intestinale est composée de 4 couches qui sont 

(de la lumière vers l’extérieur) : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse. La 

muqueuse intestinale est pourvue de nombreux replis : les évaginations telles que les villosités 

intestinales, et des invaginations telles que les cryptes intestinales. Source : http://www.corpshumain.ca 
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nerveux, tumeurs peu différenciées). Elle est composée de 5-FU (5-Fluoro-Uracile), acide 

folinique et oxaliplatine (FOLFOX) (O’Connor et al., 2011; Thésaurus National de 

Cancérologie Digestive, 2018). Pour les CCR de stade III l’administration d’une bi ou tri-

chimiothérapie adjuvante de type CAPOX (Capecitamine et Oxaliplatine) ou FOLFOX est 

indiquée (André et al., 2004; Thésaurus National de Cancérologie Digestive, 2018). 

Au stade métastatique, le traitement de première intention est la chimiothérapie, la chirurgie 

n’étant préconisée qu’en cas de tumeur compliquée ou symptomatique (occlusion, 

hémorragie…). En cas de métastases, la chimiothérapie néo-adjuvante est utilisée pour 

favoriser la stabilisation de la maladie voir même faire régresser les lésions. Si une stabilisation 

ou une réponse est observée les métastases seront alors réséquées (Jones et al., 2012). La 

radiothérapie n’est indiquée que dans le cas de cancer du rectum. 
 

 

I.2 - Structure et physiologie du côlon 

 

I.2.1) Généralités 

 

Le tractus digestif a pour fonction principale la digestion et l’assimilation des aliments. Il 

participe également à la protection de l’organisme grâce au rôle barrière (physique, chimique 

et immunitaire) de son épithélium, contre les molécules nocives et/ou les agents pathogènes. 

L’intestin fait suite à l’estomac et s’étend jusqu’à l’anus. Le côlon est la portion du tube digestif 

situé entre l’intestin grêle et le rectum (Figure 2). Les rôles physiologiques spécifiques du côlon 

sont la réabsorption hydro-électrolytique, la dégradation des composés non-digestibles, et le 

stockage des selles avant défécation. Une organisation histologique spécifique permet le bon 

déroulement de ces fonctions (van der Flier and Clevers, 2009).  

 

La paroi intestinale est constituée de 4 couches (Figure 3) : la muqueuse, la sous-

muqueuse, la musculeuse et la séreuse. La muqueuse est la tunique la plus complexe en contact 

avec la lumière. Elle est composée d’un épithélium qui repose sur une lame basale, d’un chorion 

(ou lamina propria) riche en vaisseaux sanguins et lymphatiques, et d’une fine couche 

musculaire de soutien appelée musculaire muqueuse (Humphries and Wright, 2008). 

La muqueuse intestinale est pourvue d’ invaginations nommées cryptes ou glandes de 

Lieberkühn, qui sont essentielles pour l’homéostasie cellulaire et permettent le renouvellement 



Figure 4 : Particularité de la muqueuse colique et renouvellement cellulaire de l’épithélium. La 

muqueuse colique est dépourvue de villosité mais elle présente un grand nombre de cryptes, 

contrairement à celle de l’intestin. Son épithélium est monostratifié et son renouvellement est assuré par 

les cellules souches pluripotentes localisées au fond des cryptes. Celles-ci se divisent et se différencient 

en remontant progressivement vers la lumière colique. Source : Reya and Clevers, 2009. 

Colon B A Intestin 
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des cellules de l’épithélium muqueux puisqu’elles sont le siège de la prolifération cellulaire 

(Clevers, 2013; van der Flier and Clevers, 2009). Chez l’homme, l’épithélium intestinal est 

remplacé tous les 4 à 5 jours ce qui en fait le tissu qui possède le renouvellement le plus actif 

de tout l’organisme.  

 

I.2.2) Caractéristiques de l’épithélium colique 

 

Contrairement à la muqueuse de l’intestin, celle du côlon est dépourvue de valvules 

conniventes et de villosités mais présente un nombre important de cryptes (Figure 4) (Allaire 

et al., 2018; Kim and Ho, 2010; Peterson and Artis, 2014). Comme il vient d’être évoqué, ces 

structures permettent le renouvellement de l’épithélium colique. Plus précisément, il est assuré 

par les cellules souches pluripotentes localisées au fond des cryptes et bordées par les cellules 

mésenchymateuses, appelées myofibroblastes péri-cryptiques (Humphries and Wright, 2008). 

Les cellules souches se divisent, se différencient en cellules épithéliales et remontent 

progressivement à la surface des cryptes au cours de leur différenciation (Figure 4) (Fevr et al., 

2007; van der Flier and Clevers, 2009; Reya and Clevers, 2005). L’activité de la voie de 

signalisation WNT est essentielle dans ces processus, et un gradient de signalisation WNT 

existe le long des cryptes. L’absence de cette signalisation bloque la prolifération et conduit à 

la destruction de l’épithélium dans des modèles murins présentant une altération de la voie 

WNT (altération de la protéine APC) (Vries et al., 2010). 

 

L’épithélium colique est composé de quatre types cellulaires : (i) les entérocytes, qui 

réalisent l’absorption intestinale ; (ii) les cellules caliciformes, qui sécrètent le mucus et des 

glycoprotéines permettant la lubrification des selles et favorisant la fonction de barrière de 

l’épithélium ; (iii) les cellules endocrines, qui sécrètent des hormones avec une activité 

paracrine et endocrine (glucagon, gastrine….) ; et (iv) les cellules de Paneth, qui protègent 

l’hôte par la sécrétion de peptides (défensines) et de lysozyme antimicrobiens (Allaire et al., 

2018; van der Flier and Clevers, 2009; Kim and Ho, 2010; Peterson and Artis, 2014). La 

proportion de chaque type cellulaire au niveau de l’épithélium colique est différente de celle 

observée au niveau de l’intestin. L’épithélium colique est composé d’un nombre moins 

important d’entérocytes puisque sa fonction est de réabsorber l’eau et les électrolytes et non pas 

les nutriments. Il contient une quantité plus faible de cellules de Paneth qui ne sont présentes 



Figure 5 : Tissus immunitaires associés à l’intestin. La défense immunitaire intestinale est

organisée à travers trois structures différentes : la barrière intestinale, la lamina propria et les tissus

lymphoïdes associés à l’intestin (GALT : «Gut-Associated Lymphoid Tissue»). La barrière intestinale

contient de nombreux lymphocytes T intraépithéliaux (IELs) et constitue la première ligne de défense

immunitaire. La lamina propria contient la majorité des cellules immunitaires de la muqueuse :

lymphocytes T et B (LPLs « Lamina Propria Lymphocytes »), neutrophiles, cellules dendritiques

(DC) et macrophages.

Le GALT est composé de trois aires lymphoïdes différentes : les plaques de Peyer (PP), les follicules

lymphoïdes isolés (FAE) et les ganglions mésentériques (MLNs). Les MLNs permettent l’activation

des LT par les cellules dendritiques provenant de la muqueuse intestinale. IESC : cellules souches

épithéliales intestinales. AMP : peptides anti-microbiens. sIgA : Immunoglobuline A. SED : Dôme

sous-épithéliale. Source : Ahluwalia et al., 2017.
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qu’au fond des cryptes coliques à proximité des cellules souches afin d’assurer leur protection. 

En revanche les cellules caliciformes sont plus nombreuses (Ganz, 2000).  

I.2.3) Tissus intestinaux impliqués dans la réponse immunitaire 

 

Les trois territoires intestinaux impliqués dans la défense immunitaire mucosale de 

l’hôte sont l’épithélium, la lamina propria et les tissus lymphoïdes associés à l’intestin (GALT : 

« Gut-Associated Lymphoid Tissue ») (Figure 5) (Abreu, 2010; Ahluwalia et al., 2017). 

En plus de sa fonction barrière via la sécrétion de composés anti-microbiens (Peterson 

and Artis, 2014), l’épithélium colique contient de nombreuses cellules immunitaires appelées 

lymphocytes intraépithéliaux (IELs). Ils constituent la première ligne de défense immunitaire 

contre l’entrée de pathogènes dans la muqueuse, en raison de leur proximité avec la lumière 

intestinale (Cheroutre et al., 2011; Wershil and Furuta, 2008). Ces lymphocytes sont 

exclusivement des lymphocytes T (LT) capables de reconnaître les antigènes via l’interaction 

entre leur récepteur T (TCR) et le CMH des cellules présentatrices. Chez l’homme la majorité 

de ces LT (90%) sont porteurs du récepteur TCRαβ et seulement 10% ont un TCR (Cheroutre, 

2004; Poussier et al., 2002; Wershil and Furuta, 2008). Le maintien de ces cellules dans 

l’épithélium est régulé par leur interaction avec les cellules épithéliales intestinales, engageant 

leurs protéines de surface respectives αEβ7 (aussi appelée CD103) et E-cadhérine (Cepek et al., 

1994). 

 

La lamina propria est un site effecteur important de la réponse immunitaire intestinale 

puisqu’elle contient la majorité des cellules immunitaires associées à l’immunité intestinale 

telles que les lymphocytes, les cellules dendritiques, les neutrophiles, les macrophages et 

d’autres cellules myéloïdes ainsi que les cellules lymphoïdes innées (ILCs) (Mowat and Agace, 

2014). Elle permet de prévenir et de répondre à une invasion de la muqueuse par des pathogènes 

(Tlaskalová-Hogenová et al., 2004; Wershil and Furuta, 2008). La lamina propria intestinale 

est considérée comme la plus grande aire lymphocytaire de l’organisme, elle est composée de 

LT et de LB sécréteurs majoritairement d’IgA. La sous-population de LT la plus représentée 

est la population T CD4+ auxiliaire mais les LT CD8+ cytotoxiques, ainsi que des LT 

régulateurs, notamment les LT CD4+CD25hi, sont également présents (Acheson and Luccioli, 

2004; Carol et al., 1998; Coombes and Maloy, 2007; Mowat and Agace, 2014; Wershil and 

Furuta, 2008). La plupart de ces cellules immunitaires sont déjà activées. 

 



Figure 6 : Séquence adénome-cancer des patients atteints de CCR. La « séquence adénome-cancer »

décrit le processus du développement du cancer colique. La transformation d’un épithélium normal en

carcinome est initiée par la formation de cryptes aberrantes, après l’accumulation de mutations

génétiques et de modification épigénétiques. L’étape suivante est la formation d’un adénome précoce

puis tardif. Le carcinome est la dernière étape de cette séquence. L’apparition et la succession des

différents événements moléculaires est différente entre les CCR associés à une colite et les CCR

sporadiques. Source : D’après Terzic et al, 2010 ; Thèse de Jennifer Raisch, 2014.
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Le GALT est composé de trois aires lymphoïdes différentes (Figure 5) : les plaques de 

Peyer (PP), les follicules lymphoïdes isolés (ILF) et les ganglions mésentériques (MLNs) 

(Mason et al., 2008; Mowat, 2003). Les plaques de Peyer sont localisées dans la partie distale 

de l’iléon. Ces structures sont composées majoritairement par une aire folliculaire riche en LB 

nommée « zone B » et une plus petite surface composée de LT CD4+ et CD8+, la « zone T ». 

Elles contiennent également des cellules dendritiques et des macrophages (MacDonald, 2003). 

Les follicules lymphoïdes isolés associés à la muqueuse ont une composition et une structure 

similaire aux plaques de Peyer, mais ils sont de plus petite surface et sont répartis sur tout le 

long du tube digestif y compris le côlon (Newberry and Lorenz, 2005). Contrairement à ces 

deux tissus lymphoïdes, les ganglions mésentériques présentent une capsule et sont alimentés 

par des vaisseaux lymphatiques (Newberry and Lorenz, 2005). Ils sont composés de trois zones 

distinctes : le paracortex, le cortex et la médulla qui permettent l’initiation de la réponse 

immunitaire après présentation des antigènes aux lymphocytes par les cellules dendritiques 

activées provenant de la lamina propria. Les MLNs contiennent également des macrophages 

(Buettner and Bode, 2012; Willard-Mack, 2006).  

La maturation du GALT et des cellules qui le composent est étroitement liée au 

microbiote intestinal (cf ci-dessous) (Falk et al., 1998; Lee and Kim, 2017; Macpherson and 

Harris, 2004). 

 

I.3 - Étapes de la carcinogenèse colique 
 

Les adénocarcinomes (tumeurs malignes qui se développent à partir d’un épithélium 

glandulaire) représentent 98% des cas de CCR, il existe également des formes plus rares de 

tumeurs du côlon de type sarcomes (2%). 

Les étapes de développement du CCR ont été décrites par Fearon et Vogelstein par la 

« séquence adénome-cancer » (Fearon and Vogelstein, 1990), comportant plusieurs étapes 

successives qui évoluent sur environ 10 à 15 ans (Figure 6). Chacune de ces étapes est 

relativement bien caractérisée au niveau cellulaire et moléculaire (Fearon and Vogelstein, 

1990). 
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I.3.1) Modifications histologiques lors de la carcinogenèse colique 

 

I.3.1.a. Les foyers de cryptes aberrantes 

 

La carcinogenèse colorectale serait initiée par la formation de foyers de cryptes 

aberrantes (FCA) induite par la prolifération anarchique des cellules épithéliales pluripotentes 

des cryptes intestinales (Drew et al., 2014). Dans la majorité des cas ces lésions sont des 

hyperplasies bénignes mais dans 5% des cas des atypies cellulaires peuvent être observées 

rendant ainsi le FCA dysplasique. Il s’agit de la première étape de la séquence « adénome-

cancer » qui est définie par l’apparition de ce micro-adénome et aboutit à la formation d’un 

polype dysplasique (présentant des altérations épithéliales structurales et cytologiques), 

détectable macroscopiquement, nommé adénome précoce (Lopez-Ceron and Pellise, 2012). 

Les FCA hyperplasiques pourraient être également à l’origine de la carcinogenèse colique des 

tumeurs présentant une architecture festonnée (dentelée) (Haque et al., 2014; Lopez-Ceron and 

Pellise, 2012). 

 

I.3.1.b. L’adénome 

 

Les adénomes coliques sont des proliférations intra-épithéliales dysplasiques qui sont 

sous forme de polypes dans 90 % des cas. Plusieurs types de lésions sont distinguables 

histologiquement par leur organisation architecturale : les polypes tubuleux (65 à 87 % des cas), 

villeux (8 à 25 % des cas) et  tubulo-villeux (5 à 10 %) (Tanaka, 2009). Il a également été 

découvert l’adénome festonné (« serrated adenoma »), qui diffère des trois autres formes par 

la nature des voies moléculaires altérées (Haque et al., 2014). En fonction de leur degré de 

dysplasie ces adénomes sont qualifiés de bas grade à haut grade, ils peuvent ensuite évoluer en 

adénocarcinomes (Tanaka, 2009). 

 

I.3.1.c. L’adénocarcinome (ADK) et les métastases 

L’adénocarcinome in situ s’étend petit à petit en profondeur. Il franchit tout d’abord la 

lame basale, on parle alors d’ADK intra-muqueux in situ puis il devient invasif lorsqu’il atteint 

la lamina propria et la musculaire de la muqueuse colique (Jass, 2007). D’un point de vue 

histologique ils sont dénommés ADK de « Lieberkühn » et ont un degré de différenciation 



Figure 7 : Voie de signalisation Wnt/β-caténine. La voie WNT/β-caténine («Wingless Int ») contrôle
notamment la prolifération cellulaire. Une activation anormale de cette voie est observée dans la

majorité des CCR. A. Quand la voie n’est pas activée (« OFF ») la protéine β-caténine est
phosphorylée par un complexe mutiprotéique constitué par la protéine APC (adenomateous polyposis

coli), GSK3 (glycogen synthase kinase 3), CK1 (casein kinase 1), DVL (Dishevelled) et AXIN. Cette

phosphorylation va entrainer la dégradation de la β-caténine par le protéasome, elle n’effectue donc
pas son rôle de facteur de transcription de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire. B. A

l’inverse quand la voie est activée (« ON ») après fixation de WNT sur son récepteur Frizzled, la β-
caténine n’est plus phosphorylée par le complexe protéique et donc reste libre dans le cytosol

cellulaire puis transloque dans le noyau et induit la transcription de gènes cibles tels que c-myc et

cycline D1 activant la prolifération cellulaire. Source : D’après Yu et al, 2014.

A B
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tumorale variable. La majorité (70 à 75%) présentent une structure glandulaire similaire au tissu 

sain et sont donc bien différenciés (Tanaka, 2009).  

Une fois que l’ADK franchit la lamina propria, les cellules tumorales sont en contact 

avec les vaisseaux sanguins et lymphatiques ce qui leur permet de métastaser au niveau 

ganglionnaire et viscéral. La plupart des métastases du côlon sont hépatiques (75 %) mais des 

métastases pulmonaires (15% des cas), osseuses (5% des cas) et cérébrales (5% des cas) 

peuvent également être observées (Scheele et al., 1990).  

Les cellules épithéliales altérées sont en interaction permanente avec leur micro-

environnement associé (TME : « Tumor MicroEnvironment »). Il est composé de types 

cellulaires variés (cellules stromales, cellules immunitaires, fibroblastes, cellules endothéliales) 

mais aussi de composants de la matrice extracellulaire (collagène). L’importance d’acteurs 

microbiens est également remarquable dans le CCR (Burns et al., 2018; Colangelo et al., 2017; 

Peddareddigari et al., 2010). Ce micro-environnement évolue tout le long de la « séquence 

adénome-cancer ». Un nombre croissant d’études montre notamment l’importance du micro-

environnement microbien et immunitaire qui sera décrit plus tard (Boleij et al., 2015; Bonnet 

et al., 2014; Colangelo et al., 2017; Fletcher et al., 2018; Llosa et al., 2015; Mima et al., 2015, 

2016a; Pagès et al., 2018; Tilg et al., 2018a; Viljoen et al., 2015; Villéger et al., 2018; Wei et 

al., 2016a). 

I.3.2) La séquence adénome-cancer 

Il est estimé qu’il faut au minimum environ 6 à 10 altérations génomiques au cours de 

l’évolution de la cellule normale jusqu’à l’adénocarcinome (Fearon and Vogelstein, 1990). Ces 

altérations sont responsables de la dérégulation de plusieurs voies de signalisation qui régulent 

la prolifération, la survie, la migration et l’invasion cellulaire (Del Vecchio et al., 2017; Han et 

al., 2013). 

I.3.2.a. La voie WNT/β-Caténine 

 

La voie de signalisation WNT/β-Caténine (Figure 7) est activée dans la majorité des 

CCR. Cette voie joue un rôle important au cours du développement embryonnaire et de la 

carcinogenèse en modulant l’expression de signaux intercellulaires qui contrôlent notamment 
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la prolifération cellulaire (Gregorieff et al., 2005; Reya and Clevers, 2005). Quand la voie WNT 

n’est pas stimulée (position « OFF ») (Figure 7.A), la β-caténine cytosolique libre est 

phosphorylée par un complexe multiprotéique constitué par la protéine APC codée par le gène 

suppresseur de tumeur apc (« adenomatous polyposis coli »), l’axine, et la GSK3β (glycogène 

synthase kinase 3β). Elle est alors adressée au protéasome pour dégradation par le système 

d’ubiquitination du protéasome. À l’inverse lorsque le ligand WNT se fixe sur ses récepteurs 

Fz (« Frizzled ») (position « ON ») (Figure 7.B), il entraine la phosphorylation de la protéine 

Dvl (« Dishevelled ») et induit le recrutement à la membrane de l’axine et de GSK3β qui ne 

phosphorylera plus la β-caténine. Celle-ci ne sera alors plus dégradée et va transloquer dans le 

noyau et activer la transcription de gènes impliqués dans la prolifération et la survie cellulaire 

(Reya and Clevers, 2005; Yu and Virshup, 2014). 

Dans la carcinogenèse colique, la voie WNT est activée sans fixation du ligand aux 

récepteurs Fz. Ce mécanisme est induit le plus souvent par la synthèse d’une protéine APC 

tronquée suite à une mutation du gène apc. Ainsi, le complexe multiprotéique nécessaire à la 

dégradation de la β-caténine n’est pas formé et celle-ci s’accumule dans le cytoplasme puis 

transloque dans le noyau, activant une prolifération cellulaire non-contrôlée (Goss and Groden, 

2000; Gregorieff et al., 2005; Reya and Clevers, 2005). De plus cette translocation nucléaire 

entraine un déséquilibre entre la β-caténine cytoplasmique et celle se fixant à l’E-cadhérine en 

faveur de celle présente dans le cytoplasme. Il en résulte une perte de l’adhésion intercellulaire 

qui favorise la migration des cellules tumorales (Goss and Groden, 2000; Gregorieff et al., 

2005; Reya and Clevers, 2005). 

 

L’altération de cette voie intervient à un stade précoce de la « séquence adénome-

cancer ». En effet, les mutations du gène apc sont le premier évènement moléculaire de la 

séquence adénome-cancer. On dénombre actuellement 700 mutations du gène apc (Béroud and 

Soussi, 1996; Laurent-Puig et al., 1998; Powell et al., 1992). Dans la PAF, c’est une mutation 

germinale héréditaire d’un des allèles du gène apc qui est transmise (Half et al., 2009). S’il se 

produit une altération de l’autre allèle alors la voie WNT est activée de façon constitutive. Dans 

les CCR sporadiques avec une protéine APC fonctionnelle (15%), d’autres mutations géniques 

touchant les autres acteurs de la voie WNT sont responsables de sa sur-activation (Akisik et al., 

2011). 

 

Le modèle murin APCMin/+ (Min, multiple intestinal neoplasia), qui est un modèle de 

référence pour étudier le CCR possède une mutation du gène apc sur son codon 850 induisant 





24 

 

la formation d’un codon stop (Moser et al., 1990). Ces souris développent ainsi plusieurs 

centaines d’adénomes préférentiellement au niveau de l’intestin grêle. Les animaux plus âgés 

présentent des adénocarcinomes au niveau du côlon (Moser et al., 1990). 

 

I.3.2.b. Autres voies de signalisation impliquées dans la carcinogenèse colique 

En plus de la voie WNT/β-Caténine, d’autres voies de signalisation peuvent être mise 

en cause dans le CCR, telles que les voies Ras/MAPK, Phosphatidyl Inositol 3 kinase 

(PI3K)/AKT, p53 et du TGF-β (« Transforming Growth Factor β »). 

Lors de la carcinogenèse colique, des altérations géniques au niveau des protéines de la 

voie Ras/MAPK entrainent une sur-activation de celle-ci sans fixation du ligand sur l’EGFR. 

Par exemple, la mutation K-RAS qui intervient à un stade précoce, serait présente dans 50% 

des cas de ce cancer (Clarke and Kopetz, 2015; Custodio and Feliu, 2013). Des mutations du 

gène B-raf sont également observées dans 10 % des CCR (Barault et al., 2008; Clarke and 

Kopetz, 2015). Une activation anormale de la voie Ras/MAPK peut également être expliquée 

par une surexpression du récepteur EGFR (30 à 70 % des CCR) (Custodio and Feliu, 2013). 

La voie phosphatidyl-inositol PI3K/AKT est, comme la voie MAPK, activée par la 

protéine RAS. Des mutations sur les gènes codant les protéines de la voie PI3K (pten, akt2, 

p85) sont observées dans environ 40 % des CCR sporadiques (Samuels and Ericson, 2006). 

Dans le CCR sporadique, des mutations du gène p53 alors nommé tp53 entrainent des 

altérations de la protéine P53. Ces altérations surviennent tardivement dans la « séquence 

adénome-cancer », mais elles peuvent également apparaitre à des temps précoces lors des CCR 

associés aux MICI (Rhodes and Campbell, 2002). 

Dans le CCR, la voie TGF-β est considérée comme une voie « suppresseur de tumeur » 

et des mutations du gène codant le récepteur au TGF-β (TGF-βRII) ou de ceux codant pour les 

protéines SMAD4 ou SMAD2 impliquées dans cette voie sont observées (Castets et al., 2011; 

Eppert et al., 1996; Grady and Pritchard, 2014; Parsons et al., 1995; Tanaka et al., 2008). 

  





25 

 

I.3.3) Les différents phénotypes de tumeurs CCR 

 

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

le phénotype CIN (« Chromosomal INstability »), le phénotype MSI (« Microsatellite 

Instability »), le phénotype CIMP (« CpG Island Méthylator Phenotype ») (Bond et al., 2012a, 

2012b; Jass, 2007; Pritchard and Grady, 2011).  

 

I.3.3.a. L’instabilité chromosomique (CIN) 

Le phénotype de tumeurs CCR le plus fréquent est l’instabilité chromosomique (CIN) 

qui représente plus de 70% des cancers coliques. Il s’agit de la voie classique de la 

carcinogenèse colorectale caractérisée par l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs tels 

que apc (60 à 80 % des CCR sporadiques CIN), k-ras et p53 (60 à 80 % des CCR sporadiques 

CIN également), résultant de la perte de matériel chromosomique (Bond et al., 2012a; Fearon 

and Vogelstein, 1990; Grady and Pritchard, 2014; Jass, 2007; Laurent-Puig et al., 1998; 

Naccarati et al., 2012; Powell et al., 1992; Raskov, 2014). Les CCR héréditaires associés à la 

PAF présentent aussi ce phénotype CIN.  

De façon chronologique et d’après le modèle classique du développement du cancer 

colique sporadique (Figure 6), l’altération du gène apc semble apparaître de manière précoce 

dès le développement de cryptes aberrantes ou d’adénomes de bas grade (Powell et al., 1992). 

La mutation du gène k-ras interviendrait à des temps intermédiaires de la carcinogenèse 

(Custodio and Feliu, 2013) et serait suivie par la perte du chromosome 18 porteur de gènes 

suppresseurs de tumeurs, en particulier celui codant SMAD4, ou par des mutations de ces gènes 

(Park et al., 2008). Ces processus entrainent la progression du développement tumoral jusqu’à 

la formation d’un adénome tardif. Des altérations sur la protéine p53 apparaissent lors de la 

dernière étape de la « séquence adénome-cancer », induisant le passage de l’adénome tardif à 

l’adénocarcinome (Terzić et al., 2010). 

 

I.3.3.b. L’instabilité microsatellitaire (MSI) 

L’instabilité microsatellitaire ou phénotype MSI est observée dans 15% des CCR. Elle 

est caractérisée par la présence d’une instabilité dans les zones microsatellites induite par des 

altérations épigénétiques ou des mutations génétiques altérant les systèmes de réparation des 

mésappariements de l’ADN MMR (« MisMatch  DNA Repair »).  Au moins une altération sur 



Figure 8 : Composition du micro-environnement tumoral colique. Le micro-environnement tumoral

colique est composé de diverses populations cellulaires. Des cellules épithéliales normales, tumorales,

endothéliales (EC), péricytes, et fibroblastes normaux (NF) ou cancéreux (CAF) coexistent dans ce

micro-environnement, le long de la « séquence adénome-cancer ». Il est également composé de cellules

immunitaires : des cellules dendritiques (DC : iDC « immature Dendritic Cells » ; sDC « stimulatory

DC » et rDC (« regulatory DC »), des lymphocytes (NK : cellules natural killer ; CTL : LT cytotoxiques

; LB ; Treg : LT régulateurs et des LT helper : Th1,Th17,Th2, TFH) ainsi que des cellules myéloïdes

telles que les neutrophiles, macrophages et myeloïdes suppressives (MDCSs). Cet environnement

immunitaire évolue également au cours de la séquence-adénome cancer. Enfin le microbiote colique est

également un composant important de ce micro-environnement. Source : D’après Colangelo et al, 2017

et Fletcher et al, 2018

Microbiota
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un des gènes impliqués dans ce système (msh2, msh3, msh6, mlh1, pms1 et pms2) entraine une 

défaillance du système MMR (Jass, 2007; Pritchard and Grady, 2011). Les CCR associés au 

Syndrome de Lynch sont classés dans cette catégorie (Coppedè, 2014).L’inactivation du gène 

TGF-βRII est observée dans 80% des cancers MSI (Grady and Pritchard, 2014; Parsons et al., 

1995). 

 

I.3.3.c. L’hyperméthylation des îlots CpG (CIMP) 

L’hyperméthylation des îlots CpG touche les promoteurs de certains gènes suppresseurs 

de tumeur, induisant leur inactivation. Elle définit le phénotype CIMP. Bien que les gènes 

définissant ce phénotype ne soient pas clairement identifiés, il est à noter que ce type de tumeurs 

est fréquemment associé à des mutations des gènes b-raf et k-ras (Leggett and Whitehall, 2010).  

 

 En plus des altérations moléculaires décrites ci-dessus, l’importance du 
microenvironnement dans la séquence adénome-cancer est largement décrite. 

 

II - Rôle du système immunitaire dans la carcinogenèse colique 
 

 II.1- Cellules immunitaires impliquées dans le CCR  

 

Le micro-environnement tumoral est composé de diverses cellules dont différentes 

populations de cellules immunitaires (Figure 8). Plus particulièrement les cellules myéloïdes 

comme les cellules myéloïdes suppressives, les macrophages et les neutrophiles, ainsi que les 

lymphocytes tels que les cellules Natural killer (NK), lymphocytes T (LT) et B (LB), sont 

importants dans le CCR. Ces effecteurs du système immunitaire sont retrouvés dans les trois 

territoires immunitaires intestinaux présentés plus haut avec une prédominance des 

lymphocytes dans le GALT et la muqueuse. Les cellules myéloïdes sont présentes également 

dans la muqueuse et le GALT mais sont plus abondantes dans la lamina propria. Des rôles 

antagonistes peuvent être observés pour ces populations qui peuvent être à la fois pro- et/ou 

anti-tumorales. Leur pouvoir anti-tumoral s’exerce à la fois avant le développement du cancer 

par l’élimination de cellules aberrantes et après son apparition par leur activité cytotoxique 

contre les cellules tumorales. Certaines cellules immunitaires peuvent également être des 

indicateurs clés dans le pronostic des patients CCR (Colangelo et al., 2017; Norton et al., 2015; 
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Powell and Huttenlocher, 2016). Chez l’homme la majorité des études rapportent l’implication 

de cellules immunitaires infiltrant la muqueuse et/ou les tumeurs mais également de cellules 

circulantes (sang), dans le CCR. 

 

II.1.1) Rôles des lymphocytes dans le CCR  

 

II .1.1.a. Les NK et NKT 

 

 Les NK ou « cellules tueuses naturelles » (« Natural Killer ») sont des lymphocytes 

granuleux faisant partie de l’immunité innée car leur activité cytotoxique est spontanée et ne 

nécessite pas d’induction par une cellule présentatrice d’antigène. À l’inverse les NKT 

(« Natural Killer T ») reconnaissent les antigènes via leur TCR, leur activation et leur 

cytotoxicité dépendent donc d’une présentation antigénique par les cellules présentatrices ou 

anormales via le complexe CMH-peptide (Martín-Antonio et al., 2017; Vivier et al., 2012). En 

particulier les NKT sont connus pour reconnaitre et réagir au glycosphingolipide                        

-galactosylcéramide présenté par la protéine CD1d du CMH I (complexe CD1d-GalCer). 

Ces deux types cellulaires participent à la reconnaissance et à la destruction des cellules 

infectées par deux types de mécanismes : l’induction de l’apoptose par l’interaction de 

récepteurs membranaires entre la cellule cible et la cellule immunitaire (TRAIL « TNF-related-

apoptosis-inducing ligand », FasLigand), et une cytotoxicité par la dégranulation de granzymes 

cytotoxiques (granzymes A, B, H et K) et la production d’IFN-. Ils participent également à la 

reconnaissance et à la destruction de cellules aberrantes et tumorales, notamment coliques, par 

des mécanismes similaires (Colangelo et al., 2017; Martín-Antonio et al., 2017; Vivier et al., 

2012). Les NKT sont activés après la reconnaissance d’un antigène tumoral par leur TCR, et 

les NK après reconnaissance d’une expression altérée des protéines de surface des cellules 

aberrantes et tumorales, comme par exemple une diminution des protéines du CMH de classe 

I, via leurs NCRs (Natural Cytotoxicity Receptors) ou le récepteur NKG2D (« Natural Killer 

Group 2D ») (Gras Navarro et al., 2015; Vitale et al., 2014). Bien que les NK et NKT participent 

à la destruction des cellules aberrantes et tumorales, leur rôle est surtout important à un stade 

précoce de la carcinogenèse car ces cellules ont une capacité moindre d’infiltrer les tumeurs par 

rapport à la muqueuse (Sconocchia et al., 2014). 



Figure 9 : Activation et modulation de la réponse lymphocytaire T CD8+. L’activation de la

réponse lymphocytaire T nécessite trois signaux : (1) la fixation du CMHI-peptide (porté par une

cellule présentatrice d’antigène APC) au TCR du LT, (2) la liaison des facteurs de co-stimulations

CD80/CD86 au récepteur CD28, et (3) la sécrétion de cytokines activatrices telles que l’IL-2. Ces

trois signaux entrainent des cascades de phosphorylation intracellulaire impliquant les voies

RAS/MAPK et PI3K/AKT qui activent la transcription de gènes nécessaires à l’activation des LT.

Cette activité est modulée par des récepteurs membranaires des LT nommés « checkpoints

immunologiques ». Par exemple la stimulation du récepteur inhibiteur PD-1 du lymphocyte T par la

fixation de son ligand PDL-1 va inhiber la réponse du LT CD8+ via l’implication de cascade de

phosphorylation, La phosphorylations de la protéine SHP2 va notamment inhiber les voies

RAS/MAPK et PI3K/AKT. Source : D’après Sharpe and Pauken 2018
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Il a également été mis en évidence chez les patients atteints de CCR des NK aux fonctions et 

structures altérées pouvant être associés à une accélération de la progression tumorale 

(Gharagozloo et al., 2015; Rocca et al., 2013). Plus précisément, les NK infiltrant les tumeurs  

de ces patients sous-expriment les récepteurs essentiels à leur activé cytotoxique tels que 

NKG2D, comparativement aux NK circulant dans le sang de ces patients (Rocca et al., 2013). 

De plus, les NK sanguins des patients atteints de CCR présentent également une expression 

moindre de ces récepteurs et une capacité plus faible à sécréter des granzymes et l’IFN- par 

rapport aux NK provenant de sang d’individus sains (Gharagozloo et al., 2015; Rocca et al., 

2013). 

 

II.1.1.b. Les LT CD8+   

 

 Tout comme les NK et NKT, les LT CD8+ sont impliqués dans la défense contre les 

cellules infectées par des pathogènes, les cellules aberrantes et les cellules tumorales. 

L’activation de cette population lymphocytaire s’effectue dans les organes lymphoïdes 

secondaires tels que les ganglions mésentériques. Elle nécessite trois signaux 

indispensables (Figure 9) : (i) la reconnaissance de l’antigène tumoral grâce à la liaison du 

TCR du LT CD8+ et du CMH I-peptide exposé par la cellule présentatrice grâce au processus 

de présentation croisée, (ii) la liaison des facteurs de co-stimulation membranaires 

(CD28/CD80, CD86) ainsi que (iii) la sécrétion de cytokines activatrices (IL-2…) (Masopust 

and Schenkel, 2013; Mittrücker et al., 2014a; Sharpe and Pauken, 2018; Zhang and Bevan, 

2011). Cette activation se fait par des cascades de phosphorylation intracellulaires faisant 

intervenir la protéine ZAP70 et les voies de signalisation Ras/MAPK et PI3K/Akt des LT 

(Figure 9). Elle est régulée notamment par les checkpoints immunologiques. La liaison de ces 

récepteurs à leurs ligands spécifiques (ligand de checkpoints immunologiques) exprimés sur 

d’autres cellules du micro-environnement (cellules présentatrices d’antigènes, autres cellules 

immunitaires, cellules saines et tumorales) entraine une cascade de phosphorylation qui module 

la réponse du LT. Par exemple, la liaison du checkpoint immunologique inhibiteur PD-1 avec 

son ligand PDL-1 induit une inhibition de l’activité du LT CD8+ (Figure 9) (Pardoll, 2012; 

Sharpe and Pauken, 2018). Ces LT activés migrent ensuite sur le site d’infection, sur le site pré-

tumoral ou tumoral et exercent leur fonction cytotoxique par la sécrétion de TNF-α, d’IFN-γ et 

par la voie de lyse perforine/granzyme B (Mittrücker et al., 2014a; Zhang and Bevan, 2011). 
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Des LT CD8+ spécifiques d’antigènes tumoraux sont détectés chez 30 à 40% des 

patients de CCR (Koch et al., 2006). Dans cette étude il est montré que ces lymphocytes T 

activés sont présents à la fois dans la muqueuse et dans les tumeurs de ces patients, témoignant 

de l’implication de ces cellules à des temps précoces (reconnaissance de cellules aberrantes) et 

plus tardifs du développement tumoral (reconnaissance des cellules tumorales). De plus, le 

nombre de LT CD8+ infiltrant la tumeur (TILs) est élevé par rapport à la muqueuse saine (Koch 

et al., 2006).  

Le rôle anti-tumoral de ces cellules est confirmé par une analyse génomique sur une cohorte de 

patients CCR qui a mis en évidence qu’un fort infiltrat de LT CD8+ et de LT mémoires 

CD45RO+ dans la tumeur colique, est associé à une forte expression de nombreux gènes 

impliqués dans la réponse anti-tumorale (IFN-, granzyme B…), comparativement à des 

patients avec un faible infiltrat en LT CD8+ et LT CD45RO+ (Pagès et al., 2009). De plus, 

l’expression de ces gènes de la réponse anti-tumorale et notamment du granzyme B, dans les 

tumeurs, est corrélée à une meilleure survie des patients, témoignant donc d’une meilleure 

efficacité de la réponse anti-tumorale (Salama et al., 2011). Récemment la présence de LT CD8+ 

hautement activés (notamment surexpression d’IFN-γ, de granzyme B et sous expression de 

checkpoints immunologiques) dans les ganglions drainant les tumeurs coliques de patients a été 

associée à un bon pronostic pour ces patients, montrant que l’importance de cette réponse peut 

également être observée à distance des tumeurs (E et al., 2018). Ces études confirment donc le 

rôle des LT CD8+ dans la destruction des cellules tumorales coliques. Un outil pour déterminer 

le pronostic des patients atteints de CCR, l’Immunoscore, développé sur la base de la 

quantification de ces cellules dans la tumeur, sera détaillé plus loin. 

 

II.1.1.c. Les LT CD4+ auxiliaires: Th1, Th2 et Th17 

 

Dans les organes lymphoïdes secondaires, les LT auxiliaires (LT CD4+) interagissent 

par leur TCR avec le complexe CMH II/peptide porté par les cellules présentatrices d’antigènes. 

Cette interaction induit la différenciation de ces LT en différentes sous-populations notamment 

les Th1, Th2, Th17 et LT régulateurs décrits plus loin. Elles produisent différentes cytokines 

en fonctions de leur phénotype qui participent à la régulation d’autres cellules immunitaires 

telles que les autres sous-populations de LT, LB et macrophages de façon localisée dans les 

tissus (Pennock et al., 2013; Zhu et al., 2010). Leur effet est à la fois observé dans la réponse 

anti-infectieuse et anti-tumorale (Borst et al., 2018). 
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Les LT Th1 se différencient en réponse à une infection bactérienne intracellulaire ou 

virale et sont producteurs d’IFN-, d’IL-2 et de TNF-β qui vont activer les LT CD8+ et 

macrophages (Romagnani, 1999). Ils ont un rôle dans la réponse contre les cellules aberrantes 

et tumorales coliques en amplifiant la réponse CD8+ et en activant les macrophages anti-

tumoraux (Tosolini et al., 2011). Ceci est confirmé par le fait que l’expression de gènes de la 

réponse Th1 (t-bet, irf1, il12rb2 et stat4) dans les tissus tumoraux est associée à une meilleure 

survie des patients atteints de CCR (Tosolini et al., 2011; Zhu et al., 2010). 

Les LT Th2 sont impliqués dans la réponse aux pathogènes extracellulaires et sont 

producteurs d’IL-4, IL-5, IL-13 et IL-10. Ils activent des polynucléaires granulocytes 

éosinophiles jouant un rôle dans l’allergie (Colangelo et al., 2017; Ellyard et al., 2007; 

Romagnani, 1999). Ils seraient plutôt pro-tumoraux car ils limitent l’activité des LT 

cytotoxiques et favorisent l’angiogenèse, cependant leur présence dans le micro-environnement 

tumoral des patients CCR ne semble pas avoir d’impact sur le pronostic des patients (Ellyard et 

al., 2007; Grizzi, 2013; Housseau et al., 2016; Tosolini et al., 2011). 

 

Le rôle des LT Th17 dans le CCR est de plus en plus étudié. Cette population est 

impliquée dans la réponse anti-infectieuse contre les pathogènes extracellulaires mais 

également dans l’inflammation chronique. En effet après leur différenciation à partir de LT 

naïfs en présence d’IL-6, d’IL-1β, de TGF-β et d’IL-23, ils produisent des cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IL-17, l’IL-21, l’IL-22, l’IL-6, le TNF-α et le GM-CSF 

(« granulocyte-macrophage colony-stimulating factor ») (Blaschitz and Raffatellu, 2010; 

Corvaisier-Chiron and Beauvillain, 2010). 

L’implication de cette population dans le CCR a notamment été suggérée par 

l’augmentation du nombre de LT Th17 activés (producteurs d’IL-17) dans les tumeurs de 

patients atteints de ce cancer comparativement à leur muqueuse saine (Doulabi et al., 2018; Liu 

et al., 2011; Su et al., 2010). Bien que ces études ont observé l’importance de ces LT auxiliaires 

dans l’infiltrat tumoral, donc à un stade tardif de la carcinogenèse, l’augmentation du nombre 

de ces cellules dans la lamina propria des patients atteints de MICI, maladie qui est un facteur 

de risque du CCR, peut suggérer une implication de cette population également à des temps 

plus précoces du développement tumoral colique (Kobayashi et al., 2008; Ogino et al., 2013). 

Même si le rôle exact des Th17 dans la promotion du CCR est encore mal connu, la 

cytokine pro-inflammatoire qu’ils produisent serait impliquée dans l’inflammation exacerbée 
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associée au CCR. En effet, la production d’IL-17 au niveau du site tumoral entraine le 

recrutement d’autres cellules pro-inflammatoires telles que les monocytes et les neutrophiles, 

qui vont à leur tour produire les cytokines impliquées dans la différenciation des LT en LT 

Th17, créant ainsi une boucle d’amplification (Reynolds et al., 2010).  

De plus, l’IL-17 induit la sécrétion de VEGF par les cellules tumorales et par les fibroblastes 

du stroma tumoral, ce qui favoriserait l’angiogenèse (Chang et al., 2013; De Simone et al., 

2015; Liu et al., 2011; Numasaki et al., 2003). Il a été montré que l’expression de l’IL-17 dans 

les tumeurs de patients atteints de CCR est positivement corrélée à celle du VEGF (Liu et al., 

2011). Dans le même sens, des études in vitro et ex vivo sur des cellules tumorales coliques 

purifiées de patients, ont montré que la stimulation de ces cellules par l’IL-17 induit la 

production de ce facteur de croissance, ainsi que l’activation du métabolisme du glucose dans 

ces cellules tumorales, accélérant ainsi la prolifération cellulaire (Chang et al., 2013; De Simone 

et al., 2015; Numasaki et al., 2003; Straus, 2013). Cette association entre IL-17 et VEGF a 

récemment été confirmée chez les patients atteints de CCR, où l’augmentation de lymphocytes 

Th17 producteurs d’IL-17 dans le sang est accompagnée d’une augmentation de VEGF sérique. 

De plus dans cette étude ces deux paramètres sont corrélés à l’agressivité des tumeurs 

(Minamikawa et al., 2017). La croissance des cellules tumorales est également induite par l’IL-

17 via l’activation de la voie de signalisation STAT-3 (De Simone et al., 2015). 

Enfin, l’IL-17 pourrait également être responsable de l’immunosuppression de la réponse LT 

anti-tumorale par l’induction du recrutement des MDSCs sur le site tumoral, observée à la fois 

chez l’homme et dans des modèles murins (Chang et al., 2013; Minamikawa et al., 2017; Ohki 

et al., 2012; Suzuki et al., 2013; Thiele Orberg et al., 2017a; Yazawa et al., 2013). 

 

II.1.1.d. Les LT régulateurs  

 

Les LT régulateurs (Tregs ; CD4+FoxP3+ et/ou CD25+) coliques, ont la fonction 

première de réguler la réponse immunitaire au sein de la muqueuse colique et de permettre ainsi 

son homéostasie en empêchant les phénomènes pro-inflammatoires. Ils ont aussi la capacité 

d’inhiber l’activation et la prolifération des LT. Les LT naïfs se différencient en LT régulateurs 

en présence notamment de la cytokine immunosuppressive TGF-β. Cette différenciation peut 

avoir lieu aussi bien dans le thymus que dans les tissus périphériques ou des zones plus 

localisées (par exemple muqueuse et tumeurs), générant plusieurs sous-types de Tregs qui 

seront décrits plus bas. Ces cellules produisent ensuite à leur tour des cytokines 
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immunosuppressives et en particulier l’IL-10 et le TFG-β (Shevach and Thornton, 2014). Les 

LT régulateurs peuvent avoir des rôles antagonistes dans le CCR (Fletcher et al., 2018; Fridman 

et al., 2012). En effet, ils peuvent inhiber la réponse immunitaire anti-tumorale et donc être pro-

tumoraux ; ceci est confirmé par des études sur les patients atteints de CCR qui montrent qu’un 

infiltrat riche en LT régulateurs est associé à une diminution de la survie des patients (Yaqub 

et al., 2008; Zhuo et al., 2014). L’une de ces études montre notamment que les LT régulateurs 

isolés de patients atteints de CCR ont sur les LT CD8+ anti-tumoraux un effet inhibiteur 

dépendant de l’activation de l’enzyme COX-2, décrite précédemment (Yaqub et al., 2008).  

À l’inverse d’autres études montrent qu’un fort infiltrat en LT régulateurs est associé à une 

augmentation de la survie des patients, suggérant un effet bénéfique de ces populations (Ling 

et al., 2014; Salama et al., 2009). Cette observation serait en partie expliquée par une diminution 

de l’inflammation induite par les LT régulateurs, notamment par leur rôle suppresseur sur les 

LT Th17. En effet, des études ex vivo ont permis de montrer que les Tregs isolés du sang des 

patients atteints de CCR inhibent la prolifération des LT Th17 (Crome et al., 2010). De plus, 

un effet anti-tumoral de ces cellules a été observé dans des modèles murins de CCR (Erdman 

et al., 2005; Geis et al., 2015). Notamment le transfert adoptif de LT régulateurs (CD4+CD25+) 

de souris WT (C57BL/6) à des souris APCMin/+ induit une régression des tumeurs coliques et 

intestinales de ce modèle. Cet effet est dépendant de la sécrétion de la cytokine anti-

inflammatoire IL-10 (Erdman et al., 2005). 

 

 Il est à noter que parmi les Tregs il existe des sous-populations qui sont difficilement 

distinguables d’un point de vue phénotypique mais aux rôles bien distincts. En particulier 

concernant le micro-environnement colique on peut distinguer les LT régulateurs naturels 

(nTregs ou tTregs : « thymic derived Tregs ») et les LT régulateurs inductibles (iTregs ou 

pTregs : « peripheric inducible Tregs ») (Zhang et al., 2015a). Les nTregs sont différenciés au 

niveau du thymus et migrent ensuite dans les tissus de l’organisme, ils sont responsables de 

l’homéostasie des tissus et favorisent la tolérance immunitaire en inhibant les LT auto-réactifs 

(Sakaguchi et al., 1995). Les iTregs se différencient localement dans les tissus et au contact 

d’un environnement fortement inflammatoire (Singer et al., 2014; Whiteside, 2012; Zou, 2006). 

Cette sous-population de Tregs est particulièrement présente dans le micro-environnement 

tumoral du CCR et est responsable de l’inhibition de la réponse anti-tumorale T (Syed Khaja et 

al., 2017; Zhang et al., 2015a). Bien qu’une étude récente décrive l’augmentation des iTregs 

dans les tumeurs de patients atteints de CCR par rapport à leur muqueuse saine et leur 

association avec un micro-environnement immunosuppresseur pro-tumoral (expression de 
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checkpoints immunologiques notamment) (Syed Khaja et al., 2017), des études 

complémentaires sont nécessaires pour savoir si la distinction des iTregs et nTregs permet 

d’expliquer le rôle antagoniste de la population des LT régulateurs dans le CCR.  

Néanmoins, il est fortement suggéré que le rôle de ces cellules régulatrices serait 

étroitement lié à la nature de l’infiltrat des tumeurs CCR. En effet si cet infiltrat est composé en 

majorité de cellules pro-inflammatoires (neutrophiles, macrophages, LT Th17…) les LT 

régulateurs permettraient de diminuer l’inflammation associée au cancer et seraient donc de 

bon pronostic pour les patients. À l’inverse si l’infiltrat intra-tumoral est composé en majorité 

de LT anti-tumoraux, dans ce cas les Tregs seraient de mauvais pronostic pour les patients 

(Betts et al., 2012). 

Enfin, il a été décrit dans les tumeurs de patients atteints de CCR une population de LT 

régulateurs particuliers, caractérisés par leur capacité à produire de l’IL-17. Ces Tregs IL-17+ 

seraient fortement pro-tumoraux car ils participeraient à l’amplification d’un 

microenvironnement pro-inflammatoire, mais aussi à l’inhibition des LT anti-tumoraux 

(Kryczek et al., 2011). 

Ainsi les LT régulateurs peuvent avoir un effet pro-ou anti-tumoral ; bien que leur 

implication dans le CCR restent mal connue, il semblerait que leur état d’activation, leur profil 

cytokinique, leur localisation, mais également la nature de l’infiltrat immunitaire auquel ils 

appartiennent (pro-inflammatoire ou riche en LT anti-tumoraux) soient importants pour 

déterminer leur rôle dans la carcinogenèse colique (Erdman et al., 2005; Fletcher et al., 2018; 

Norton et al., 2015). 

 

II.1.1.e. Les LB 

 

Les LB sont les effecteurs de la réponse humorale notamment contre les pathogènes 

extracellulaires. Ils se différencient dans la moelle osseuse et sont activés dans les organes 

lymphoïdes secondaires tels que le GALT, de manière dépendante de la reconnaissance 

d’antigène par leur BCR (« B cell receptor »). Les LB activés peuvent présenter des peptides 

antigéniques via leur CMH de classe II (Moens and Tangye, 2014). Une interaction des LB 

avec les LT auxiliaires, notamment les LT Th2 dans la voie d’activation dite T-dépendante 

permet la différenciation des LB en plasmocytes sécréteurs d’anticorps (Hoffman et al., 2016).  

Le rôle de ces cellules dans la carcinogenèse colique n’est pas encore bien élucidé, cependant 

chez les patients atteints de CCR à des temps tardifs de la tumorigenèse elles s’accumulent dans 
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l’infiltrat tumoral et dans le sang par rapport à des individus sains (Shimabukuro-Vornhagen et 

al., 2014). Cette accumulation de LB serait associée à un bon pronostic pour les patients, 

suggérant un rôle plutôt anti-tumoral (Berntsson et al., 2016). Mais il a également été mis en 

évidence la présence de LB régulateurs capables de diminuer la réponse anti-tumorale chez les 

patients atteints de CCR à des stades avancés et métastatiques (Berntsson et al., 2016). 

 

II.1.2) Rôles des cellules myéloïdes dans le CCR 

 

II.1.2.a. Les cellules myéloïdes suppressives (MDSCs) 

 

Les cellules myéloïdes suppressives (MDSCs) sont une population très hétérogènes 

provenant des précurseurs des cellules myéloïdes et définies comme des cellules immatures 

ayant une potentielle activité immunosuppressive (Schmid and Varner, 2010). Dans les 

conditions physiologiques les cellules myéloïdes immatures se différencient dans la moelle 

osseuse en granulocytes (comprenant notamment les neutrophiles), en macrophages et cellules 

dendritiques matures, et représentent environ 0,5 % des cellules mononuclées du sang 

(Colangelo et al., 2017; Schmid and Varner, 2010). Dans des conditions pathologiques telles 

qu’une infection chronique ou la carcinogenèse, cette différenciation est altérée et entraine 

l’expansion de MDSCs (granulocytes, macrophages et cellules dendritiques immatures) 

(Dorhoi and Du Plessis, 2018; Schmid and Varner, 2010).  

Dans un contexte tumoral, cette expansion peut être induite de deux manières : (i) soit 

l’activation des voies JAK2 (« Janus Kinase 2 ») et STAT3 au sein des cellules précurseurs de 

la population myéloïde suite à la sécrétion d’IL-6, de GM-CSF et de VEGF ainsi que 

l’expression de COX-2 par les cellules endommagées (infectées, aberrantes et tumorales) ; (ii) 

soit par l’activation des voies de signalisation STAT6, STAT1 et NF-кB après la sécrétion de 

ligands des TLRs, d’IFN-, d’IL-4, d’IL-13 et de TGF-β par les LT activés (en particulier les 

LT Th17) et les cellules tumorales (Foell et al., 2007; Gabrilovich and Nagaraj, 2009; OuYang 

et al., 2015; Pan et al., 2010). Une fois activées, ces MDSCs produisent de l’arginase, de l’acide 

nitrique et des ROS qui vont inhiber la réponse lymphocytaire T anti-tumorale. Elles peuvent 

également produire de l’IL-10 et du TGF-β et induire des LT régulateurs ce qui va affecter la 

réponse anti-tumorale des LT et NK (Pan et al., 2010). 

Un taux élevé de MDSCs activées a été mis en évidence dans le sang, les lésions 

prénéoplasiques et les tumeurs des patients atteints de CCR comparativement aux individus 
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sains (OuYang et al., 2015; Wu et al., 2014; Zhang et al., 2013). De plus, seules les MDSCs 

prélevées du sang ou extraites de lésions (tumorales et prénéoplasiques) de patients atteints de 

CCR possèdent une activité immunosuppressive. La quantité de MDSCs dans le sang des 

patients est corrélée à l’agressivité tumorale (stades avancés dans la classification TNM, 

métastases) (OuYang et al., 2015; Zhang et al., 2013). Tout comme pour les LT Th17, le nombre 

de ces cellules est également augmenté dans les muqueuses de patients souffrant de MICI, 

suggérant là encore que ces MDSCs peuvent jouer un rôle à des stades plus précoces du CCR 

(Ogino et al., 2013).  

En plus de leur rôle immunosuppresseur sur la réponse T anti-tumorale dans le CCR, il a 

également été souligné que ces MDSCs sécrètent les protéines S100A8 et S100A9 qui vont 

amplifier leur recrutement sur le site tumoral et activer les voies de signalisation MAPK et NF-

кB dans les cellules tumorales coliques (Foell et al., 2007; Gabrilovich and Nagaraj, 2009). 

 

II.1.2.b. Les neutrophiles 

 

Bien que peu de travaux décrivent l’impact des neutrophiles dans le développement du 

CCR, les rôles antagonistes de ces cellules dans le CCR sont de plus en plus étudiés. En effet, 

ils peuvent avoir un rôle à la fois pro-tumoral et anti-tumoral (Galdiero et al., 2018a; Powell 

and Huttenlocher, 2016). Dans des conditions physiologiques et pathologiques (infection et/ou 

dommages cellulaires), les neutrophiles sont les premières cellules sur les sites d’infection et/ou 

de dommages cellulaires pour permettre une première défense de l’hôte. Leur recrutement est 

induit notamment par la production de chimiokines inflammatoires, telles que par exemple 

CXCL-1 et CXCL-2, par les cellules du tissu lésé ou par les cellules infectées (Anzai et al., 

2015; Keeley et al., 2010; Lazennec and Richmond, 2010; Mantovani et al., 2011; McDonald 

et al., 2010). Une fois sur le site, les neutrophiles participent aux processus de l’inflammation 

aigue, par la phagocytose ou par leur activité cytotoxique via la libération de molécules 

réactives telles que les ROS, après contact avec des agents infectieux ou des cellules anormales. 

Ils facilitent le recrutement d’autres cellules immunitaires par la production de chimiokines 

(Brancato and Albina, 2011; Christoffersson et al., 2012). De plus, ils produisent massivement 

des ROS par leur sécrétion accrue de MPO lors de leur dégranulation suite à leur activation 

(processus de « burst oxydatif » ou « burst respiratoire »). En effet la MPO est responsable de 

la formation de l’acide  hypochloreux (HOCl) à partir du peroxyde d’hydrogène (H2O2), cet 



Figure 10 : Production de ROS par les neutrophiles via la sécrétion de la MPO. Les neutrophiles

ont la capacité de produire des espèces réactives de l’oxygènes (ROS) grâce à la libération de la MPO

contenue dans leur granules, vers le milieu extracellulaire. Cette enzyme dégrade le peroxyde

d’hydrogène (H2O2) du milieu extracellulaire en acide hypochloreux (HOCl). HOCl ainsi formé

réagit alors avec d’autres molécules telles que le peroxyde d’hydrogène et l’anion superoxyde (O2�-)

pour former respectivement l’oxygène singulet (1O2) et le radical hydroxyl (HO
�). Source : D’après

Hampton et al., 1998

Figure 11 : Effets antagonistes des neutrophiles dans la carcinogénèse. Les neutrophiles intra-

tumoraux (TANs) peuvent exercer une action anti-tumorale en détruisant les cellules tumorales, ou

pro-tumorale en favorisant l’instabilité génétique et l’angiogenèse par la production de ROS et de

facteurs solubles (MMP-9, VEGF, BV8). Ils peuvent également moduler la réponse lymphocytaire T

anti-tumorale soit en l’activant par la production d’élastase (NE) soit en l’inhibant par la production

excessive d’Arginase. Source : Galdiero et al., 2013
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HOCl réagit ensuite avec d’autres molécules pour former d’autres ROS telles que le radical 

hydroxyle et l’oxygène singulet (Figure 10) (Hampton et al., 1998; Pase et al., 2012). 

Dans un contexte de carcinogenèse, les cellules tumorales et/ou les cellules de 

l’inflammation associées au cancer comme les macrophages ou les fibroblastes endothéliaux 

peuvent également produire des chimioattractants de motifs CXC- tels que CXCL-1 et CXCL-

2, et ainsi attirer les neutrophiles (Anzai et al., 2015; Keeley et al., 2010; Lazennec and 

Richmond, 2010; Mantovani et al., 2011; McDonald et al., 2010). Une fois sur le site tumoral 

les neutrophiles peuvent participer à la défense anti-tumorale, ils sont alors appelés TAN N1 

pour « neutrophiles associés aux tumeurs de type 1 ». Ils participent à cette défense par la 

sécrétion de ROS en faible quantité pour détruire les cellules tumorales, par la sécrétion de la 

protéine de granule élastase (NE) qui active la réponse des LT et par une faible sécrétion  

d’arginase qui permet d’amplifier l’activation des cellules cytotoxiques (Cassatella, 2006; 

Galdiero et al., 2013; Granot et al., 2011; Mittendorf et al., 2012; Tecchio et al., 2004) (Figure 

11).  

Ces mêmes composés sécrétés par d’autres types de neutrophiles, nommés neutrophiles 

« N2 » peuvent avoir un rôle pro-tumoral. En effet une forte production de ROS par les 

neutrophiles peut être impliquée dans la carcinogenèse comme détaillé plus haut dans le cas du 

CCR (Güngör et al., 2010; Hanahan and Weinberg, 2011; Sandhu et al., 2000). De plus la 

sécrétion de facteurs tels que les métalloprotéinases (MMP-9, MMP-8), de facteurs de 

croissance, ou d’élastase, peut favoriser la prolifération et l’invasion cellulaire, ainsi que 

l’angiogenèse en lien avec le développement tumoral (Grosse-Steffen et al., 2012; Imai et al., 

2005; Larco et al., 2004; Queen et al., 2005; Wislez et al., 2003). Des neutrophiles peuvent 

également exercer une immunosuppression sur la réponse anti-tumorale (Fridlender et al., 

2009). Ces neutrophiles particuliers font partie de la grande population des MDSCs et plus 

spécifiquement des MDSCs granulocytiques (G-MDSCs), ils sont caractérisés par une sécrétion 

accrue d’arginase-1 et de iNOS, et apparaissent à des temps tardifs de la carcinogenèse (Liu et 

al., 2010). 

 Concernant plus particulièrement le cancer colique, actuellement peu d’informations 

sont publiées, néanmoins certaines associations entre la quantité de neutrophiles dans les tissus 

(muqueuse ou tumeur) et la vitesse de développement du CCR ont été mises en évidence (Rao 

et al., 2012; Roncucci et al., 2008). En effet il a été montré une augmentation des neutrophiles 

dans les muqueuses des patients atteints de CCR comparativement aux sujets contrôles 

(Roncucci et al., 2008). De la même manière, l’infiltration accrue des tumeurs par les 

neutrophiles est corrélée à l’agressivité tumorale chez ces patients (Rao et al., 2012). Plus 
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particulièrement l’existence de neutrophiles suppresseurs de la réponse T anti-tumorale et 

producteurs de ROS a été mise en évidence dans les tumeurs coliques (Wu et al., 2014). 

Néanmoins la présence de ces neutrophiles au sein de la tumeur peut avoir des effets bénéfiques 

ou péjoratifs sur le pronostic des patients (Galdiero et al., 2018b; Powell and Huttenlocher, 

2016). 

 

II.1.2.c. Les macrophages 

 

Les macrophages représentent une population très hétérogène, ces cellules dérivent 

toutes des monocytes circulants et acquièrent des spécificités en fonction du tissu dans lequel 

ils se trouvent. Classiquement deux types de macrophages sont décrits, les macrophages M1 

qui sont impliqués dans la réponse contre les pathogènes intracellulaires et produisent des 

cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1β, IL-12, IL-18, CCL15, CCL20, CXCL8-11 et 

CXCL13), des ROS et RNS; et les macrophages M2 impliqués dans la réponse contre les 

parasites et producteurs de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF-α) et anti-

inflammatoires (TGF-β et IL-10) (Chanmee et al., 2014; Martinez and Gordon, 2014; Zhang 

and Wang, 2014). 

Les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) sont les leucocytes prédominants de 

l’infiltrat tumoral et sont recrutés dans le micro-environnement à un stade précoce de la 

carcinogenèse colique par un cocktail de chimiokines (CCL2, CCL22…), cytokines (CSF1 : 

« Colony Stimulating Factor 1 »), facteurs de croissance ou facteurs impliqués dans 

l’angiogénèse (VEGF-A, PDGF), produits par les cellules immunitaires et tumorales (Chanmee 

et al., 2014; Martinez and Gordon, 2014). Une fois dans la tumeur ils se différencient et se 

polarisent en macrophages M1 et/ou M2 en fonction du micro-environnement, par exemple le 

type M1 est induit par le LPS, l’INF- et le TNF-α alors que le type M2  requiert la présence 

notamment d’IL-6, de PGE2, de TGF-β ou d’IL-10 (Erreni et al., 2011). 

Les macrophages M1 sont décrits comme anti-tumoraux car ils participent à la 

destruction des cellules tumorales soit directement par leur activité cytotoxique ou en favorisant 

la réponse Th1 (Gordon and Taylor, 2005; Mantovani et al., 2005). De ce fait, l’infiltration de 

macrophages M1 dans la tumeur est associée à un bon pronostic chez les patients atteints de 

CCR (Edin et al., 2012). À l’inverse, les macrophages M2 sont décrits comme pro-tumoraux 

car ils favorisent la réponse Th2, la stimulation de LT régulateurs immunosuppresseurs de la 

réponse LT anti-tumorale et l’angiogenèse (Erreni et al., 2011; Martinez and Gordon, 2014). 
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La quantité de macrophages de type M2 est augmentée dans les tissus tumoraux des patients 

atteints de CCR par rapport à leur muqueuse saine (Bailey et al., 2007; Siveen and Kuttan, 

2009; Zhang et al., 2013). Par ailleurs, la localisation des TAMs dans la tumeur est également 

un indicateur de leur rôle dans la carcinogenèse colique puisqu’il a été remarqué qu’une 

accumulation de macrophages au bord de la tumeur induit l’apoptose des cellules tumorales et 

est corrélée à un bon pronostic pour les patients atteints de CCR (Algars et al., 2012; Forssell 

et al., 2007; Funada et al., 2003) alors que le recrutement de ces cellules immunitaires au centre 

de la tumeur est lié à une immunosuppression de la réponse anti-tumorale et à un mauvais 

pronostic pour les patients (Bailey et al., 2007; Koelzer et al., 2016b; Norton et al., 2016). 

 

II.2- Interactions entre système immunitaire et cellules tumorales, 

généralités : le concept d’immunoédition ou des 3E 

 

II.2.1) Mise en évidence du concept d’immunosurveillance et 

d’immunoédition 

 

II.2.1.a. Immunosurveillance dans des modèles murins 

 

L’hypothèse d’une interaction entre les cellules immunitaires et tumorales a été émise 

pour la première fois en 1909 par Paul Ehrlich, qui a suggéré que la prévalence des cancers 

pouvait augmenter en l’absence d’un système immunitaire efficace. Ce postulat fut ensuite 

soutenu par des expériences in vivo utilisant des allogreffes sous-cutanées de cellules tumorales 

sur des modèles murins. Plus précisément il a été montré que des souris préalablement 

immunisées par des cellules tumorales irradiées provenant de sarcomes murins, étaient capables 

de rejeter ensuite ces mêmes cellules tumorales, après xénogreffe. De plus, le transfert des LT 

de souris immunisées, à d’autres souris « naïves », leur permet de développer  

une résistance spécifique à la greffe de ces cellules de sarcome. Cette expérience suggéra que 

les lymphocytes T seraient capables de reconnaître spécifiquement les antigènes associés aux 

cellules tumorales et ainsi de les éliminer, comme ils le feraient pour un pathogène (Burnet, 

1957). Ces résultats furent la première démonstration du principe d’immunosurveillance, selon 

lequel le système immunitaire et en particulier les lymphocytes T préviendraient le 

développement de tumeurs en reconnaissant et en éliminant les cellules prénéoplasiques au sein 

des tissus de l’hôte (Burnet, 1970, 1957; Thomas, 1959).  
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L’utilisation de modèles murins présentant des dysfonctionnements immunitaires a 

confirmé par la suite ce principe en démontrant que ces souris développent un nombre plus 

important de tumeurs que des souris immunocompétentes (Dunn et al., 2002; Finn, 2018; 

Fletcher et al., 2018). Plus précisément, il a été mis en évidence que certaines cellules 

cytotoxiques du système immunitaires, les LT et les cellules Natural killer T (NKT), sont 

importantes pour cette réponse anti-tumorale. En effet des modèles murins déficients pour ces 

cellules immunitaires (RAG2-/- ; BALB/C SCID ; T cell -/-) ont montré une susceptibilité plus 

forte à développer des sarcomes chimio-induits par le carcinogène méthylcholanthrène (MCA) 

que les souris contrôles immunocompétentes.  

De plus, il a également été observé un développement spontané de tumeurs épithéliales  

(poumon, intestin en particulier) plus fréquent et présentant un stade plus avancé chez les souris 

déficientes pour ces cellules immunitaires, comparativement aux souris immunocompétentes, 

suggérant le rôle des LT et NKT à la fois sur le contrôle de l’initiation mais aussi de la 

promotion tumorale (Girardi et al., 2001; Shankaran et al., 2001; Smyth et al., 2000a).  

L’importance de la cytokine IFN- et des perforines pouvant être produites par ce type 

de cellules immunitaires a été montrée avec une augmentation de la fréquence et de la 

croissance des tumeurs chez les souris ne pouvant pas produire ces facteurs (van den Broek et 

al., 1996; Kaplan et al., 1998; Smyth et al., 2000b; Street et al., 2001, 2002). D’autres 

expériences in vivo ont montré que la déplétion spécifique des cellules immunitaires (Natural 

Killer (NK) et NKT ou LT) ou la neutralisation de l’IFN- par l’utilisation d’anticorps induisent 

là encore une augmentation du nombre de tumeurs chimio-induites et de leur croissance, 

confirmant ainsi le rôle des LT, NK et NKT dans la réponse anti-tumorale, via la sécrétion de 

l’IFN- (Dighe et al., 1994; Smyth et al., 2000a, 2000b). 

 

II.2.1 .b. Immunoédition dans les modèles murins 

 

Outre cette mise en évidence de l’immunosurveillance dans différents modèles murins 

de cancers, il a été montré que les cellules immunitaires contribuent à des modifications des 

cellules tumorales (Dunn et al., 2002; Fridman, 2018). En effet, les souris immunocompétentes 

sont capables de rejeter des greffes de cellules tumorales provenant de souris immunodéprimées 

(RAG2-/- ; nude ; SCID) alors qu’elles ne parviennent pas à rejeter des cellules tumorales issues 

de souris immunocompétentes (Engel et al., 1997; Shankaran et al., 2001; Svane et al., 1996). 

De plus, il a également été mis en évidence que plus le modèle murin donneur duquel on extrait 
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les cellules tumorales est immunodéprimé, moins la tumeur issue de ces cellules transplantées 

est agressive chez la souris receveuse (O’Sullivan et al., 2012). Ces études suggèrent donc que 

les cellules tumorales ayant évolué au contact d’un système immunitaire efficace sont moins 

reconnues par les défenses de l’hôte, que des cellules tumorales ayant évolué au contact d’un 

système immunitaire immunodéprimé. Ainsi, en luttant contre les tumeurs, le système 

immunitaire exerce une pression de sélection sur les cellules tumorales entrainant l’émergence 

de clones résistants aux défenses de l’hôte. Ces observations ont permis de décrire le principe 

d’immunoédition aussi nommé « 3E » pour les trois phases d’interaction entre système 

immunitaire et tumeur : Élimination-Équilibre-Échappement, qui sera plus détaillé ci-dessous.  

 

II.2.1.c. Immunosurveillance anti-tumorale et immunoédition chez l’homme 

 

Comme évoqué précédemment, la compréhension des mécanismes qui régissent les 

interactions entre la tumeur et le système immunitaire lors des 3E, découle d’expériences 

réalisées sur des modèles murins. En ce qui concerne l’existence de ces interactions chez 

l’homme, elle est suggérée par des études épidémiologiques et cliniques qui reflètent une 

influence de l’état du système immunitaire des patients sur la carcinogenèse. La phase 

d’échappement étant la seule phase visible cliniquement, ces données portent surtout sur cette 

étape.  

Tout d’abord, le risque de développer un cancer augmente avec l’âge de l’individu, ce 

qui peut être mis en relation avec le processus d’immunosénescence qui montre une diminution 

de l’efficacité du système immunitaire et donc de l’immunosurveillance avec l’âge (Ribatti, 

2016).  

 

Le concept d’immunosurveillance a été décrit pour la première fois à partir du constat 

que les individus immunosupprimés ou immunodéficients présentent un risque plus élevé de 

développer un cancer (Finn, 2018; Fletcher et al., 2018). Par exemple, une incidence plus forte 

de lymphomes, sarcomes et cancers urogénitaux est observée chez les individus atteints du 

syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA). Toutefois, ces cancers étant associés à des 

virus, la rupture de l’immunité anti-virale est ici mise en cause (Boshoff and Weiss, 2002; Gatti 

and Good, 1971). D’autres études suggèrent que les traitements immunosuppresseurs suite aux 

transplantations d’organes altèreraient la réponse anti-tumorale spécifique, et ainsi 

augmenteraient le risque de développer des tumeurs chez les patients transplantés (Birkeland et 





41 

 

al., 1995; Engels et al., 2011; Hanahan and Weinberg, 2011; List et al., 1987; Opelz and Döhler, 

2004; Penn, 1996; Sheil, 1986; Shiels et al., 2011). Des observations similaires sont rapportées 

pour les patients dont l’immunodéficience est liée à une maladie génétique, telle que 

l’agammaglobulinémie liée à l’X (défaut de maturation des LB et donc de la production 

d’anticorps) ou des maladies touchant la maturation des LT (Kinlen et al., 1985; Salavoura et 

al., 2008; Spinner et al., 2014). 

   

 Enfin, la mise en évidence chez l’homme d’effecteurs immunitaires contre les tumeurs 

renforce l’hypothèse de l’immunosurveillance (Finn, 2018; Fletcher et al., 2018). En effet, il a 

été identifié des anticorps spécifiques d’antigènes tumoraux dans le sérum de patients atteints 

de cancer, suggérant l’immunogénicité des tumeurs. La diversité très importante de ces 

anticorps en fonction du type tumoral, mettent en évidence que la réponse anti-tumorale 

engagée est spécifique à chaque tumeur (Broussard et al., 2013; Reuschenbach et al., 2009; 

Sahin and Pfreundschuh, 1997). De la même manière, la présence de cellules immunitaires a 

été démontrée dans l’infiltrat de nombreux types tumoraux et la composition de cet infiltrat 

évolue en fonction du stade tumoral, suggérant une interaction dynamique entre la tumeur et 

ces cellules immunitaires (Jang, 2013; Maglietta et al., 2016; Yuan et al., 2008). Il a également 

été isolé du sang des patients atteints de cancer des LT spécifiquement dirigés contre les tumeurs 

(Caux et al., 1996; Kao et al., 2001; Mackensen et al., 1993; Zorn and Hercend, 1999). 

L’expansion clonale de ces LT a été corrélée à des régressions spontanées de mélanomes 

(Mackensen et al., 1993; Zorn and Hercend, 1999). Certains acteurs immunitaires tels que les 

LT peuvent aussi être associés à une meilleure survie des patients atteints de cancers 

épithéliaux, montrant leur importance dans le contrôle du développement tumoral (Clemente et 

al., 1996; Mihm et al., 1996; Naito et al., 1998; Pagès et al., 2005; Taube et al., 2017).  

Enfin l’efficacité des diverses immunothérapies anti-tumorales chez l’homme, confirme 

l’importance des phénomènes d’immunosurveillance et d’immunoédition (Rusch et al., 2018; 

Yang, 2015). En effet, la plupart de ces thérapies permettent de rétablir la réponse anti-tumorale 

en réactivant les effecteurs immunitaires impliqués, via par exemple l’utilisation d’anticorps 

monoclonaux ciblant les checkpoints immunologiques PD-1 et CTLA-4 ou par le transfert 

d’effecteurs immunitaires tels que les LT. Ces données démontrent qu’une réactivation ou une 

augmentation de la réponse immunitaire anti-tumorale peut permettre de lutter contre ce 

développement cancéreux et renverser l’étape d’échappement de l’immunoédition pour revenir 

à une étape d’élimination (Rusch et al., 2018; Yang, 2015). 

 



Figure 12 : Interaction des cellules tumorales avec les cellules immunitaires : le principe
d’immunoédition ou des 3E « Élimination-Équilibre-Échappement ». Les cellules tumorales et
immunitaires interagissent selon trois phases lors de la carcinogénèse. A. Lors de la première phase
d’élimination, les cellules immunitaires reconnaissent les cellules tumorales et ont la capacité de les

éliminer, prévenant ainsi le développement tumoral. B. Dans des cas moins favorables, cette phase est
suivie par l’étape d’équilibre dans laquelle le système immunitaire parvient à contenir le développement

des cellules tumorales mais n’empêche pas l’apparition de clones tumoraux résistants au SI (cellules

rouges). La pression de sélection établie par les cellules immunitaire ainsi que l’instabilité génétique des

tumeurs favorisent l’émergence de ces clones tumoraux résistants. C. Ces clones tumoraux ont la
capacité d’échapper aux défenses immunitaires, il s’agit de la phase clinique où le cancer est déclaré.

Cette dernière étape est appelée échappement tumoral. Source : Dunn et al, 2002

A B C
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II.2.2) Les étapes de l’immunoédition  (3E) 
  

L’interaction entre les cellules tumorales et les cellules immunitaires (Figure 12) est 

décrite par la théorie de l’immunoédition dite aussi des 3E (Élimination – Équilibre – 

Échappement) (Dunn et al., 2002). D’après cette hypothèse, l’interaction s’effectuerait selon 

trois phases : la  phase d’élimination dans laquelle le système immunitaire parvient à détruire 

les cellules épithéliales aberrantes, la phase d’équilibre où le système immunitaire contient le 

développement tumoral mais n’empêche pas la génération de nouveaux clones tumoraux parmi 

lesquels des clones résistants à l’immunité anti-tumorale, et la phase d’échappement dans 

laquelle ces cellules tumorales résistantes échappent au système immunitaire. Cette dernière 

phase participe à l’apparition de tumeurs. Ce principe d’immunoédition a été confirmé dans de 

nombreux types de cancer différents.  

 

II.2.2.a. La phase d’élimination 

 

 La phase d’élimination est le stade où l’immunosurveillance est efficace (Figure 13). 

Le système immunitaire reconnaît et détruit les cellules tumorales, empêchant le développement 

de tumeurs. Cette phase est composée d’une première étape où les cellules épithéliales altérées 

qui apparaissent, induisent des modifications du micro-environnement (métabolites, cytokines, 

dommages cellulaires) qui sont reconnues par les cellules du système immunitaire inné (Girardi 

et al., 2001; Matzinger, 1994; Smyth et al., 2001) (Figure 13.A). Une fois sur le site pré-

néoplasique, les effecteurs de la réponse innée, NK, NKT, LT , éliminent les cellules altérées 

via la production d’IFN- (Cerwenka et al., 2000; Diefenbach et al., 2001; Yokoyama, 2000).  

Les cellules altérées peuvent également exprimer des antigènes non retrouvés sur les cellules 

normales, appelés « antigènes tumoraux spécifiques » ou alors exprimer de façon anormale des 

antigènes communs aux cellules tumorales et normales (surexpression, modification post-

traductionnelle de l’antigène…) nommés alors « antigènes associés aux tumeurs ». La 

reconnaissance de ces deux types d’antigènes permet la réponse anti-tumorale (Fletcher et al., 

2018; Schumacher and Schreiber, 2015).  

Lors de la seconde étape, la mort des cellules va favoriser la libération d’antigènes 

tumoraux qui pourront être captés par les cellules présentatrices d’antigènes du système 

immunitaire telles que les cellules dendritiques (DC) présentes sur le site (Finn, 2008) (Figure 

13.B). De plus, des chimiokines sont produites par les cellules altérées, mais également par les 



Figure 13 : La phase d’élimination tumorale par les cellules immunitaires : une

immunosurveillance efficace. La phase d’élimination est la première phase des 3E qui décrit

l’interaction entre les cellules tumorales et les cellules immunitaires. Lors de cette phase

l’immunosurveillance est efficace et permet la destruction des cellules tumorales. A. Les modifications

du micro-environnement par les cellules tumorales (cytokines, dommages cellulaires…) activent le

système immunitaire inné (NK, NKT, LT γδ) qui produit notamment de l’IFN-γ et détruit les cellules
tumorales. B. Cette réaction entraine la libération de facteurs solubles telles que des chimiokines qui

favorisent le recrutement de nouvelles cellules immunitaires sur le site inflammatoire (NK et

Macrophages (Mac)). Elle conduit également à la libération d’antigènes tumoraux dans le micro-

environnement qui sont alors captés par les cellules dendritiques (DC). C. Les cellules dendritiques ainsi

activées migrent au niveau des ganglions afférents et présentent les antigènes aux LT CD4+ et LT CD8+,

permettant l’activation de cette réponse immunitaire spécialisée. D. Ces LT spécifiques gagnent ensuite

le site inflammatoire et renforcent la réponse anti-tumorale, détruisant ainsi les cellules tumorales et

empêchant le développement d’un cancer. Source : Dunn et al, 2002

A B

C D
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cellules saines qui les entourent, modifiant les processus d’angiogenèse et amplifiant 

l’inflammation par le recrutement d’autres cellules immunitaires, en particulier les NK et les 

macrophages (Cole et al., 1998; Liao et al., 1995; Luster and Ravetch, 1987; Vesely et al., 

2011).  

La troisième étape d’élimination des cellules altérées est orchestrée par ces deux types 

de cellules et par la sécrétion d’IFN-, d’IL-12, de ROS et de perforines, mais également via 

des signaux d’apoptose induits par des interactions cellules tumorales/cellules immunitaires 

(Figure 13.C) (Bancroft et al., 1991; Cerwenka et al., 2000; Smyth et al., 2000b; Takeda et al., 

2002; Vesely et al., 2011). En parallèle, les cellules dendritiques chargées en antigènes migrent 

dans les ganglions afférents et induisent la différenciation de LT CD4+ (en particulier Th1 

producteur d’IFN-) et de LT CD8+ cytotoxiques dirigés contre les cellules tumorales via la 

présentation de peptides en contexte CMH II ou I respectivement. Ces LT migrent ensuite et 

détruisent les cellules tumorales suite à la liaison spécifique de leur TCR avec les CMH des 

tumeurs (Figure 13.D) (Ferlazzo et al., 2002; Gerosa et al., 2002; Pardoll, 2002; Umar, 2014). 

Cette phase peut aboutir à la destruction du foyer tumoral, dans d’autres cas moins avantageux 

elle peut aboutir à la phase d’équilibre (Figure 12.B). 

 

II.2.2.b. Les phases d’équilibre et d’échappement 
 

 Lors de la phase d’équilibre,  la réponse anti-tumorale des LT soutenue par la production 

d’IFN- et d’IL-12 parvient à contenir le développement tumoral mais ne parvient pas à détruire 

totalement le foyer tumoral (Figure 12.B). Cette réponse immunitaire persistante peut 

potentiellement induire une pression de sélection sur les cellules génétiquement très instables, 

favorisant l’émergence de clones tumoraux résistants aux défenses de l’hôte (Engel et al., 1997; 

O’Sullivan et al., 2012; Shankaran et al., 2001; Svane et al., 1996). Il s’agit de la phase la plus 

longue, elle peut durer plusieurs dizaines d’années. 

  

  



A

B
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Figure 14 : Modifications du micro-environnement impliquées dans l’échappement tumoral.

L’échappement tumoral est induit par des modifications du micro-environnement et notamment par

des transformations des cellules tumorales et un environnement immunitaire pro-tumoral. En effet, si

lors de la phase d’élimination les cellules tumorales étaient reconnaissables et sensibles au système

immunitaire (SI), (A) les clones tumoraux persistants lors de la phase d’échappement présentent des

caractéristiques membranaires et fonctionnelles qui leur permettent de résister au SI (B). Ces clones

résistent au SI notamment en empêchant leur reconnaissance par les défenses de l’hôte, puisqu’ils

n’expriment plus d’antigènes tumoraux et/ou de CMH (complexe majeur d’histocompatibilité)

essentiels à cette reconnaissance. De plus, ils peuvent exprimer des protéines membranaires qui

inhibent le système immunitaire (ligands de checkpoints immunologiques inhibiteurs) telle que PDL-1

(« Programmed cell death ligand 1 »), qui se lie au checkpoint immunologique inhibiteur PD-1, présent

sur les membranes des cellules immunitaires anti-tumorales, notamment des LT. Les clones qui

échappent au SI peuvent également produire des cytokines et molécules immunosuppressives telles que

TGF-β, IL-10 et IDO (Indoleamine 2,3-dioxygenase) et des chimiokines qui vont respectivement

inhiber les cellules de l’immunité anti-tumorale et/ou recruter des cellules immunitaires suppressives

renforçant le déclin de la réponse anti-tumorale. Source : D’après Schreiber et al., 2011
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La phase d’échappement correspond à la phase clinique du développement tumoral, où 

l’apparition d’une tumeur maligne est détectable. Lors de cette étape, les cellules tumorales 

ayant acquis des mécanismes de résistance au système immunitaire échappent alors à cette 

défense et sont hors de contrôle. Divers mécanismes sont impliqués dans ce processus (Figure 

14).  

Les cellules tumorales peuvent ne plus être reconnues par certaines cellules du système 

immunitaire (LT, NKT) en diminuant l’expression ou n’exprimant plus les antigènes tumoraux 

ou le CMH I (Fletcher et al., 2018; Gutting et al., 2018; Khong and Restifo, 2002; Schreiber et 

al., 2011).  

Elles peuvent également être résistantes à la cytotoxicité des effecteurs immunitaires, par 

l’induction de processus intracellulaires anti-apoptotiques, tels qu’une sur-activation de la voie 

de signalisation STAT3 ou la surexpression du gène Bcl-2 (« B-cell lymphoma 2 ») (Gutting et 

al., 2018; Khong and Restifo, 2002; Schreiber et al., 2011).  

Enfin, elles peuvent établir un micro-environnement immunosuppresseur qui va inhiber la 

réponse anti-tumorale via la sécrétion de cytokines ou molécules immunosuppressives (VEGF, 

TGF-β, IL-10, IDO), via le recrutement de cellules immunitaires suppressives (MDSCs : 

cellules myéloïdes suppressives, et LTregs : LT régulateurs) et/ou via l’expression de ligands 

spécifiques à des récepteurs membranaires inhibiteurs des effecteurs de la réponse anti-

tumorale (Fletcher et al., 2018; Gutting et al., 2018; Pardoll, 2012; Radoja et al., 2000; Schreiber 

et al., 2011; Vesely et al., 2011; Zhai et al., 2018). Plus précisément ces récepteurs des cellules 

immunitaires sont appelés checkpoints immunologiques inhibiteurs, ou plus couramment 

« checkpoints immunologiques ». Les récepteurs les plus décrits sont PD-1 et CTLA-4, 

retrouvés majoritairement à la surface des LT anti-tumoraux. Leurs ligands respectifs (PDL-1 

et CD80 ou CD86) sont surexprimés sur les cellules tumorales et/ou les cellules présentatrices 

d’antigènes (DCs) et également par d’autres effecteurs immunitaires. Le type d’effecteurs 

impliqués ainsi que les mécanismes mis en jeu sont dépendants du checkpoint immunologique 

considéré, du type de cancer, ainsi que de son micro-environnement. Mais la liaison de ces 

récepteurs à leurs ligands aboutit toujours à une inhibition de la réponse anti-tumorale, dont les 

LT sont les principaux effecteurs (Marin-Acevedo et al., 2018; Pardoll, 2012; Sharpe and 

Pauken, 2018; Shi et al., 2018). 

 

 



Figure 15 : Principes d’immunosurveillance et d’immunoédition appliqués au CCR le long de la

« séquence adénome-cancer ». L’accumulation de mutations génétiques aboutit au développement

d’un carcinome colique, décrit par la « séquence adénome-cancer ». L’émergence de cellules tumorales

lors des stades précoces du CCR (hyperplasies-adénomes précoces) est accompagnée par la génération

de néo-antigènes aussi appelés antigènes associés aux tumeurs (TAAs), qui vont permettre l’activation

de la réponse anti-tumorale. Lors de la phase d’équilibre, la réponse immunitaire ne parvient pas à

empêcher l’émergence de nouveaux clones tumoraux coliques. L’instabilité génétique et la pression

sélective exercée par la réponse immunitaire sur le site tumoral favorisent l’apparition de clones

tumoraux coliques résistants aux cellules immunitaires. Ces clones échappent alors aux défenses de

l’hôte, le développement d’un adénome tardif puis d’un carcinome colique est alors observé. Un micro-

environnement immunosuppresseur de la réponse anti-tumorale caractérise cette phase avec

l’apparition de cellules suppressives (MDSCs) et l’expression de checkpoints immunologiques et de

leurs ligands (PDL-1, PD-1, CTLA-4). Ce micro-environnement est dépendant du stade et du

phénotype du CCR. Source : Fletcher et al., 2018
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II.2.3) Immunosurveillance anti-tumorale et immunoédition dans le cancer 

colorectal 

 

 Les théories de l’immunosurveillance et de l’immunoédition sont valables pour le 

cancer colorectal et se déroulent comme décrit précédemment (Figure 15).  

 L’immunosurveillance dans le cancer colorectal a été mise en évidence sur le modèle 

murin APCMin/+RAG2- /- qui montre un nombre de tumeurs augmenté dans le petit intestin 

comparativement au modèle sauvage APCMin/+ immunocompétent (Nagamine et al., 2008). De 

la même façon des altérations de la composition du système immunitaire et du profil 

cytokinique dans les tumeurs du modèle APCMin/+ par rapport à la muqueuse ont été mises en 

évidence, avec notamment l’augmentation de la population de LT régulateurs (LT 

CD4+FoxP3+) dans les adénomes, suggérant la mise en place d’un micro-environnement 

tumoral suppresseur caractéristique de l’échappement tumoral (Akeus et al., 2014). Récemment 

il a été montré dans ce même modèle murin que l’inhibition des processus d’autophagie induit 

une régression tumorale nécessitant la réponse anti-tumorale LT CD8+ (Lévy et al., 2015). Ces 

études suggèrent donc l’existence d’une immunosurveillance dans les modèles murins de CCR. 

  

Chez l’homme, les connaissances restent limitées, néanmoins il a été montré des 

associations en faveur des principes d’immunosurveillance et immunoédition (Fletcher et al., 

2018). Tout d’abord, l’accumulation des altérations génétiques tout au long de la séquence 

adénome-cancer est source d’antigènes tumoraux potentiellement impliqués dans 

l’immunosurveillance. Cela est renforcé par la surexpression des antigènes associés aux 

tumeurs MUC-1 et CEA au niveau des polypes adénomateux (Finn, 2008; Fletcher et al., 2018). 

De même il a été identifié un panel de 160 gènes et de 23 protéines surexprimés dans les 

adénomes de patients atteints de CCR comparativement à la muqueuse saine (Broussard et al., 

2013). De la même manière il a été retrouvé une élévation importante des anticorps dirigés 

contre MUC-1 et CEA dans le sérum des patients atteints de CCR à des stades précoces par 

rapport à des individus sains, témoignant de l’immunogénicité de ces protéines dans un contexte 

de cancer colique (Broussard et al., 2013). D’autres études montrent des surexpressions 

protéiques ou l’expression de protéines altérées dans le CCR lors des stades précoces, pouvant 

potentiellement activer l’immunosurveillance, telles que CEA, KRAS, APC et TP53 (Quesada-

Calvo et al., 2017; Wiśniewski et al., 2015).  

Bien que des études supplémentaires soient nécessaires pour connaître l’influence de ces 

protéines sur l’activation du système immunitaire, il a notamment été montré que la cycline D 
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surexprimée sur les cellules tumorales chez les patients CCR (Mermelshtein et al., 2005; Ogino 

et al., 2009b) peut induire la stimulation des LT CD4+ et CD8+ in vitro (Dao et al., 2009).  

Concernant l’étape d’échappement tumoral dans le CCR, de nombreuses observations 

sur les patients atteints de ce cancer suggèrent une perte de l’immunogénicité des cellules 

tumorales et l’instauration d’une immunosuppression dans les tumeurs. Il a été montré une perte 

ou une sous-expression de la protéine CMH I par les cellules tumorales des patients atteints de 

CCR, suggérant une perte de reconnaissance de ces cellules par le système immunitaire 

(Campoli and Ferrone, 2008). La présence de cellules suppressives telles que les cellules 

myéloïdes suppressives pouvant produire des ROS, ou les LT régulateurs, a également été 

montrée dans ces tumeurs, suggérant la mise en place d’un microenvironnement tumoral 

immunosuppresseur (Nagaraj and Gabrilovich, 2007; Zhao et al., 2014). La surexpression du 

checkpoint immunologique inhibiteur PD-1 par les LT infiltrant les tumeurs CCR pourrait être 

impliquée dans la phase d’échappement de ce cancer. Bien que son ligand PDL-1 soit peu 

exprimé dans les adénomes, une forte expression de PDL-1 a été observée dans le front invasif 

des tumeurs de phénotype MSI, en particulier sur les cellules myéloïdes (Llosa et al., 2015; 

Mostafa et al., 2016; Zhu et al., 2015).  

L’expression du ligand NKG2D, impliqué dans la reconnaissance et l’activation des LT 

et NK anti-tumoraux, ou d’autres protéines impliquées dans la reconnaissance des cellules 

tumorales par les cellules immunitaires, est également diminuée sur les tumeurs CCR (Ferrone 

and Dranoff, 2010; Kloor et al., 2005; McGilvray et al., 2009). 

  

Enfin, l’implication de la réponse anti-tumorale dans le CCR est démontrée par 

l’efficacité d’une immunothérapie anti-PD-1 dans le traitement des cancers de phénotypes MSI 

(Le et al., 2015, 2017). En effet ce checkpoint immunologique étant un frein de la réponse 

immunitaire et notamment de la réponse des LT (Pardoll, 2012; Sharpe and Pauken, 2018), le 

fait que cette réponse puisse être réactivée après blocage par un anticorps et induire la régression 

de ce phénotype de CCR particulier, montre l’importance de cette réponse immunitaire.  
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II. 3 – Importance de l’inflammation dans la carcinogenèse du côlon 

 

II.3.1) Mise en évidence 

 

 Le premier lien entre l’inflammation et le développement tumoral a été établi en 1863, 

par le professeur Virchow. Il émit l’hypothèse que l’inflammation chronique pouvait être 

responsable de la formation de cancers, après avoir observé des cellules immunitaires dans les 

lésions néoplasiques (Balkwill and Mantovani, 2001; Leonardi et al., 2018). La susceptibilité 

des patients atteints de maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) à développer 

un CCR étaye cette association (Eaden et al., 2001; Farraye et al., 2010; Jess et al., 2012; Lopez 

et al., 2018; Shawki et al., 2018; Ullman and Itzkowitz, 2011). Un argument fort en faveur de 

l’implication de l’inflammation chronique dans le développement du CCR est 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 (AINS) et plus particulièrement l’aspirine 

(Flossmann and Rothwell, 2007a, 2007b; Grancher et al., 2018; Nan et al., 2015; Qiao et al., 

2018). L’utilisation de ce type de traitement est également associée à une augmentation de la 

survie chez les patients atteints de CCR (Huang et al., 2017; Walker et al., 2012). Ce postulat a 

été depuis confirmé chez la souris. En effet, l’utilisation d’agents chimiques induisant des 

colites tels que le dextran sulfate sodium (DSS) et l’azoxyméthane (AOM) entraine une 

augmentation du nombre et de la taille des tumeurs dans les modèles murins (Cooper et al., 

2001; Neufert et al., 2007; Robertis et al., 2011; Seril et al., 2002; Talero et al., 2011; Thaker 

et al., 2012; Zitvogel et al., 2016). L’utilisation de différents modèles murins de CCR survenant 

chez des souris génétiquement modifiées chez qui l’inflammation est moins forte suite à 

l’inactivation de voies et/ou à la perte de protéines impliquées dans les réactions 

inflammatoires, a également montré que ces modèles ont un développement tumoral ralenti, ce 

qui renforce l’importance des processus inflammatoires dans la carcinogenèse colique (Long et 

al., 2017a). 

Selon le type de CCR considéré, l’origine de l’inflammation chronique observée chez 

les patients peut être différente. En effet, en plus de l’implication de l’alimentation, d’autres 

facteurs environnementaux peuvent jouer un rôle (exposition aux détergents, émulsifiants, 

aluminium… par voie alimentaire surtout), tout comme la colonisation anormale de la 

muqueuse intestinale par des agents infectieux colitogéniques et/ou l’apparition d’altérations 

génétiques (Arthur and Jobin, 2013; Boleij and Tjalsma, 2012; Mandal, 2018; Park et al., 2018). 



Figure 16 : Implication de l’inflammation chronique dans la carcinogenèse. L’inflammation

chronique caractérisée par une sur-activation persistante et pathologique du système immunitaire,

s’oppose à la réponse immunitaire protectrice. Elle peut également être médiée par les cellules

épithéliales. Elle contribue à la promotion du développement tumoral via l’induction d’espèces

réactives de l’oxygène (ROS) et via des dommages cellulaires et moléculaires (« X ») qui vont

conduire in fine à une prolifération cellulaire anarchique. Cette inflammation anormale favorise

également la migration cellulaire et l’angiogenèse par l’activation de voies de signalisation

oncogènes. Enfin cette inflammation associée au développement tumoral participe à l’inhibition de

l’immunosurveillance et de la réponse anti-tumorale. Source : Grivennikov et al., 2018
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II.3.2) Rôle de l’inflammation chronique dans la carcinogenèse colique 

 

 Les principales cellules impliquées dans l’inflammation chronique sont les cellules 

épithéliales et immunitaires. Concernant les populations du système immunitaire il s’agit en 

particulier des macrophages, des neutrophiles, des cellules dendritiques,  des éosinophiles, des 

mastocytes et des lymphocytes. Elles infiltrent aussi bien la muqueuse que les tumeurs, et sont 

présentes dès le stade adénome du CCR (Jayakumar and Bothwell, 2017; Kong et al., 2014; 

Kumar et al., 2018a; Leonardi et al., 2018; Mariani et al., 2014; Yuan et al., 2008).  

 Les cellules impliquées dans l’inflammation chronique promotrice du développement 

du CCR, produisent des espèces réactives de l’oxygène ou de l’azote telles que le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2), le radical hydroxyle (HO•), l’anion superoxyde (O2
•-) et le monoxyde 

d’azote (NO•). Elles produisent aussi des facteurs de croissance comme l’EGF (Epidermal 

Growth factor), le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), et le PDGF (Platelet-Derived 

Growth Factor) ainsi que des médiateurs de l’inflammation tels que l’IL-6, l’IL-8, le TNF-α, 

l’IL-1β et la PGE2. Leur production est liée à l’activation de voies de signalisation importantes 

dans l’inflammation : NF-кB, STAT3, AKT, et COX-2/PGE2 (Grivennikov, 2013; Lin et al., 

2018a; Long et al., 2017a; Terzić et al., 2010; Ullman and Itzkowitz, 2011). L’activation de ces 

voies et la sécrétion de ces médiateurs favorisent la carcinogenèse colique en induisant des 

mutations oncogènes, une instabilité génomique, des modifications épigénétiques au niveau des 

cellules épithéliales, ainsi qu’en stimulant leur prolifération cellulaire. Ces voies de 

signalisation et médiateurs participent également à l’angiogenèse (Figure 16).  

Ces processus inflammatoires inhibent également l’immunosurveillance et la réponse anti-

tumorale, par l’induction d’une immunosuppression locale de ces réponses (Figure 16) 

(Grivennikov, 2013; Grivennikov et al., 2010; Lin et al., 2018a; Long et al., 2017a).  

 

II.3.3) Les médiateurs de l’inflammation chronique dans le CCR 

 

II.3.3.a. La cyclo-oxygénase-2 (COX-2) et les prostaglandines 2 (PGE2) 

 

L’enzyme COX-2 fait partie de la famille des cyclo-oxygénases (COXs) intervenant 

dans la synthèse des prostaglandines. En conditions physiologiques, elle n’est exprimée que 

dans le système nerveux central, les reins et les vésicules séminales (Adegboyega and Ololade, 

2004; Kirschenbaum et al., 2000; Svensson and Yaksh, 2002), alors qu’elle est surexprimée 
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dans de nombreux cancers et notamment le CCR (Allaj et al., 2013; Liu et al., 2017b; Roelofs 

et al., 2014; Szylberg et al., 2016). En effet, chez l’homme son expression est observée dans 50 

% des adénomes et 85 % des adénocarcinomes colorectaux (Eberhart et al., 1994; Luo and 

Zhang, 2017; Roelofs et al., 2014; Szylberg et al., 2016). Elle augmente avec l’agressivité des 

tumeurs et est associée à un mauvais pronostic chez les patients atteints de CCR (Cianchi et al., 

2010; Elzagheid et al., 2013; Ogino et al., 2008; Szylberg et al., 2016). Au sein des tumeurs 

coliques, COX-2 est préférentiellement localisée au niveau du front invasif (bord de la tumeur), 

et exprimée par les cellules épithéliales, les fibroblastes, les cellules endothéliales,  les 

macrophages et les lymphocytes T régulateurs (Gupta and Dubois, 2001; Tuncer and Banerjee, 

2015; Yaqub et al., 2008). Son expression est inductible par des cytokines pro-inflammatoires 

(IL-1-β, TNF-α, INF-, IL-6), par le LPS bactérien, par des facteurs de croissance (EGF, PDGF, 

FGF : Fibroblast Growth Factor) et par des hormones (Ramsay et al., 2003; Tanabe and Tohnai, 

2002). 

L’utilisation d’inhibiteurs de cyclo-oxygénases (COXIBs) pendant une longue durée (10 

à 15 ans) permet de réduire de moitié le risque de développer un CCR chez les patients ayant 

déjà développé des adénomes. De plus, elle permet de diminuer le nombre de polypes 

développés par les patients atteints de PAF, renforçant l’importance de cette enzyme dans le 

CCR (Chan et al., 2007; Flossmann and Rothwell, 2007a; Rostom et al., 2007; Sandler et al., 

2003; Steinbach et al., 2000). De la même manière l’utilisation prolongée (plus de 5 ans) ou 

quotidienne d’acide salicylique (aspirine), qui inhibe notamment COX-2, est associée à un 

risque plus faible de développer un CCR (Chan et al., 2012; Rothwell et al., 2010a, 2010b; 

Sostres et al., 2014). Une étude prospective récente a également montré que la prise d’aspirine 

ou d’inhibiteurs de COX-2 par des patients atteints de CCR, pendant ou après leur 

chimiothérapie, diminue le risque de rechute et prolonge la survie (Ng et al., 2015). 

Le rôle de COX-2 dans la tumorigénèse colique est attribué à son produit de synthèse 

majoritaire, la PGE2, dont la synthèse est augmentée dans les adénomes et carcinomes des 

patients atteints de CCR comparativement à leur muqueuse saine (Pugh and Thomas, 1994; 

Rigas et al., 1993; Yang et al., 1998). L’implication de la PGE2 est appuyée par de nombreuses 

études dans des modèles murins de CCR (APCMin/+, AOM) qui montrent que l’administration 

de cette prostaglandine accélére le développement tumoral chez ces souris par rapport à des 

souris non traitées (Kawamori, 2003; Wang et al., 2004, 2005).  

Les travaux sur ces modèles murins ainsi que sur des lignées cellulaires ont permis de 

mettre en évidence les mécanismes mis en jeu, à la fois dans les cellules épithéliales et les 

cellules immunitaires (Luo and Zhang, 2017; Tuncer and Banerjee, 2015). La PGE2 est capable 
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notamment de moduler la prolifération cellulaire des cellules épithéliales intestinales par 

l’activation de la voie de signalisation WNT/β-caténine (Castellone et al., 2005; Wu et al., 

2010a) et d’induire une résistance cellulaire à l’apoptose par une surexpression de la protéine 

anti-apoptotique B-cell lymphoma 2 (BCL-2) (Hawcroft et al., 2007; Sheng et al., 1998). Elle 

est également capable de stimuler l’angiogenèse et la migration cellulaire via la surexpression 

des facteurs angiogéniques VEGF et FGF et de la chimiokine CXCL-1 par les cellules 

épithéliales (Amano et al., 2003; Seno et al., 2002; Tsujii et al., 1998; Wang et al., 2006). La 

PGE2 influence également le micro-environnement immunitaire colique, en induisant le 

recrutement de neutrophiles et de macrophages pro-tumoraux M2 dans l’infiltrat tumoral, ce 

qui génère une inflammation à bas bruit du fait de la production de ROS  (Janakiram et al., 

2011; Nakanishi et al., 2011; Wang et al., 2014). Un recrutement de neutrophiles et LT pro-

tumoraux Th17 par la PGE2 a été observé aussi dans les tissus coliques en contexte 

d’inflammation chronique (Sheibanie et al., 2007).  

En parallèle, la PGE2 a une action immunosuppressive sur la réponse lymphocytaire T 

anti-tumorale. En effet, il a été montré qu’une surexpression de la PGE2 par les LT régulateurs 

présents dans les ganglions mésentériques et les tumeurs diminue le nombre de LT effecteurs 

anti-tumoraux activés (producteurs de TNF-α ou d’IFN-γ) (Yaqub et al., 2008). Cet effet négatif 

sur la réponse anti-tumorale peut également être provoqué par les cellules tumorales coliques 

productrices de COX-2, qui expriment les ligands FasL et TRAIL qui leur permettent d’induire 

l’apoptose des LT (Wang et al., 2009). 

 

II.3.3.b. Les espèces réactives de l’oxygène (ROS) et de l’azote (RNS) 
 

Description générale 

 

Les espèces réactive de l’oxygène (ROS) et de l’azote (RNS) impliquées dans 

l’inflammation colique peuvent être synthétisées à la fois par les cellules du système 

immunitaires et par les cellules épithéliales coliques (Janakiram and Rao, 2014; Lin et al., 

2018a; Liu et al., 2017a).  

Il existe quatre principaux types de ROS : le peroxyde d’hydrogène H2O2, le radical 

hydroxyle HO•, l’anion superoxyde O2
•- et l’oxygène singulet 1O2 (Liu et al., 2017a). Leur 

production est dépendante de différents systèmes enzymatiques et non-enzymatiques comme 

par exemple la chaîne respiratoire mitochondriale, les cyclo-oxygénases parmi lesquelles COX-

2, et la myéloperoxydase MPO (Kim et al., 2008; Liu et al., 2017a, 2017b). Les RNS quant à 



Inflammation  T cell response
inhibition

Figure 17 : Effets des espèces réactives de l’oxygène (ROS) liés à la carcinogenèse. Les espèces

réactives de l’oxygène (ROS) peuvent participer à la carcinogénèse par différents effets moléculaires,

cellulaires et sur le micro-environnement. Les principales sources endogènes de ROS sont représentées

par le fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale, le peroxysome et le cytochrome p450.

Ces espèces induisent des dommages sur l’ensemble des composants cellulaires (acides nucléiques,

protéines, lipides) qui entrainent des mutations et une instabilité génétique qui participent au

développement tumoral. De plus, les ROS participent à l’amplification de l’inflammation chronique

pro-tumorale et à l’inhibition de la réponse immunitaire anti-tumorale. Source : Klaunig et al., 2010
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elles sont produites lors du métabolisme de l’azote par l’intervention des oxydes nitriques 

synthases (NO-synthases : « nitric oxide synthase ») (mitochondriale, endothéliale, inductible-

iNOS). Les principales RNS sont l’oxyde nitrique (NO•), l’anhydride nitreux (N2O3) et l’ion 

peroxynitrite (ONOO-) (Klaunig et al., 2010). 

La production de ROS et de RNS dans des conditions physiologiques permet le maintien 

de l’homéostasie des tissus en assistant les processus cellulaires tels que la prolifération, la 

migration, la différenciation, ainsi que la lutte contre les pathogènes (Janakiram and Rao, 2014; 

Liu et al., 2017a). Cependant un déséquilibre dû à la production excessive de ROS par les 

cellules de l’hôte et/ou à la diminution des défenses anti-oxydantes de l’hôte génère un stress 

oxydant associé à diverses pathologies et notamment au CCR (Liu et al., 2017a).  

Il a notamment été montré une augmentation de la quantité de MPO dans le sérum de patients 

atteints de CCR (Crespo-Sanjuán et al., 2015), ainsi qu’un recrutement accru de cellules 

productrices de MPO (neutrophiles et macrophages) dans la muqueuse de ces patients 

comparativement à des individus sains. De plus, des taux élevés de MPO sérique sont corrélés 

à des stades avancés du CCR (Mariani et al., 2017; Roncucci et al., 2008). Le rôle du stress 

oxydant est confirmé par le fait que certains facteurs de risque du CCR, comme la 

consommation de tabac et/ou d’alcool, favoriseraient la production de ROS  (Bartsch and Nair, 

2006; Mariani et al., 2017; Roncucci et al., 2008; Ziech et al., 2011). 

Concernant les RNS, il a été montré une expression d’iNOS associée à une altération de la 

survie chez les patients atteints de CCR (Zafirellis et al., 2010). L’augmentation de ces espèces 

favorise la carcinogenèse par l’amplification de l’inflammation et par les dommages cellulaires 

et nucléaires qu’elles causent. Un effet sur la réponse LT anti-tumorale est également suggéré 

(Figure 17) (Chen et al., 2016; Lin et al., 2018a; Liu et al., 2017a). 

 

Effets sur l’inflammation  

 

 La génération de ROS entraine une boucle d’amplification inflammatoire puisque la 

réaction inflammatoire elle-même augmente la formation de ROS par la chaine respiratoire 

(Yang et al., 2013) et qu’en parallèle ces espèces activent la transcription de gènes pro-

inflammatoires des cellules voisines (Lin et al., 2018a). Plus précisément, cette activation 

stimule la sécrétion de cytokines (IL-6, IL-1, TNF-α, IL-1β, IL-18) et de chimiokines (MCP-1, 

CXCL-12) associées au développement du CCR (Grassl et al., 1999; Lappas, 2013; Wongchana 

and Palaga, 2012). Ces cytokines activent ensuite des voies pro-inflammatoires comme NF-кB 

et oncogènes telles que MAPK au sein des cellules épithéliales. Des réactions en cascade 
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impliquent ensuite d’autres cytokines telles que l’IFN- et l’IL-17, amplifiant les processus 

oncogènes venant d’être cités (Lin et al., 2018b). In fine il en résulte une modulation du cycle 

cellulaire, de l’apoptose et de la migration cellulaire en faveur d’un développement tumoral 

colique. 

 

Dommages nucléaires et cellulaires 

 

Les ROS et RNS participent à la carcinogenèse colorectale également par leur forte 

réactivité avec l’ADN, les lipides et les protéines, qui induit des dommages sur ces molécules, 

entrainant des mutations génétiques et des modifications cellulaires (Forsberg et al., 2001; 

Kirkali et al., 2011; Klaunig et al., 2010; Liu et al., 2017a; Ziech et al., 2011). 

Concernant les dommages à l’ADN, ils résultent de l’interaction des ROS avec les bases 

puriques et pyrimidiques, le désoxyribose ou les liaisons phosphodiester. Ils sont 

essentiellement causés par le radical hydroxyle HO• et les produits de la peroxydation lipidique 

(Chatgilialoglu and O’Neill, 2001). Ceci entraine des cassures double brins de l’ADN et des 

mutations avec perte/gain de fonction favorisant la carcinogenèse colique. La peroxydation 

lipidique et notamment celle des acides gras polyinsaturés, très sensibles à l’hydroxyle et à 

l’oxygène singulet, induit la production de composés hydoxyles instables. De nouveaux 

radicaux libres capables d’induire des dommages sur d’autres composants cellulaires sont alors 

formés, mais aussi des composés potentiellement carcinogènes comme les adéhydes réactifs 

responsables de dommages à l’ADN (Cadet et al., 2010). Ces processus sont aussi impliqués 

dans la perte de fonctionalité des membranes lipidiques et inhibent l’apoptose cellulaire, 

favorisant la carcinogenèse colique (Cai et al., 2012; Stark, 2005).  

 

 Des dommages peuvent également être observés sur les protéines. Ils sont causés par 

l’anion superoxyde, le radical hydroxyle et le peroxyde d’hydrogène. Ils peuvent toucher les 

acides aminés, ce qui génère des protéines carbonylés parfois inactives (Hensley and Floyd, 

2002). De la même manière, la génération de ponts disulfure ou le clivage d’acides aminés 

induisent des modifications structurales et des pertes de fonctions des protéines oxydées, qui se 

répercutent ensuite sur les fonctions cellulaires (Hoshi and Heinemann, 2001; Liu et al., 2017a; 

Schieber and Chandel, 2014; Stark, 2005). 

 

 

 



Figure 18: Analyse de l’infiltrat immunitaire lymphocytaire T : importance de l’Immunoscore

dans le CCR. La quantification des LT CD3+ et CD45RO+ mémoires ou des LT CD3+ et LT

CD8+ ou des LT CD8+ et CD45RO+ dans les tumeurs coliques a une valeur pronostique pour les

patients CCR. Elle s’effectue sur des coupes histologiques de tumeurs de patients traitées par

marquages immunohistochimiques des protéines de surface spécifiques de ces cellules (A ; C :

grossissement). Les LT sont ensuite quantifiés par analyse d’image numérique (B) en distinguant le

centre de la tumeur (CT) de la marge tumorale (IM). Ces quantifications permettent de déterminer

un Immunoscore de 0 à 4, plus ce score est fort plus l’infiltrat en LT est riche et meilleur est le

pronostique du patient. Source : D’après Galon et al., 2014

Lymphocyte CD3+
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Régulation de l’immunosurveillance et de la réponse anti-tumorale 

 

 Les ROS peuvent également avoir un impact sur la réponse des LT cytotoxiques. Elles 

peuvent lorsqu’elles sont produites en faible quantité, participer à la prolifération de ces cellules 

et à l’activation de la réponse lymphocytaire T (Chen et al., 2016). Cependant, il a été montré 

in vitro et dans des modèles murins d’inflammation que la production excessive de ROS dans 

le milieu extracellulaire par les cellules tumorales et/ou immunitaires (macrophages, 

neutrophiles, cellules myéloïdes suppressives (MDSCs)…) induit une immunosuppression de 

la réponse immunitaire des LT (Holmdahl et al., 2016; Kraaij et al., 2010, 2013; Liu et al., 2015; 

Qu et al., 2012; Sheng et al., 2010; Srivastava et al., 2010; Wei et al., 2015). En particulier, la 

production de ROS par les MDSCs inhibe la reconnaissance des antigènes par les lymphocytes 

T et est associée à une diminution des cystéines et cystines extracellulaires, qui entraine une 

inactivation de ce type cellulaire (Liu et al., 2015; Srivastava et al., 2010). Un traitement des 

MDSCs par la N-acétylcystéine qui stimule la production du glutathion, un antioxydant, élimine 

cet effet immunosuppresseur (Wei et al., 2015). Ceci suggère donc que les ROS pourraient 

également participer à une diminution de l’immunosurveillance et/ou de la réponse anti-

tumorale. 

 

II.4) Valeur pronostique des cellules immunitaires dans le CCR 

 

Indépendamment de leur rôle dans la carcinogenèse colique, les cellules immunitaires 

pourraient être utilisées comme des facteurs pronostiques chez les patients atteints de CCR. 

Concernant plus particulièrement les LT, il est montré qu’une forte densité des LT CD3+, LT 

CD8+ et LT CD45RO+ dans l’infiltrat tumoral (TILs), est un facteur de bon pronostic (Galon et 

al., 2006, 2014; Mlecnik et al., 2016; Pagès et al., 2005, 2009, 2018; Tosolini et al., 2011). La 

répartition de ces cellules se fait dans toute l’aire tumorale avec une concentration plus forte au 

niveau du front d’invasion (IM) par rapport au centre de la tumeur (CT) (Figure 18), et peut 

évoluer au cours de la carcinogenèse colique (Bindea et al., 2013).  

Le marqueur pronostique Immunoscore a ainsi été développé, permettant d’utiliser couramment 

en clinique la qualité et la densité de l’infiltrat immunitaire dans ces deux régions (Galon et al., 

2006, 2014; Pagès et al., 2009). Il se base sur la détection par immunohistochimie de deux 

populations de LT, les CD3+ et CD45RO+ ou les CD3+ et CD8+ ou les CD8+ et CD45RO+ sur 

les coupes de tumeurs de patients atteints de CCR, suivie d’une quantification cellulaire 

(densité ; cellules/mm2) par analyse numérique d’image, à la fois dans la zone marginale et dans 
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le centre de la tumeur. Ces paramètres permettent de définir l’Immunoscore allant de 0 (I0) à 4 

(I4). Un Immunoscore de 0 représente une faible densité de ces populations dans les deux 

régions de la tumeur et un mauvais pronostic, alors qu’un Immunoscore de 4 représente une 

forte densité de ces cellules dans les deux régions tumorales et un bon pronostic (Galon et al., 

2014; Pagès et al., 2009). En effet, cinq ans après diagnostic, seulement 4,8% des tumeurs 

présentant un Immunoscore élevé ont récidivé contre 75% parmi celles qui avaient un 

Immunoscore faible. De plus, un taux de 86,2 % de survie est observé dans le cas d’un 

Immunoscore élevé contre 27,5 % pour un score plus bas (Pagès et al., 2009). Ce nouveau 

facteur permettrait d’augmenter la précision du pronostic, car il met en valeur des groupes de 

patients distincts au sein des individus atteints d’un CCR avancé, avec des espérances de survie 

différentes. De plus il aurait une valeur pronostique plus forte que le stade TNM (Mlecnik et 

al., 2011). Récemment une étude sur une cohorte de 3 539 patients atteints de CCR de stade 

TNM I à III, répartis dans 13 pays différents a confirmé la valeur pronostique de l’Immunoscore 

en validant ce facteur (Pagès et al., 2018). 

  

En plus de l’Immunoscore, le ratio de la quantité de neutrophiles par rapport aux LT 

(NLR), en particulier dans le sang des patients CCR, pourrait être un bon marqueur. De 

nombreuses études indépendantes ont effectivement mis en évidence qu’un fort ratio NLR 

(supérieur ou égal à 3 ou à 5 en fonction des études) était corrélé à une diminution de la survie 

globale et de la survie sans récidive (Chua et al., 2011; Han et al., 2018; Kim et al., 2014; Li et 

al., 2018; Pedrazzani et al., 2017; Shibutani et al., 2013; Walsh et al., 2005). Une étude récente 

a notamment montré une augmentation de cinq mois et demi, en moyenne, de la survie globale 

chez les patients ayant un ratio NLR faible comparativement à des patients avec un ratio NLR 

fort. De la même manière, la survie sans récidive est augmentée de 6 mois (Han et al., 2018). 
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III - E. coli et cancer colorectal 

 

III.1. Implication du microbiote intestinal dans la carcinogenèse 

 

III.1.1) Présentation et fonctions du microbiote intestinal 

 

III.1.1.a. Généralités 

 

 Le microbiote intestinal représente l’ensemble des micro-organismes vivant en 

symbiose dans le tube digestif. Il est composé en majorité par des bactéries mais il existe 

également des cellules eucaryotes, des virus et des archées (Eckburg et al., 2005). À l’heure 

actuelle le terme de « microbiote » est souvent utilisé pour définir seulement les bactéries. 

Dès la naissance, le tube digestif est colonisé par de nombreux micro-organismes, acquis 

via le microbiote de la peau, du vagin et du rectum de la mère. La composition de ce microbiote 

varie durant les deux premières années de la vie, suite aux interactions avec les processus 

physiologiques de l’hôte et son environnement. (Claesson et al., 2011; Dominguez-Bello et al., 

2011; Gagnière et al., 2017; Mulder et al., 2011; Rodríguez et al., 2015; Savage, 1977). Sa 

densité et sa diversité augmentent jusqu’à atteindre une certaine stabilité à l’âge adulte. Selon 

les périodes de la vie, sa composition varie par l’action des pathologies ou de facteurs 

environnementaux rencontrés, tels que l’alimentation ou la prise d’antibiotiques (Dethlefsen et 

al., 2008; Kayama and Takeda, 2012; Rodríguez et al., 2015). Chez les individus de plus de 65 

ans, la composition du microbiote change progressivement avec une altération de sa diversité 

(Biagi et al., 2010; Claesson et al., 2011; Rodríguez et al., 2015; Thursby and Juge, 2017). 

 

Le microbiote intestinal est propre à chaque individu et est composé d’environ 1020 

micro-organismes (à l’âge adulte). Sa quantité et sa composition change tout le long du tube 

digestif (Sartor, 2008). Le côlon est la partie du tube digestif le plus peuplé et diversifié 

(Hakansson and Molin, 2011). La majorité est non cultivable, mais les techniques de 

métagénomiques (séquençage complet ou de l’ARN16S) et métatranscriptomiques (séquençage 

d’ARN) ont permis de caractériser le microbiote intestinal. La composition est différente si on 

s’intéresse au contenu luminal qui désigne les micro-organismes présent dans la lumière, au 

microbiote fécal ; ou au « microbiote associé aux muqueuses » constitué par les micro-

organismes ayant atteint la muqueuse (Boleij and Tjalsma, 2012; Chen et al., 2012).  
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Actuellement, on dénombre environ 500 à 103 espèces bactériennes différentes dans le 

microbiote colique humain (Cho and Blaser, 2012; Claesson et al., 2011; Dethlefsen et al., 

2008; Eckburg et al., 2005; Kim and Jazwinski, 2018). Parmi l’ensemble de ces phyla, 3 sont 

majoritairement représentés : les Firmicutes (30-50 %), dans lequel on retrouve notamment 

l’espèce anti-inflammatoire Fusobacterium nucleatum ; les Bacteroides, auquel appartient 

l’espèce Bacteroides fragilis (20-40%) et les Actinobacteries (1-10%) (Eckburg et al., 2005; 

Kim and Jazwinski, 2018). Le phylum Proteobacteria auquel est associé Escherichia coli est 

quant à lui moins représenté (moins de 2%). (Eckburg et al., 2005; Gagnière et al., 2016; Li et 

al., 2014). Il est important de noter que le microbiome de chaque individu est constitué à la fois 

par un « core commun » aussi appelé « microbiome fonctionnel central » regroupant les gènes 

bactériens partagés par l’ensemble des individus, mais aussi par un « microbiome fonctionnel 

variable » propre à chacun (Jandhyala et al., 2015; Turnbaugh et al., 2006; Yatsunenko et al., 

2012). 

 

Le rôle principal de cet ensemble microbien est le maintien de l’homéostasie colique 

par sa participation à de nombreux processus physiologiques essentiels à son hôte (Hooper et 

al., 2001). Chacun de ces rôles a pu être mis en évidence chez des animaux axéniques, 

dépourvus de microbiote, présentant des anomalies au niveau de la muqueuse. 

Il constitue une barrière biologique qui protège la muqueuse des agents infectieux. Il empêche 

la colonisation par des pathogènes en masquant leur accès aux récepteurs d’adhésion, et aux 

nutriments, mais aussi par la stimulation de la synthèse de peptides antimicrobiens par les 

cellules de la muqueuse colique (Boleij and Tjalsma, 2012; Cerf-Bensussan and Gaboriau-

Routhiau, 2010; Jandhyala et al., 2015). Ce phénomène est nommé « résistance à la 

colonisation » et peut-être affecté notamment par l’inflammation et la prise d’antibiotiques 

(Stecher and Hardt, 2008).  

Il a également un rôle métabolique en permettant la digestion de nutriments qui ne 

peuvent pas être dégradés par les enzymes de son hôte. Il est responsable de la formation 

d’acides gras à chaine courte (AGCCs) tels que le butyrate qui est l’une des sources d’énergie 

importante pour l’épithélium colique. Le processus de fermentation anaérobie utilisé pour cette 

réaction, produit également du dioxyde de carbone (CO2), du dihydrogène (H2) et du méthane 

(CH4). La fermentation protéolytique bactérienne quant à elle, permet de produire de 

l’ammoniac, des indoles, ainsi que des composés phénoliques, nitrosylés et aminés. Ces 

métabolites peuvent ensuite agir sur la production de vitamines et de mucus, mais également 

sur la prolifération et la différenciation des cellules de l’épithélium intestinal (Boleij and 
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Tjalsma, 2012; Mohajeri et al., 2018; Rowland et al., 2018; Sung et al., 2017; Turnbaugh et al., 

2006). Ces activités métaboliques peuvent également participer à la dégradation de 

xénobiotiques comme par exemple les médicaments (Clayton et al., 2009; Kim et al., 2016; 

Rowland et al., 2018; Wallace et al., 2010; Walsh et al., 2005) 

Enfin, un autre rôle important du microbiote est sa fonction structurelle et fonctionnelle 

sur la muqueuse intestinale. Il permet en effet le maintien de l’épithélium via notamment ses 

actions sur les différentes jonctions cellulaires et le pH. De plus, en facilitant les stades du 

développement cellulaire et l’angiogenèse, il contribue au renouvellement de l’épithélium 

(Cario et al., 2007; Jandhyala et al., 2015; Natividad and Verdu, 2013; Neish, 2009; 

Stappenbeck et al., 2002). En effet, l’absence de microbiote chez les souris axéniques se traduit 

par une motricité et une absorption altérées (Alam et al., 1994; Banasaz et al., 2002; Neish, 

2009; Williams et al., 1971). Ainsi, une modification du microbiote colique pourrait avoir des 

répercussions sur l’homéostasie de l’épithélium intestinal et sur son bon fonctionnement. 

 

III.1.1.b. Rôle du microbiote dans l’homéostasie immunitaire 
 

Le microbiote intestinal contribue à la maturation du système immunitaire colique et 

systémique. Les interactions entre ces deux acteurs du côlon commencent dès la naissance et 

évoluent tout au long de la vie. Ainsi le microbiote va être déterminant dans la mise en place 

du système immunitaire associé aux muqueuses mais les cellules immunitaires vont également 

moduler la composition du microbiote colique (Lee and Kim, 2017; Nicholson and Wilson, 

2003). L’importance du microbiote dans la formation d’un système immunitaire mucosal 

fonctionnel a été démontrée sur des souris axéniques. En effet, comparativement à des souris 

porteuses d’un microbiote conventionnel, les souris axéniques montrent un défaut dans le 

développement des tissus lymphoïdes associés à la muqueuse intestinale (GALT) (Falk et al., 

1998; Macpherson and Harris, 2004). Plus précisément ces souris ont des plaques de Peyer 

atrophiées par rapport aux souris porteuses d’un microbiote conventionnel (McDermott and 

Huffnagle, 2014). Une altération du développement et de la maturation des follicules 

lymphoïdes associés à la muqueuse est également observée chez ces souris (Bouskra et al., 

2008). De plus, elles présentent des déficits cellulaires avec une diminution des lymphocytes 

intraépithéliaux, des LT présents dans les plaques de Peyer ainsi que des LB sécréteurs d’IgA 

de la lamina propria. Un défaut dans la production de cytokines est également observé (Bauer 

and Levenson; Crabbé et al., 1968; Hamada et al., 2002; Macpherson et al., 2001; Mazmanian 
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et al., 2005; Ostman et al., 2006; Yamanaka et al., 2003). Il a été rapporté une diminution de la 

taille des ganglions mésentériques chez les souris axéniques par rapport à des souris 

conventionnelles. 

Ces effets s’étendent jusqu’à d’autres organes lymphoïdes, puisque ces souris présentent 

des atrophies au niveau des zones spécifiques à la réponse lymphocytaire dans les ganglions 

lymphatiques et la rate (Falk et al., 1998; Macpherson and Harris, 2004). Des dysfonctions des 

cellules immunitaires (par exemple des défauts d’activation, de différenciation) dans ces 

organes périphériques ont aussi été observées, entrainant une susceptibilité accrue de ces souris 

à tous types d’infections (Abt et al., 2012; Ganal et al., 2012; Mittrücker et al., 2014b). 

L’ensemble de ces anomalies disparaissent lorsque le microbiote des souris conventionnelles 

est administré aux souris axéniques, confirmant l’importance du microbiote dans le 

développement et la maturation du système immunitaire (Atarashi et al., 2011; Bouskra et al., 

2008; Feng et al., 2010; Macpherson and Harris, 2004; Mazmanian et al., 2005; Ohnmacht et 

al., 2011). 

 

Cette action du microbiote est exercée à la fois sur les cellules immunitaires innées 

(polynucléaires, macrophages et cellules dendritiques) et sur les cellules immunitaires 

adaptatives (LT et LB) mais aussi sur les cellules épithéliales, celles de la lamina propria et 

hématopoïétiques. Plus précisément les bactéries commensales en colonisant le tractus digestif 

après la naissance libèrent dans le milieu intestinal des composés bactériens spécifiques 

(MAMPs : « MicrobeAssociated Molecular Patterns ») provenant à la fois de leur métabolisme 

mais aussi de leur structure (protéines, lipides, acides nucléiques….). Ces motifs bactériens sont 

ensuite reconnus par les récepteurs de l’immunité innée, les PRRs (« Pattern Recognition 

Receptor ») et plus particulièrement les TLRs (« Toll-like receptor ») et les NLRs (« Nucleotide 

Oligomerization Domain-Like Receptors ») exprimés par les cellules épithéliales, et activent 

des cellules immunitaires innées (macrophages, ILC3 : cellules lymphoïdes innées de type 3) 

(Chu and Mazmanian, 2013; Zhang et al., 2011). La fixation des PAMPs sur les NLRs et TLRs 

induit notamment le recrutement de protéines cytoplasmiques impliquées dans la cascade de 

phosphorylations permettant des processus pro-inflammatoires, telles que le facteur de 

différenciation MyD88 (« Myeloid Differentiation factor 88 ») et la protéine RICK (« RIP-like 

interacting CLARP Kinase »). Cette cascade de phosphorylation active la transcription de gènes 

codant pour des peptides antimicrobiens, des protéines et cytokines pro-inflammatoires 

(respectivement COX-2 et IL-6,TNF-α…). 



Figure 19 : Importance du microbiote dans la maturation du système immunitaire : effet de

certaines espèces bactériennes sur la réponse lymphocytaire T. Certains composant du

microbiote sont capables d’induire la différenciation de LT naïfs en sous population de LT CD4+.

En particulier, l’espèce Clostridium favoriserait l’apparition de LT régulateurs par la production

d’Acides Gras à Chaines Courtes (AGCCs). B. fragilis influerait la balance des LT Th1/Th2 en

faveur des LT Th1 par la fixation de son polysaccharide A capsulaire sur les récepteurs TLR2 des

cellules de l’immunité innée qui induiraient ensuite la différenciation de LT Th1. Cette espèce

bactérienne induirait également la différenciation des LT régulateurs par un mécanisme similaire.

Les bactéries filamenteuses quant à elle, sont responsables de la différenciation des LT Th17 pro-

inflammatoires par l’intermédiaire d’une activation des cellules dendritiques (APC) suite à la

production d’ATP et/ ou à la sécrétion de la protéine pro-inflammatoire sérum amyloïde A (SAA).

Source : D’après Lee et al., 2017
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Les cellules dendritiques présentes dans le côlon vont également capter ces MAMPs et entraîner 

l’activation de la réponse immunitaire adaptative (Belkaid and Hand, 2014; Dzutsev et al., 

2015).  

 

Il a été montré une régulation fine des sous-populations de LT coliques par le 

microbiote, certaines espèces bactériennes étant capables de moduler une sous-population 

spécifique (Figure 19) (Duan and Kasper, 2011; Lee and Kim, 2017). Le rôle des bactéries 

filamenteuses segmentées (SFB) dans l’induction des LT pro-inflammatoires Th17 est 

largement décrit (Atarashi et al., 2008; Gaboriau-Routhiau et al., 2009; Garland et al., 1982; 

Hall et al., 2008; Ivanov et al., 2009; Lee et al., 2011; Venkatesh et al., 2014; Wu et al., 2010b). 

Les mécanismes impliqués seraient la production d’ATP par ces bactéries qui induiraient 

l’activation de cellules dendritiques spécifiques (CD11clow CD70high) (Atarashi et al., 2008; 

Gaboriau-Routhiau et al., 2009; Ivanov et al., 2009), l’induction de la production de la protéine 

pro-inflammatoire sérum amyloïde A (SAA) par les cellules de l’immunité innée (Ivanov et al., 

2009) et la liaison d’ADN bactérien au TLR9 des cellules dendritiques de la lamina propria 

(Hall et al., 2008). Cette action des SFBs sur ce récepteur, entrainerait également une 

augmentation de la réponse Th1 et une diminution des LT régulateurs (Hall et al., 2008).  

 

Cette interaction entre le microbiote intestinal et l’immunité mucosale est essentielle à 

l’homéostasie intestinale car elle permet une régulation fine au sein de la muqueuse entre les 

processus inflammatoires et anti-inflammatoires, comme l’illustre la modulation des différentes 

sous-populations lymphocytaires T (Atarashi et al., 2011; Belkaid and Hand, 2014; Chu and 

Mazmanian, 2013; Kim et al., 2017; Mazmanian et al., 2005; Rook et al., 2014).  

 

III.1.2 Composition du microbiote intestinal et CCR 

 

III.1.2.a Analyse globale de la composition du microbiote 

 

Au vu des fonctions essentielles du microbiote sur la maturation de la muqueuse, et 

sachant qu’il est estimé que les micro-organismes sont associés à environ 15 à 20% des cancers 

(Collins et al., 2011; Zur Hausen, 2009; Plummer et al., 2016), la piste infectieuse a été 

envisagée dans la carcinogenèse colique. Aujourd’hui de nombreux travaux montrent un lien 

entre une modification de la composition du microbiote (dysbiose) et le CCR. En effet, il a tout 



Figure 20 : Dysbioses associées au CCR dans la tumeur et les fèces des patients. Des

modifications du microbiote sont observées chez les patients atteints de CCR. Bien qu’il n’y ait

pas de consensus concernant la composition du microbiote dans la dysbiose associée à ce

cancer, de nombreuses espèces bactériennes ont une prévalence augmentée ou diminuée chez

les patients atteints d’un cancer colique. Cette composition en micro-organismes dépend du

prélèvement (fèces , muqueuse, tumeur) et évolue au fil de la carcinogénèse. Source : D’après

Villéger et al., 2018
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d’abord été montré que des animaux (souris et rats) susceptibles de développer un CCR et 

porteurs d’un microbiote conventionnel développaient plus de tumeurs que des animaux 

axéniques (Dove et al., 1997; Uronis et al., 2009; Vannucci et al., 2008) (Li et al., 2012). De 

plus, il a été rapporté des dysbioses sur des modèles de CCR induit chimiquement des modèles 

spontanés de CCR tels que APCMin/+ (Arthur et al., 2014; Son et al., 2015; Tomkovich et al., 

2017; Zackular et al., 2013).  

Chez l’homme, des dysbioses sont également décrites (Figure 20) (Ahn et al., 2013; 

Chen et al., 2012; Dai et al., 2018; Dejea et al., 2018; Feng et al., 2015; Guo et al., 2018; Kostic 

et al., 2012; Marchesi et al., 2011; McCoy et al., 2013; Nakatsu et al., 2015; Sobhani et al., 

2011; Viljoen et al., 2015; Wu et al., 2013; Zeller et al., 2014). Il reste cependant difficile 

d’établir un consensus concernant sa composition chez les patients CCR. En effet, elle varie 

notamment en fonction de la technique utilisée et des prélèvements observés (fèces, muqueuse, 

tumeur), de la localisation de ces prélèvements (par exemple côlon ascendant ou descendant), 

de l’âge et du stade tumoral du patient (Villéger et al., 2018). Cependant il est accepté, que 

comme décrit chez la souris, les phyla Bacteroidetes et Proteobacteria sont sur-représentés  

chez les patients CCR, tout comme le phylum Fusobacteria, tandis que le phylum Firmicutes 

est lui sous-représenté (Gagnière et al., 2016; Lucas et al., 2017).   

Une perturbation au niveau des espèces est également remarquée. Plus précisément il 

est retrouvé un enrichissement en  Parvimonas micra, Solobacterium moorei, 

Peptostreptococcus stomatis dans les fèces des patients CCR (Yu et al., 2017a; Zeller et al., 

2014). Une augmentation de Fusobacterium nucleatum a été observée dans les fèces, les tissus 

mais aussi les tumeurs de ces patients (Ahn et al., 2013; Kostic et al., 2012; Liang et al., 2017a; 

Viljoen et al., 2015; Vogtmann et al., 2016; Yu et al., 2017a; Zeller et al., 2014). D’autres 

espèces sont retrouvées augmentées dans les fèces et tumeurs telles que Bacteroides fragilis, 

Enterococcus faecalis, Streptococcus bovis, Streptococcus gallolyticus et Escherichia coli au 

détriment des espèces Bacteroides vulgatus, Lactobacillus and Faecalibacterium prausnitzii 

(Arthur et al., 2012; Chen et al., 2012; Feng et al., 2015; Villéger et al., 2018; Zeller et al., 

2014). Certaines de ces espèces ont également été détectées dans des métastases hépatiques de 

patients CCR (Bullman et al., 2017).  

Une étude métagénomique récente de Dai et al, effectuée sur 526 échantillons fécaux 

provenant de cohortes de patients chinois, australiens, américains, allemands et français a 

montré également que 7 espèces étaient détectées chez tous ces individus : Bacteroides fragilis, 

Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas asaccharolytica, Parvimonas micra, Prevotella 
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intermedia, Alistipes finegoldii, et Thermanaerovibrio acidaminovorans (Dai et al., 2018). Mais 

d’autres prélèvements venant d’autres groupes ethniques (Afrique, Asie du Sud-Est) doivent 

être testés pour confirmer que ces 7 espèces sont réellement « universelles » chez les patients 

CCR. 

 

Durant les stades précoces de la carcinogenèse colique, plusieurs études suggèrent que 

la composition évolue en fonction des stades tumoraux (Figure 20). Il a ainsi été montré qu’aux 

stades précoces du CCR les phyla Fusobacterium, Parvimonas, Gemella et Leptotrichia étaient 

les plus représentés alors que les  phyla Bacteroides , Blautia, Sutterella, et les espèces 

Faecalibacterium prausnitzii, Collinsella aerofaciens et Alistipes putredinis étaient les moins 

abondants (Nakatsu et al., 2015).  Par ailleurs, il a été montré une augmentation de 

Fusobacterium nucleatum dans les adénomes par rapport aux muqueuses saines (Rezasoltani et 

al., 2018) et dans les carcinomes par rapport aux adénomes (Nakatsu et al., 2015). A l’inverse 

les espèces  Escherichia coli, Pseudomonas veronii et Lactococcus sont détectées dans les 

adénomes (Nakatsu et al., 2015). D’autres études montrent une association entre évolution du 

microbiote et stade tumoral (Dejea et al., 2018; Eklöf et al., 2017; Lu et al., 2016; Mira-Pascual 

et al., 2015), avec notamment une augmentation progressive de Bacteroides fragilis, 

Granulicatella, et de souches E. coli particulières productrices de colibactine, tout au long de 

la séquence adénome-cancer (Eklöf et al., 2017). Les dysbioses associées au CCR peuvent 

également dépendre du phénotype des tumeurs (Gagnière et al., 2017; Mima et al., 2016b, 

2016b; Rezasoltani et al., 2018; Richard et al., 2018a; Viljoen et al., 2015). Notamment il a été 

mis en évidence une abondance plus forte de F. nucleatum et E. coli respectivement dans les 

tumeurs et les muqueuses de patients atteints de CCR de phénotype MSI (Gagnière et al., 2017; 

Mima et al., 2016b). De plus, les patients atteints de CCR sporadiques sont porteurs d’un 

microbiote mucosal colique dont la composition est différente de celle des patients atteins de 

CCR associé à une colite,  CAC. Cette composition est caractérisée par une augmentation de la 

famille des Enterobacteriacae et du genre Sphingomonas ainsi qu’une diminution des genres 

Fusobacterium et Ruminococcus chez les patients souffrant de CAC par rapport à ceux 

souffrant de CCR sporadiques (Richard et al., 2018a). Comme il vient d’être évoqué la 

composition du microbiote diffère entre adénomes et carcinomes (Eklöf et al., 2017; Lu et al., 

2016; Mira-Pascual et al., 2015; Nakatsu et al., 2015).  

Parmi ces composants du microbiote, certaines espèces ont été décrites comme étant 

impliqués dans la carcinogenèse colique par différents mécanismes. 
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III.1.2.b Etude de la prévalence de certaines espèces bactériennes 

 

Helicobacter pylori 

 

Helicobacter pylori est un bacille Gram négatif, spiralé qui en infectant la muqueuse 

gastrique provoque une inflammation associée à des gastrites chroniques et pouvant aboutir au 

cancer de l’estomac. Il a été reconnu comme une espèce bactérienne carcinogène par 

l’Organisation Mondial de la Santé (Handa et al., 2010). Si son rôle dans le cancer gastrique est 

bien documenté, son implication dans le CCR est en revanche assez discutée. Une méta-analyse 

menée à partir de 11 études par Zumkeller et al., a montré que les patients porteurs de H. pylori 

présentent 1,4 fois plus de risque de développer un cancer colique (Zumkeller et al., 2006). 

Deux autres études indépendantes, sur des personnes d’origine asiatique ont démontré une 

corrélation significative entre la présence d’adénomes colorectaux et la présence d’H. pylori 

(Guo and Li, 2014; Qing et al., 2016) suggérant un rôle de ce pathogène lors des stades précoces 

du CCR. Par contre, une étude portant sur une population américaine d’origine hispanique n’a 

pas confirmé cette association (Patel et al., 2014). Plus récemment, une augmentation de la 

colonisation par ces bactéries a été mise en évidence dans les adénomes et adénocarcinomes 

des patients par rapport aux tissus non néoplasiques (Grahn et al., 2005; Jones et al., 2007). 

Très récemment, il a été montré par une étude rétrospective que H. pylori était significativement 

associé à un risque plus élevé de développer des adénomes festonnés sessiles, connus pour être 

des précurseurs du CCR (Kumar et al., 2018a). 

 

Streptococcus bovis/gallolyticus 

 

Streptococcus gallolyticus, nommée précédemment Streptococcus bovis, est une espèce 

bactérienne anaérobie à Gram positif. Elle est également une espèce bactérienne commensale 

du tube digestif et le premier micro-organisme à avoir été lié au CCR, bien que son implication 

reste à ce jour controversée. Son rôle dans la carcinogenèse colique est suspecté depuis les 

années 1950, après une première étude associant les endocardites streptococcales à l’apparition 

de ce cancer chez 25 à 80 % des patients présentant une bactériémie à S. gallolyticus (McCOY 

and Mason, 1951). Il a été montré une corrélation entre immunoglobulines (IgG) dirigées contre 

S. gallollyticus et présence d’adénomes et de carcinomes (Abdulamir et al., 2009; Tjalsma et 

al., 2006). En effet, 78% des patients ayant développé des adénomes et 98% ayant développé 

des carcinomes étaient séropositifs pour ces anticorps spécifiques comparativement à 17% des 
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individus contrôles (Abdulamir et al., 2009). Cette association a été largement confirmée par la 

suite (Abdulamir et al., 2011; Boleij and Tjalsma, 2013; Corredoira et al., 2017; Gold et al., 

2004; Hoppes and Lerner, 1974; Klein et al., 1979).  

Certaines études montrent une augmentation de S. gallollyticus dans les fèces de patients CCR 

comparativement aux fèces d’individus sains (Klein et al., 1979). D’autres études ne montrent 

aucune différence significative (Boltin et al., 2015; Dubrow et al., 1991; Potter et al., 1998). En 

revanche, la plupart des études menées sur tissu de patients montrent une augmentation de la 

colonisation de la muqueuse colique par ce type de bactéries (Abdulamir et al., 2010; Boleij et 

al., 2011; Krishnan and Eslick, 2014; Paritsky et al., 2015). 

 

Enterococcus faecalis 

 

Enterococcus faecalis est une espèce bactérienne à Gram positif, anaérobie facultative, 

commensale du microbiote intestinal humain. La quantité de cette bactérie dans le tractus 

digestif est fortement dépendante du régime alimentaire, ainsi elle est davantage représentée 

chez des populations dont l’alimentation est basée sur des produits végétaux par rapport à des 

individus avec un régime alimentaire occidental (« Western Diet ») (Hill et al., 1971). Plusieurs 

études ont permis de mettre en évidence que la colonisation par E. faecalis était multipliée d’au 

moins trois fois chez des patients CCR par rapport à des individus contrôles (Balamurugan et 

al., 2008; Wang et al., 2012a). Plus récemment il a été montré que cette bactérie colonise 

préférentiellement un sous-type de CCR particulier à instabilité microsatellitaire (Lennard et 

al., 2016). Un lien entre endocardite à E. faecalis et CCR est également suggéré (Khan et al., 

2018). De plus,  il a été montré que l’administration de cette bactérie chez des souris IL-10-/- 

favorise une colite et une hyperplasie des cryptes intestinales ainsi que des adénocarcinomes 

(Balish and Warner, 2002). 

 

Clostridium septicum 

Clostridium septicum est un bacille à Gram positif, anaérobie strict, capable de former 

des spores et normalement présent dans le tractus digestif. Il est responsable de rares cas de 

bactériémies (moins de 1%). Ces translocations bactériennes dans le sang peuvent être associées 

à des risques de développer un CCR (Hermsen et al., 2008; Kwong et al., 2018; Mirza et al., 

2009). Aucune association entre la colonisation colique par ces micro-organismes et le CCR 
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n’a été observé jusqu’à maintenant, mais environ 40% des individus infectés par C. septicum 

sont atteints d’une maladie digestive ou d’un CCR (Chew and Lubowski, 2001; Hermsen et al., 

2008). L’implication de ces bactéries dans la carcinogenèse colique reste pour le moment 

indirecte. 

Fusobacterium nucleatum 

 

Fusobacterium nucleatum est une espèce bactérienne opportuniste à Gram négatif, 

anaérobie. Elle fait partie des bactéries commensales les plus abondantes de la cavité buccale. 

Une prévalence plus importante du genre Fusobacterium, dont l’espèce F. nucleatum est 

majoritaire, a été soulignée dans les fèces et muqueuses de patients comparativement aux 

individus contrôle (Ahn et al., 2013; Dai et al., 2018; Kostic et al., 2012, 2013; Liang et al., 

2017a; McCoy et al., 2013; Rezasoltani et al., 2018; Viljoen et al., 2015; Vogtmann et al., 2016; 

Yu et al., 2017a; Zeller et al., 2014). La forte colonisation est observée dans les tumeurs coliques 

(Kostic et al., 2013; Marchesi et al., 2011; Mima et al., 2016b; Nakatsu et al., 2015; Rezasoltani 

et al., 2018; Viljoen et al., 2015) et récemment dans les métastases de ce cancer (Bullman et al., 

2017). Ces bactéries sont retrouvées de façon plus importante dans les tissus tumoraux que la 

muqueuse saine adjacente (Kostic et al., 2012; Marchesi et al., 2011; Rezasoltani et al., 2018) 

et préférentiellement au sein des cancers du côlon droits (Mima et al., 2016b). Viljoen et al., 

ont également montré que de fort niveau de colonisation de F. nucleatum sont associés aux 

formes de mauvais pronostics déterminés par les facteurs TNM (Viljoen et al., 2015). D’autres 

études montrent une corrélation entre l’augmentation de la colonisation bactérienne dans les 

tumeurs et le stade tumoral (Mima et al., 2015; Viljoen et al., 2015; Wei et al., 2016b; Yang et 

al., 2017) ainsi qu’avec la survie (Yang et al., 2017). Enfin, une forte colonisation des tumeurs 

coliques par F. nucleatum est associée à une diminution de la survie à 3 ans des patients atteints 

de CCR (Wei et al., 2016b). 

 

Bacteroides fragilis 

 

B. fragilis est une espèce bactérienne commensale anaérobie stricte à Gram négatif. Elle 

est présente chez 80% de la population et ne représente qu’environ 0.1% du microbiote 

intestinal (Huang et al., 2011; Macfarlane et al., 2005; Wu et al., 2006). Néanmoins 

l’augmentation de la colonisation chez les patients CCR comparativement aux individus sains, 
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est démontrée (Boleij et al., 2015; Bullman et al., 2017; Chen et al., 2012; Dai et al., 2018; 

Rezasoltani et al., 2018; Sobhani et al., 2011; Viljoen et al., 2015; Wang et al., 2012a; Wei et 

al., 2016b; Zeller et al., 2014) et notamment dans les stades avancées du CCR (Boleij et al., 

2015). Il a été décrit comme un potentiel indicateur prédictif de la survie à 3 ans (Wei et al., 

2016b).  

La plus grande partie des souches retrouvées chez les patients CCR sont porteuses du gène bft 

codant pour la toxine BFT (Bacteroides Fragilis toxin). Une étude a montré que ses souches 

spécifiques, nommées B. fragilis entérotoxinogènes (ETBF), sont détectées chez 38% des 

patients CCR comparativement à 12% des individus contrôles (Ulger Toprak et al., 2006). Cette 

toxine acquise lors de processus évolutifs, possède des motifs spécifiques de métalloprotéase 

dépendante du zinc, conférant ainsi une activité protéolytique aux EBFT (Pierce and Bernstein, 

2016; Wu et al., 1998).  

 

 

III.1.3) Mécanismes impliqués dans la carcinogenèse colique 

 

III.1.3.a. Modèles Dysbiotique et « Driver-passenger » 

 

Le rôle des bactéries dans la carcinogenèse semble être complexe impliquant des 

espèces différentes, contrairement à la carcinogenèse gastrique qui serait lié à un seul 

pathogène, Helicobacter pylori (Handa et al., 2010). Deux hypothèses concernant le rôle du 

microbiote intestinal dans la carcinogenèse colique sont décrites : la théorie de la dysbiose et le 

modèle « driver-passenger » (Chen et al., 2017; Sears and Garrett, 2014). Ces deux hypothèses 

ne s’excluent pas l’une et l’autre. 

 

L’hypothèse dysbiotique  décrit un changement du microbiote qui résulterait en la 

formation d’une communauté microbienne pro-carcinogène via des perturbations de l’hôte. Ces 

perturbations des fonctions de l’hôte seraient notamment une induction d’altérations cellulaires 

et une réponse immunitaire dérégulée avec une augmentation des réactions pro-inflammatoires 

(Ahn et al., 2013; Chen et al., 2008, 2017; Feng et al., 2015; Kostic et al., 2012; Marchesi et 

al., 2011; McCoy et al., 2013; Sanapareddy et al., 2012; Sobhani et al., 2011; Viljoen et al., 

2015; Wu et al., 2013). Une modification des voies métaboliques pourrait également jouer un 

rôle (Dai et al., 2018; Johnson et al., 2015; Nugent et al., 2014; Villéger et al., 2018). Il a été 



Figure 21 : Le modèle « driver-passenger » de l’implication bactérienne dans la carcinogenèse

colorectale. La muqueuse colique des patients atteints de cancer colorectal est particulièrement

colonisée par des bactéries pathogènes du genre Bacteroides et de la famille des Entérobactéries, et par

d’autres bactéries « driver » de la carcinogénèse colorectale. Ces bactéries « driver » peuvent être

impliquées dans l’inflammation, la prolifération cellulaire, et la production de composés génotoxiques

qui peuvent contribuer à l’accumulation de mutations impliquées dans la séquence adénome-cancer.

Ces anomalies peuvent être responsables de modifications du microenvironnement tumoral et de la

sélection d’un microbiote local. Ces changements pourraient favoriser le remplacement progressif des

bactéries « driver » par d’autres bactéries « passenger » opportunistes pouvant exercer un rôle

promoteur de la carcinogénèse. Source: Tjalsma et al., 2012
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mis en évidence que les dysbioses sont associées à des profils métaboliques différents aussi 

bien dans les tissus des patients CCR que dans les tumeurs (Dai et al., 2018; Nugent et al., 

2014). Elles favoriseraient ainsi la formation de composés toxiques et pro-carcinogènes.  

L’identification d’une exposition fréquente aux antibiotiques comme un facteur de risque du 

cancer colique (Boursi et al., 2015; Dik et al., 2016) renforce cette hypothèse par les 

perturbations du microbiote qu’elle peut entrainer (Becattini et al., 2016; Iizumi et al., 2017; 

Korpela et al., 2016). Les résultats les plus probants qui appuient l’hypothèse dysbiotique sont 

ceux obtenus avec le transfert de microbiote associées au CCR (Wong et al., 2017; Zackular et 

al., 2013). Une première expérience menée par Zackular et al., démontre que le transfert du 

microbiote de souris ayant développé des tumeurs (modèle d’induction par AOM/DSS), chez 

des souris axéniques traitées avec de l’AOM/DSS favorise la tumorigenèse colique. De plus, 

l’incidence, la sévérité et la taille des tumeurs de ses souris sont réduits après un traitement par 

un cocktail d’antibiotiques, ciblant les bactéries à Gram négatif et positif (Zackular et al., 2013). 

De la même façon, une seconde étude plus récente de Wong et al, montre que l’administration 

par gavage d’un microbiote dysbiotique issue de patients atteints de CCR à des souris, 

axéniques ou conventionnelles traitées par de l’AOM/DSS, favorise là encore, la carcinogenèse 

du côlon chez les souris receveuses (Wong et al., 2017). 

 

Selon le deuxième modèle dit « driver-passenger » proposé par Tjalsma et al, (Figure 

21),  la muqueuse colique pourrait être colonisée par des bactéries dites « driver » ce qui 

favoriserait l’implantation de bactéries « passenger » (Boleij and Tjalsma, 2012) . Plus 

précisément, les bactéries « driver » participeraient à l’initiation et à la promotion du 

développement tumoral par leurs propriétés génotoxiques, et par leur capacité à induire une 

prolifération des entérocytes et/ou une inflammation chronique, qui vont contribuer à 

l’accumulation d’altérations génétiques. Les modifications du micro-environnement où se 

développe la tumeur (rupture de l’épithélium, micro-inflammation…) vont entrainer une 

pression de sélection et favoriser l’implantation de bactéries appelées donc « passenger » qui 

pourraient favoriser et amplifier la progression tumorale. Dans ce modèle les bactéries 

« passenger » vont progressivement remplacer les bactéries « driver » au sein du micro-

environnement tumoral. Les espèces Enterococcus faecalis, Bacteroides fragilis et Escherichia 

coli sont considérées comme des bactéries « driver », alors que les espèces Fusobacterium 

nucleatum, Streptococcus bovis/gallolyticus, Clostridium septicum sont considérés comme 

« passenger ». 

 



Figure 22 : Mécanismes impliqués dans la modulation de la carcinogenèse colique par le

microbiote intestinal.

Le microbiote intestinal est impliqué dans la carcinogenèse colorectale par différents mécanismes.

A. La dysbiose et la modulation des défenses de l’hôte pourraient favoriser des translocations

bactériennes et induire des phénomènes inflammatoires, qui favorisent la prolifération cellulaire et

régulent l’apoptose. Cette inflammation est activée par la reconnaissance de motifs antigéniques

particuliers de ces micro-organismes, les MAMPs (« Microbe Associated Molecular Patterns »), par

les TLRs (« Toll-like receptors ») exprimés par de nombreux types cellulaires tels que les

macrophages, les myofibroblastes, les cellules épithéliales et les cellules tumorales. B. Des

génotoxines produites par les bactéries, comme la colibactine ou la CDT (« cytolethal distending

toxin ») sont internalisées dans les cellules et pourraient créer des dommages à l’ADN et moduler le

cycle cellulaire. La production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et de l’azote (RNS), par les

cellules immunitaires et/ou épithéliales en réponse à l’infection bactérienne, ou par les bactéries

elles-mêmes pourrait également être impliquée dans cet effet génotoxique. C. Le métabolisme

microbien participerait à la production, à la conversion et à l’activation de composés pro-

carcinogènes tels que l’acétaldéhyde, les nitrosamines, et les acides biliaires secondaires. Source :

Schwabe et al., 2013

A B C
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Concernant les mécanismes mis en jeu par les bactéries lors de la carcinogenèse colique, 

que ce soit dans le modèle dysbiotique ou « driver-passenger », différentes hypothèses sont 

décrites dans la littérature (Figure 22). Ces mécanismes regroupent : l’action de facteurs de 

virulence et de toxines, la transformation de nutriments en composés pro-carcinogènes, 

l’induction d’un stress oxydant, et la modulation des défenses de l’hôte par des processus pro-

inflammatoires ou impactant les réponses immunitaires anti- et pro-tumorales. Ces effets plus 

ou moins directs pourraient probablement résulter de l’action de plusieurs espèces associées au 

CCR à la fois. Il reste 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 inflammation chronique, production de toxines et composés carcinogènes, 

immunosurveillance anti-tumorale et réponses cellulaires de l’hôte aboutirait à la création d’un 

micro-environnement pro-carcinogène (Arthur et al., 2012; Boleij et al.; Dejea et al., 2018; 

Kostic et al., 2013; Mima et al., 2015; Schwabe and Jobin, 2013; Thiele Orberg et al., 2017a; 

Wu et al., 2003) .  

III.1.3.b. Facteurs de virulence et toxines 

 

Certaines bactéries possèdent un arsenal de facteurs de virulence acquis lors de leur 

évolution. En particulier elles possèdent des outils d’adhésion et d’invasion, tels que les 

flagelles, les pili et les adhésines, qui leur permettent d’entrer en contact avec les entérocytes 

mais également d’adhérer et de pénétrer les cellules intestinales afin d'envahir l’épithélium 

(Darfeuille-Michaud et al., 2004; Escobar-Páramo et al., 2004; Le Gall et al., 2007; Schwabe 

and Jobin, 2013). C’est par exemple le cas de S. gallolyticus, dont la faculté à coloniser 

l’épithélium normal et tumoral serait liée à l’utilisation de pili adaptés (Martins et al., 2015, 

2016). F. nucleatum quant à lui, adhère et envahit les cellules épithéliales et endothéliales de 

l’intestin grâce à l’adhésine FadA, exprimée à la surface de ces bactéries (Han et al., 2005; 

Rubinstein et al., 2013; Shang and Liu, 2018).  

 

De nombreuses toxines bactériennes pourraient également être impliquées dans la 

carcinogenèse colique en interagissant avec les cellules hôtes et en modulant leurs voies de 

signalisation (Lax, 2005). On distingue deux types de toxines, les exotoxines classiques, 

sécrétées, et celles qui sont délivrées par les bactéries directement dans le cytoplasme des 

cellules eucaryotes via des systèmes de sécrétion. Ces molécules peuvent cibler la membrane 

de la cellule hôte, ou des composants intracellulaires. Ces toxines vont perturber le 
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fonctionnement physiologique de la cellule hôte, en agissant sur des processus liés à la 

carcinogenèse, tels que la prolifération cellulaire, la différenciation et l’apoptose. Ainsi, en plus 

de faciliter la dissémination de F. nucleatum, l’adhésine FadA va également se fixer sur l’E-

cadhérine et activer la voie de signalisation WNT/β-caténine. Il en résulte une accélération de 

la croissance tumorale dépendante de FadA chez un modèle murin de xénogreffe de cellules 

tumorales coliques (Rubinstein et al., 2013).  

D’autres bactéries associées au CCR possèdent ce type de toxines tels que H. pylori qui 

produit l’exotoxine VacA (toxine vacuolisante A) et CagA (« cytotoxin-associated antigen »). 

Ces onco-protéines sont codées par l’îlot de pathogénicité (PAI) qui n’est présent que chez 

certaines souches d’H. pylori. Il a été décrit que ces deux toxines induisent des processus pro-

inflammatoires et la prolifération cellulaire dans le cancer de l’estomac (Higashi et al., 2002).  

La toxine CagA est considérée comme la première oncoprotéine découverte chez une bactérie 

(Lax, 2005). Suite à son injection dans la membrane plasmique, elle peut être phosphorylée et 

se lier à des protéines contenant un domaine SH2, ce qui mime les effets des tyrosines 

phosphorylées des protéines endogènes de la cellule hôte, et ainsi induit des réarrangement du 

cytosquelette et une augmentation de la mobilité cellulaire (Hagymási and Tulassay, 2014). La 

forme non phosphorylée de CagA peut également avoir des effets sur la cellule infectée en 

déstabilisant les jonctions cellulaires ou en interférant dans la prolifération cellulaire, l’apoptose 

et/ou l’inflammation via l’activation de voies de signalisation et de facteurs de transcription 

comme NF-кB, c-fos, c-jun (Franco et al., 2005; Hagymási and Tulassay, 2014; Lax, 2005).  

La protéine VacA elle, est une cytotoxine vacuolisante active dont les mécanismes ont été 

étudiés in vitro et nécessitent d’être confirmés in vivo. Elle forme des vacuoles cellulaires et 

des canaux membranaires perturbant les fonctions endosomales/lysosomales ainsi que 

l’apoptose. Elle a également un rôle immunosuppresseur (Isomoto et al., 2010).  

 

Une toxine pro-carcinogène mieux décrite est la toxine BFT produite par B. fragilis. Il 

s’agit d’une toxine de 20 kDa à activité métalloprotéase zinc-dépendante, qui active les voies 

de signalisation Wnt/β-caténine et NF-κB en se liant à un récepteur spécifique non identifié au 

niveau de l’épithélium colique. Ainsi, elle favorise la prolifération cellulaire, par un relargage 

de la β-caténine dans le cytoplasme qui transloque ensuite dans le noyau, et la résistance à 

l’apoptose par l’induction de COX-2 et de l’hème oxygénase 1 (Wu et al., 2003). Mais elle va 

également jouer un rôle dans la carcinogenèse colique en augmentant la libération de 

médiateurs pro-inflammatoires et en favorisant l’apparition de dommage à l’ADN par la 

production de ROS. (Chung et al., 2018; Goodwin et al., 2011; Housseau and Sears, 2010; 
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Irrazabal and Martin, 2015; Ko et al., 2016; Moncrief et al., 1995; Rhee et al., 2009; Sears, 

2009; Thiele Orberg et al., 2017a; Ulger Toprak et al., 2006; Wu et al., 1998, 2006, 2009). 

D’autres toxines bactériennes ciblant le cycle cellulaire des cellules eucaryote peuvent 

aussi être impliquées dans la carcinogenèse colique, elles seront décrites plus loin. 

 

III.1.3.c. Métabolites bactériens 

 

Les nutriments non digérés se retrouvent dans le côlon comme d’autres composés 

exogènes (xénobiotiques, cellulose…) et endogènes tels que le mucus et les sels biliaires. Tous 

ces composants vont être alors métabolisés par le microbiote colique en divers métabolites 

utilisables par les cellules coliques (Louis et al., 2014a; Rowland et al., 2018). Les principales 

fonctions métaboliques assurées par le microbiote sont la digestion des polysaccharides et 

carbohydrates non digérables par son hôte, la protéolyse et fermentation des acides aminées, la 

dégradation des acides biliaires, le métabolisme des gaz (CO2 et H2) et des stérols, ainsi que des 

xénobiotiques. Les dysbioses identifiées dans le CCR peuvent donc être à l’origine de 

modifications de ces fonctions métaboliques (Villéger et al., 2018).  

 

La fermentation des carbohydrates produit des acides gras à chaînes courtes (AGCC) 

dont les trois majoritaires sont le butyrate, l’acétate et le propionate qui sont considérés comme 

des composants bénéfiques pour la muqueuse colique la plupart du temps (Miller and Wolin; 

Ouwehand et al., 2005). Il a été montré qu’une moindre quantité de ces AGCC et en particulier 

de butyrate était observée dans les fèces de patients atteints de CCR comparativement aux sujets 

contrôles (Chen et al., 2012; Weaver et al., 1988; Weir et al., 2013). De même, les études de 

microbiote chez les patients CCR montrent une baisse d’abondance des bactéries capables de 

métaboliser ces composés telles que Ruminococcus spp et Pseudobutyvribrio ruminis (Chen et 

al., 2012; Weaver et al., 1988; Weir et al., 2013). Le rôle du butyrate reste complexe car il a 

également été montré dans le modèle murin APCMin/+ MSH2-/- que le butyrate peut favoriser le 

développement de polypes dans le côlon. L’effet du butyrate dépendrait de la concentration de 

ce composé dans le milieu colique et de sa voie d’administration, par exemple de fortes 

concentrations en butyrate induisent une prolifération anarchique des cellules de l’épithélium 

colique (Belcheva et al., 2014). 

Il a été montré que les patients atteints de CCR présentent de plus grande quantité 

d’acides aminés dans leur fèces que les individus sains (Weir et al., 2013). Leur dégradation 
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entraine la formation de métabolites pouvant être particulièrement pro-carcinogènes tels que 

les phénols, les sulfures, l'ammoniaque et des composés azotés (Louis et al., 2014a; Schwabe 

and Jobin, 2013). La production de composés azotés à partir d’acides aminés a notamment été 

décrite pour les Bacteroidetes et Firmicutes. Ces composés favorisent la carcinogenèse via des 

phénomènes d’alkylation de l’ADN (Loh et al., 2011). De plus, il a été montré qu’un régime 

riche en protéines et pauvre en carbohydrates induit la production de métabolites toxiques et la 

diminution de composés protecteurs par les bactéries dont les espèces Bacteroidetes et 

Firmicutes (Russell et al., 2013).  

 

Le métabolisme des acides biliaires par les bactéries coliques, peut lui aussi être relié à 

la carcinogenèse colique. En effet, une forte concentration fécale en acides biliaires serait 

associée à un risque élevé de développer un CCR (Louis et al., 2014b). Ce lien entre acides 

biliaires et CCR est renforcé par le fait que la consommation d’aliments à forte teneur en 

graisses lié à une haute sécrétion de ces acides, est corrélé à un risque élevé de développer un 

cancer colique (Bernstein et al., 2005). De plus, il a été montré que certaines espèces du 

microbiote colique telles que Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium et Listeria possédaient 

l’enzyme bactérienne 7α-dehydroxylase, qui permet la décomposition des sels biliaires en 

acides biliaires secondaires (acides deoxycholique et lithocholique) (Jones et al., 2007; Ocvirk 

and O’Keefe, 2017; Ridlon et al., 2006). Ces composés sont connus pour leur rôle dans le CCR 

(Bernstein et al., 2005; Louis et al., 2014b; Ocvirk and O’Keefe, 2017). Cependant les 

mécanismes impliqués sont encore mal connus mais l’implication des ROS, RNS et 

l’accumulation de dommages de l’ADN sont suggérées (Bernstein et al., 2005; Louis et al., 

2014b). De plus, l’activité de la β-glucuronidase fécale chez les patients atteints de CCR est 

multipliée par 1,7 par rapport à celle des sujets sains (Kim and Jin, 2001). Cette enzyme 

bactérienne est capable de réactiver certains composants carcinogènes rendus inactifs dans le 

foie et excrétés par la bile dans le tractus digestif et ainsi serait liée à la carcinogenèse colique 

(Kim and Jin, 2001). Des études sur un modèle de rat prédisposé au CCR ont montré que 

l’inhibition de cette enzyme par l’utilisation du régime C-GAL, entrainait une diminution du 

développement tumoral (Takada et al., 1982). 

De forts taux de sulfure d’hydrogène (H2S) ont été détectés chez les patients atteints de 

CCR, par rapport à des individus contrôles (Rowland, 2000). Les bactéries sulfogéniques 

présentes dans le côlon peuvent utiliser le sulfate et le transformer en sulfure produisant des 

réactions entérotoxiques. Ces sulfures sont associés au cancer colique car ils ont un effet 

génotoxique via l’induction d’un stress oxydant démontré in vitro (Attene-Ramos et al., 2010).  
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Figure 23 : Pouvoir carcinogène des bactéries associé à un stress oxydant. Certaines bactéries

associées au CCR peuvent promouvoir le développement de ce cancer en favorisant le stress

oxydant. Elles peuvent notamment augmenter la production d’espèces réactives de l’oxygène

(ROS) et/ou en parallèle diminuer les défenses anti-oxydantes. Ce stress oxydant va ainsi entrainer

des dommages cellulaires et nucléaires ainsi que l’activation de voies de signalisation oncogènes,

favorisant in fine le développement tumoral. Source : D’après Maddocks et al., 2009 ; Maddocks et

al., 2013; Irrabazal et al., 2014; Gagnière et al., 2017 et Wang et al., 2016
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Enfin, le métabolisme microbien augmente la toxicité de l’alcool en transformant 

l’éthanol en acétaldéhyde qui est connu pour son effet génotoxique avec l’induction de 

dommages à l’ADN, mais aussi l’altération des systèmes de réparations de l’ADN (Homann, 

2001). 

 

En plus de ces effets pro-carcinogènes directement induits sur les cellules épithéliales 

coliques, ces voies métaboliques bactériennes peuvent également jouer un rôle dans la 

modulation de la réponse immunitaire (Routy et al., 2018a).  

 

III.1.3.d. Stress oxydant 

 

Comme illustré sur la figure 22, l’induction d’un stress oxydant semble centrale dans 

les mécanismes d’action du microbiote intestinal dans la carcinogenèse colique. Les bactéries 

associées au CCR seraient capables d’induire la production de ROS et de RNS par les cellules 

épithéliales, les cellules immunitaires, et/ou les bactéries elles-mêmes. Le stress oxydant 

pourrait être induit par l’activation de voies pro-inflammatoires, la production de toxines 

bactériennes et la transformation de métabolites en molécules pro-carcinogènes. L’instabilité 

génomique mais également les dommages cellulaires qui peuvent en résulter peuvent participer 

à la carcinogenèse colique (Figure 23) (Arthur et al., 2012; Cooke et al., 2003; Evans et al., 

2004; Irrazábal et al., 2014; Maddocks et al., 2009, 2013; Schwabe and Jobin, 2013; Wang et 

al., 1998, 2016b). Cette hypothèse est renforcée par le fait que les facteurs de risque du CCR 

comme la consommation de tabac, d’alcool et de viandes rouges ainsi que l’inflammation sont 

liés à l’augmentation du stress oxydant (production de ROS/RNS, oxydation des lipides 

notamment). (Grivennikov et al., 2010; Huxley et al., 2009; Raskov, 2014; Terzić et al., 2010). 

 

Les ROS et RNS, peuvent être produites par les bactéries elles-mêmes. Ceci a 

notamment été montré pour certaines souches d’H. pylori (Handa et al., 2010), mais également 

pour E. faecalis lors d’études in vitro et in vivo, qui est responsable de la production de radicaux 

libres (Wang et al., 2008, 2015). Lors des études sur E. faecalis il a été démontré que ces ROS 

étaient associées à des aneuploïdies dans les cellules épithéliales coliques et que ces dernières 

n’étaient plus observables après utilisation d’inhibiteurs des ROS et RNS (Wang et al., 2008, 

2015) 
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Concernant la génération de ROS par les cellules eucaryotes après infection bactérienne, 

Enterococcus faecalis est impliqué in vitro et dans des modèles animaux dans la production de 

radicaux hydroxyles (HO•) et la création d’un stress oxydant (Huycke and R Moore, 2002; 

Huycke et al., 2001; Szemes et al., 2010). De la même façon il a été observé que certaines 

infections bactériennes induisent une activation des enzymes cellulaires pro-oxydantes dans 

l’intestin. F. nucleatum  induit une augmentation de l’activation de iNOS accompagnée de 

l’augmentation d’oxyde nitrique (NO) dans les tumeurs de souris APCMin/+ (Kostic et al., 2013). 

Cette augmentation d’enzymes pro-oxydantes accompagnée de la production de ROS et de 

dommages à l’ADN, est également induite par B. fragilis entérotoxinogènes par l’induction de 

l’expression de l’enzyme spermine oxydase (SMO) des cellules épithéliales (Goodwin et al., 

2011; Housseau and Sears, 2010; Ko et al., 2016; Ulger Toprak et al., 2006). 

 

Le rôle du microbiote intestinal dans la carcinogenèse colique via son interaction avec 

les systèmes de réparations MMR de l’ADN a été mis en évidence dans un modèle APCMin/+ 

déficient pour le gène MSH2. En effet, dans ce modèle, une altération du microbiote par 

l’utilisation d’antibiotique, entraine une diminution du développement tumoral. De plus, dans 

cette étude, il est montré que l’absence de MSH2, permettant la réparation de l’ADN, entraine 

une activation de la voie β-caténine induisant une prolifération cellulaire anarchique de 

l’épithélium colique, cet effet étant dépendant du microbiote colique (Mangerich et al., 2012) 

(Belcheva et al., 2014). La prévalence F. nucleatum chez les patients atteint de CCR de 

phénotype MSI suggère une association entre cette espèce bactérienne et les défenses anti-

oxydantes (Koi et al., 2018; Viljoen et al., 2015; Wei et al., 2016b). De plus, il a été montré 

qu’H. hepaticus diminuait l’expression de certains gènes impliqués dans les défenses anti-

oxydantes et/ou la réparation de l’ADN dans un modèle murin de CCR consécutif à une colite 

induite (Mangerich et al., 2012). Une interférence avec les systèmes de réparation de l’ADN 

est également suspectée (Koi et al., 2018; Viljoen et al., 2015; Wei et al., 2016b). 

 

L’ensemble de ces travaux montrent donc l’implication du stress oxydant dans la 

carcinogenèse colique. Cependant, les ROS et RNS étant des composés instables leur demi-vie 

est relativement courte, de l’ordre de quelques secondes, ainsi l’effet sur les cellules épithéliales 

de leur production par les cellules immunitaires reste complexe à démontrer in vivo 

(Grivennikov et al., 2010; Terzić et al., 2010). 
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III.1.3.e. Inflammation chronique 

 

Le microbiote colique participe à la maturation du système immunitaire. De la même 

façon le système immunitaire peut également moduler le microbiote (Belkaid and Hand, 2014). 

Une réponse inflammatoire aberrante, d’origine infectieuse ou autre, dans le tractus intestinal 

pourrait conduire à une perturbation du microbiote en faveur de l’émergence de pathobiontes. 

Ces derniers peuvent alors avoir des effets pro-inflammatoires créant ainsi une boucle 

d’inflammation chronique qui s’auto-entretient. Les dysbioses observées chez les patients 

atteints de maladies inflammatoires chroniques (MICI), chez lesquels le risque de développer 

un CCR est augmenté, suggèrent le rôle important du microbiote dans l’induction d’une 

inflammation chronique liée à ce cancer (Chassaing and Darfeuille-Michaud, 2011; 

Cunningham et al., 2010; Manichanh et al., 2012). Les principaux mécanismes décrits pour 

expliquer cet effet mettent en jeu la modulation des récepteurs NLRs et TLRs, décrits 

précédemment (Arthur et al., 2012; Chen et al., 2008; Couturier-Maillard et al., 2013; Uronis 

et al., 2009). Plus précisément l’activation de ces récepteurs NLRs auraient plutôt un rôle 

protecteur  alors que l’activation des récepteurs TLRs par les pathogènes induiraient une 

inflammation pro-tumorale. Des polymorphismes sur les gènes codant pour les récepteurs de 

l’immunité TLRs et NODs ont été reliés à un risque plus important de développer un CCR chez 

l’homme (Branquinho et al., 2016; Messaritakis et al., 2018; Pimentel-Nunes et al., 2013). En 

particulier le TLR4 semble impliqué dans le CCR puisqu’une forte expression de ce récepteur 

est associée à des stades agressifs de ce cancer (présence de métastases) (D’Alterio et al., 2016; 

Wang et al., 2010). De plus, il a été mis en évidence que les patients atteints de CCR porteurs 

d’un variant du récepteur TLR4 (TLR4-D299G), développent plus fréquemment des cancers 

agressifs avec métastases (Eyking et al., 2011). 

 

L’implication de cette association entre microbiote et inflammation dans le CCR a été 

mis en évidence dans des modèles murins d’inflammation chronique intestinale (souris IL10-/-, 

Nod2-/- traitées à l’AOM et/ou DSS). Une modification du microbiote des souris IL10-/- a été 

observée après le traitement AOM/DSS comparativement à celui des souris non traités. Il a été 

montré que l’induction de dysbiose dans des modèles murins IL10-/- ou Nod2-/- favorise 

l’augmentation des colites associées au CCR (Arthur et al., 2012; Chen et al., 2008; Couturier-

Maillard et al., 2013; Uronis et al., 2009). De plus, cette inflammation est accompagnée d’un 

développement tumoral plus rapide chez les souris porteuses d’un microbiote conventionnel et 

traitées à l’AOM, comparativement à des souris axéniques ayant subi le même traitement. Plus 
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précisément une augmentation du nombre et de la taille des tumeurs a été observée (Couturier-

Maillard et al., 2013; Uronis et al., 2009). Ces résultats suggèrent donc que le microbiote peut 

induire le développement d’un CCR via l’augmentation de l’inflammation colique. 

 

L’induction d’un micro-environnement inflammatoire par les bactéries associées au 

CCR a également été décrite dans des modèles murins et in vitro. Par exemple, B. fragilis induit 

la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires IL-8, MIP-2, CCL2, MCP-1 et CXCL-1 par les 

cellules épithéliales par l’activation des voies NFкB, p38, COX-2 et β-caténine. Ces cytokines 

participent au recrutement des macrophages et des polynucléaires favorisant à leur tour 

l’inflammation au site d’infection (Kim et al., 2002, 2005a, 2008; Ko et al., 2016; Sears, 2009; 

Wu et al., 2003, 2004). Une augmentation de la réponse LT Th17 par ce pathogène, a également 

été mise en évidence par l’activation de la voie STAT3 (Wu et al., 2003). Il a été mis en évidence 

dans le modèle APCMin/+ que cet effet était impliqué dans les processus de colites, d’hyperplasie 

intestinale et de tumorigenèse colique (Chung et al., 2018; Housseau and Sears, 2010; Wu et 

al., 2009). Ces mécanismes pro-inflammatoires induits par B. fragilis sont dépendants de la 

toxine BFT. Une augmentation des cytokines IL-1β, IL-8 accompagnée d’une activation des 

voies NFкB et COX-2 a été décrite dans des tissus de patient atteint de CCR séropositifs pour 

S. gallolyticus par rapport à des individus séronégatifs pour cette bactérie (Abdulamir et al., 

2011). Ces effets ont également été observé et associé à la carcinogène colique dans des 

modèles animaux (traités à l’AOM) (Ellmerich et al., 2000; Kumar et al., 2018b). D’autres 

études montrent également le pouvoir pro-inflammatoire de F. nucleatum dont l’infection 

entraine une augmentation des cytokines IL-1β, IL-8, IL-6 et TNF-α dépendante là encore de 

l’activation de la voie COX-2 et liée aux recrutement de macrophages (Kostic et al., 2013). 

L’augmentation de l’IL-8 et de l’IL-6 semblent liée à l’activation de la voie  Wnt/β-caténine 

(Rubinstein et al., 2013). Plus récemment, l’action de F. nucleatum sur la prolifération cellulaire 

a également été mis en évidence sur un même modèle de xénogreffe, où cette fois-ci les voies 

de signalisation impliquant NFкB et le TLR4 étaient activées, favorisant la prolifération et le 

potentiel invasif des cellules tumorales (Yang et al., 2017). 

 

Un recrutement massif de macrophages dans la muqueuse colique est également observé 

après infection par E. faecalis (Balish and Warner, 2002; Wang et al., 2012b, 2013; Yang et al., 

2012). Les macrophages infectés produisent des mutagènes tels que le 4-Hydroxy-2-Nonenal 

(4-HNE) favorisant la dysplasie et la carcinogenèse (Wang et al., 2008, 2015). Ils favorisent 
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aussi l’apparition de cellules souches cancéreuses par une sur-activation de la voie Wnt/β-

caténine (Wang et al., 2017b). 

 

III.1.3.f. Immunité anti-tumorale 

 

Le microbiote semble pouvoir jouer un rôle également sur les réponses immunitaires 

pro et anti-tumorales comme le suggèrent de nombreuses études récentes (Cremonesi et al., 

2018; Dejea et al., 2018; Kostic et al., 2013; Mima et al., 2015; Thiele Orberg et al., 2017a; 

Wong et al., 2017; Wu et al., 2009).  

Le transfert du microbiote de patients atteints de CCR chez des souris C57BL/6 traitées 

à l’AOM entraine une augmentation des LT Th17, connu pour être pro-tumoraux, 

comparativement aux souris ayant reçu un microbiote d’individus témoins (Bedoui et al., 2018; 

Grivennikov et al., 2012; Tosolini et al., 2011; Wong et al., 2017). Cette augmentation des Th17 

était accompagnée de l’augmentation des cytokines qu’ils produisent : IL-17α, IL-22 et IL-23α 

qui sont elles aussi largement décrites comme des cytokines pro-tumorales dans le CCR 

(Bedoui et al., 2018; Chae et al., 2010; Flemer et al., 2018; Grivennikov et al., 2012; Huber et 

al., 2012; Tosolini et al., 2011).  De plus, il a été observé que l’expression des gènes codant 

pour les cytokines CXCL-1 et CXCL-2 attractives des neutrophiles étaient multipliée par quinze 

chez les souris porteuses du microbiote provenant de patients atteints de CCR par rapport aux 

souris contrôles (Wong et al., 2017). Ceci suggère que ce microbiote dysbiotique pourrait 

également agir sur la chimiotaxie de ces cellules que leur rôle pro-inflammatoire rend 

potentiellement pro-tumorales dans le CCR (Colangelo et al., 2017; Formica, 2014; Powell and 

Huttenlocher, 2016; Sionov et al., 2014).  

 

Une seconde étude a montré que des cellules tumorales isolées de patients CCR, 

stimulées par des bactéries commensales, produisent des chimiokines responsables de 

l’attraction de sous-populations de LT spécifiques (Th1, Th17, Tregs, Th2). De plus in vivo 

dans un modèle de xénogreffe, il a été montré que les cellules tumorales injectées ayant au 

préalable été stimulées par le microbiote intestinal fécal de patient atteints de CCR, favorisaient 

un recrutement massif de LT dans les tumeurs comparativement aux cellules n’ayant pas été 

stimulées par ce microbiote (Cremonesi et al., 2018). Il a été montré dans cette étude que les 

bactéries associées au CCR, E. coli, B. fragilis et Fusobacterium spp sont capables d’induire 

l’expression de chimio-attractants des LT in vitro. Cependant, aucune conclusion ne peut être 



Figure 24 : Hypothèse de l’induction d’un micro-environnement immunitaire pro-tumoral par

B. fragilis dans des modèles murins du CCR. (1) B. fragilis serait capable d’activer la voie de

signalisation STAT3 dans les cellules épithéliales coliques, ce qui induirait (2) le recrutement de

lymphocytes T Th17 et la production massive de cytokines pro-inflammatoires IL-17 et IL-23.

(3.a) Cette augmentation de la réponse TH17 aurait alors un effet pro-tumoral sur le côlon de modèles

murins prédisposés au CCR. (3.b) De plus, l’IL-17 produite permettrait également le recrutement et la

différenciation de cellules myéloïdes immatures (IMC) en cellules myéloïdes suppressives (MDSCs)

dans le micro-environnement tumoral colique. (1.b) Ce recrutement pourrait également être favorisé

par la sécrétion de facteurs de croissance (G-CSF) et/ou de chimiokines telles que CXCL-1, par les

cellules dysplasiques de la muqueuse après infection par EBFT. (4) Ces MDSCs inhiberaient ensuite la

réponse anti-tumorale LT CD8+. Source : D’après Wu et al., 2009 et Thiele Orberg et al., 2017
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émise concernant l’influence de ces bactéries sur la réponse lymphocytaire T lors de cette étude, 

car les espèces associées à un fort recrutement de ces cellules immunitaires n’ont pas été 

identifiées et la fonctionnalité de ces cellules immunitaires n’a pas été étudiée. 

 

D’autres études réalisées sur des modèles de souris mono-colonisées ont également 

démontré une modulation de ces réponses immunitaires dans la carcinogenèse colique, en 

ciblant plus particulièrement les bactéries associés au CCR (Kostic et al., 2013; Mima et al., 

2015; Thiele Orberg et al., 2017; Wu et al., 2009). Notamment, il a été montré que B. fragilis 

induit la réponse pro-tumorale Lymphocytaire Th17 dans le modèle murins APCMin/+ et dans 

des souris C57BL/6 sauvages, par une augmentation de ces cellules immunitaires et de leurs 

cytokines associées IL-17 et IL-23 dans la muqueuse colique de ces souris. Cet effet est 

dépendant de la toxine BFT et est initié par l’activation de la voie STAT3. L’importance de 

cette réponse immunitaire dans la carcinogenèse colique est renforcée par le fait que le nombre 

de tumeurs diminue chez les souris infectées par EBFT lorsque la fixation des cytokines IL-17 

et/ou IL-23 sur leur récepteur est inhibée par un anticorps. Le volume tumoral n’est lui pas 

affecté par ce blocage, suggérant un rôle plutôt initiateur de ces cytokines (Wu et al., 2009).  

 Il est également montré que ces cellules produisant l’IL-17 induisent le recrutement de cellules 

myéloïdes hautement suppressives de la réponse LT anti-tumoral. De même il a été montré une 

expression forte du checkpoint immunologique inhibiteur PDL-1 sur ces cellules myéloïdes 

suppressives (MDSCs) (Thiele Orberg et al., 2017a). Ces effets sont spécifiques des bactéries 

EBFT et restreints aux tumeurs coliques, ces cellules n’étant pas retrouvées dans la rate et la 

circulation sanguine des souris infectées par EBFT. Le pouvoir suppresseur de ces cellules sur 

les LT et notamment les LT CD8+ a été confirmé in vitro. Ainsi, ces résultats montrent que B. 

fragilis en exprimant la toxine BFT, induit un micro-environnement immunitaire pro-

carcinogène via l’induction d’une réponse pro-tumorale Th17 dans la muqueuse et les tumeurs 

coliques, qui permet ensuite le recrutement de cellules myéloïdes hautement suppressives 

(iNOShigh MDSCs) dans ces tumeurs, ces MDSCs vont ensuite freiner la réponse anti-tumorale 

en inhibant la réponse Lymphocytaire T (Figure 24) (Thiele Orberg et al., 2017a). 

 

 Cette augmentation des MDSCs intra-tumorales et particulièrement des iNOShigh 

MDSCs a également été rapporté pour l’espèce F. nucleatum dans les tumeurs de l’intestin de 

souris APCMin/+ (Kostic et al., 2013). En parallèle, il a été montré l’augmentation d’autres 

cellules myéloïdes pro-tumorales dans ces tumeurs telles que les macrophages associées aux 

tumeurs (TAMs), les macrophages M2 et les neutrophiles associés aux tumeurs (TAMs). Une 
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augmentation des cellules dendritiques CD103+ spécifiquement impliquées dans la 

différenciation des LT régulateurs, est remarquée. Ces LT régulateurs ont un rôle pro-tumoral 

lorsqu’ils se retrouvent dans l’infiltrat tumoral car ils inhibent la réponse Lymphocytaire T anti-

tumorale (Kostic et al., 2013). Ce lien entre F. nucleatum et la réponse anti-tumorale a 

également été confirmée chez l’homme, où la quantité de ce type bactérien dans les tumeurs et 

inversement corrélée avec la densité de LT CD3+ dans l’infiltrat tumoral (Mima et al., 2015). 

 

III.2 -Escherichia coli et cancer colorectal 

 

III.2.1) Présentation générale des Escherichia coli  

III.2.1.a. Généralités 

 

Les bactéries Escherichia coli sont des bacilles à Gram négatif, anaérobie facultatif et 

non-sporulant qui représente environ 0,1% du microbiote humain à l’âge adulte (Eckburg et al., 

2005). Elles ont été isolées par Théodore Escherich en 1885 dans des selles de nourrissons. 

Elles colonisent le tractus digestif dès les premières heures qui suivent la naissance de façon 

asymptomatique, et persistent ensuite en symbiose dans le côlon et la muqueuse (Freter et al., 

1983; Matthews et al., 2013). Ces bactéries possèdent une variabilité génétique importante 

(Hendrickson, 2009). Plus précisément l’ensemble de leurs gènes est divisé en deux sous-

ensembles : un « core-génome » ou « fond commun », composé d’environ 2000 gènes et 

présent chez toutes les souches de E. coli ; et un « fond dérivé », fortement variable entre les 

souches (Hendrickson, 2009). Cette grande plasticité de son génome, a permis à E. coli 

d’acquérir des facteurs de virulence et/ou adaptatifs lui permettant de coloniser de nouvelles 

niches écologiques (Hacker and Kaper, 2000; Hendrickson, 2009). Ces facteurs associés ou non 

à une susceptibilité de l’hôte favorisent l’émergence de souches d’E. coli pathogènes (Clements 

et al., 2012; Croxen and Finlay, 2010). 

 

Les gènes de virulence sont regroupés sur des îlots génomiques et/ou de pathogénicité 

de 10 à 200kb, différenciables du reste du génome par leurs séquences répétées aux extrémités, 

par une insertion chromosomique au niveau des gènes codant les ARN de transfert et par une 

proportion de guanine et cytosine différente du reste du génome (Hacker and Kaper, 2000). Ces 

facteurs patho-adaptatifs définissent huit groupes phylogénétiques différents dans lesquels sont 



Figure 25 : Diversité phylogénétique des Escherichia coli. Plus de 95% des E. coli sont

classés selon huit groupes phylogénétiques différents : A, B1, B2, C, D, E ; F et Clade I (non

représenté ici). Ces huit phylogroupes sont déterminés par la détection de 13 gènes, exprimés

selon des combinaisons différentes pour chaque groupe bactérien. Parmi ces huit phylogroupes,

4 sont majoritaires : le groupe A qui représente 28,7 % des E. coli, le groupe B1 (12,3 %) , le

groupe B2 (34,5 %) et le groupe D (9,2 %). Source : Turrientes et al., 2014
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classés plus de 95% des E. coli  (Figure 25). Ces huit phylogroupes sont déterminés par la 

détection de 13 gènes, présents selon des combinaisons différentes pour chaque phylogroupe 

(Clermont et al., 2013; Turrientes et al., 2014). Parmi ces huit phylogroupes , 4 sont 

majoritaires : le groupe A qui représente 28,7 % des E. coli, le groupe B1 (12,3 %) , le groupe 

B2 (34,5 %) et le groupe D (9,2 %) (Clermont et al., 2013). La plus grande partie des souches 

pathogènes appartient aux groupes B2 et D et entraînent des pathologies intestinales et extra-

intestinales. Leur prévalence dans le microbiote intestinal de la population humaine est de plus 

en plus forte dans les pays industrialisés (Jaureguy et al., 2008) 

 

III.2.1.b.  Les souches d’Escherichia coli pathogènes  
 

En fonction des facteurs de virulence acquis, des environnements colonisés, des 

caractéristiques d’invasion cellulaire et de la pathologie engendrée, les souches d’E. coli 

pathogènes sont réparties en plusieurs pathovars différents (Figure 26). Ces pathovars peuvent 

être distingués en deux grands groupes en fonction du type d’infection qu’ils causent : Les 

E.coli pathogènes intestinaux et les Extra-intestinal Pathogenic E. coli (ExPEC).Les E.coli 

pathogènes intestinaux sont responsables de pathologies intestinales associées à des syndromes 

diarrhéiques (Croxen and Finlay, 2010). Huit groupes pathogènes principaux existent : les E. 

coli entérotoxinogènes (ETEC, EnteroToxigenic E. coli), les Escherichia coli entéro-

pathogènes (EPEC, EnteroPathogenic E. coli), les E. coli entérohémorragiques (EHEC, 

EnteroHemorragic E. coli) dont la souche O157:H7 est impliquée dans les syndromes 

hémolytiques et urémiques, les E. coli entéroinvasifs (EIEC, EnteroInvasive E. coli), les E. coli 

entéroagrégatifs (EAEC, EnteroAggregative E. coli), les E. coli à adhésion diffuse (DAEC, 

Diffusely-Adhering E. coli) (Nataro and Kaper, 1998). Suite à l’épidémie à E. coli en 

Allemagne en 2011, le pathovar des E. coli entéroaggrégatifs (STEAEC, Shiga Toxin 

EnteroAggregative-producing E .coli) productrices de Shiga-toxine a été mis en évidence 

(Clements et al., 2012). Il y a quinze ans, le pathovar des E. coli adhérentes et invasives (AIEC, 

Adherent and Invasive E. coli) a été décrit. Il est associé à la forme iléale de la maladie de Crohn 

(Darfeuille-Michaud et al., 1998, 2004).  

 

Le groupe des ExPEC inclut les pathovars 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) responsable de méningites et septicémies.  



Figure 26 : Tropisme des différents pathovars d’Escherichia coli. Les E. coli entéropathogènes

(EPEC), entérotoxinogènes (ETEC), à adhésion diffuse (DAEC) et adhérents-invasifs (AIEC) sont

présents préférentiellement dans l’intestin grêle, alors que les E. coli entérohémorragiques

(EHEC) et entéroinvasifs (EIEC) colonisent plutôt le côlon. Les E. coli entéro-aggrégatifs

producteurs ou non de Shiga-toxines (EAEC et STEAEC) peuvent coloniser l’intestin grêle et le

côlon. Les E. coli uropathogènes (UPEC) sont présents dans la vessie. En fonction des facteurs de

virulence portés par les souches, les UPEC peuvent coloniser les voies urinaires. De plus, les

UPEC et les neonatal meningitis E. coli (NMEC) peuvent être responsables de septicémies.

Source : D’après Croxen and Finlay, 2010
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III.2.2) Implication des Escherichia coli dans le CCR 

 

Plusieurs études indépendantes ont montré que les tumeurs et la muqueuse coliques des 

patients atteints de CCR sont anormalement colonisées par E. coli (Arthur et al., 2012; Buc et 

al., 2013; Dejea et al., 2018; Maddocks et al., 2013; Martin et al., 2004; Prorok-Hamon et al., 

2014; Raisch et al., 2014; Swidsinski et al., 1998) . En effet, la première étude de Swidsinski et 

al., démontrant une association entre E. coli associée la muqueuse et CCR, rapporte que celle-

ci est détectée chez 70 % des patients atteints par ce cancer, alors qu’elle n’est détectée que 

chez 3 % des individus sains (Swidsinski et al., 1998). Plus précisément 62 % des patients ayant 

développé un adénome et 77 % ayant développé un carcinome sont porteurs de ces bactéries au 

niveau de leur muqueuse (Swidsinski et al., 1998). Cette association a été largement confirmée 

par la suite. Récemment une étude a montré que E. coli était l’une des deux espèces dominantes 

au sein des biofilms associés à la muqueuse de patients atteints de polyposes adénomateuses 

familiales (Dejea et al., 2018b).   

 

Les E. coli particulièrement impliqués semblent appartenir aux phylogroupes 

pathogènes B2 et D (Bonnet et al., 2014; Buc et al., 2013; Raisch et al., 2014)   

Il a été montré que certaines souches d’Escherichia coli isolées chez les patients atteints 

de CCR portaient des facteurs de virulence identiques à ceux d’E. coli uropathogènes (UPEC), 

qui contribuent notamment à l’activation de la prolifération cellulaire dans le tractus digestif 

par la production de toxines bactériennes appelées cyclomodulines (Nougayrede et al., 2006). 

Les données obtenues au sein de notre unité et par le groupe du Professeur Christian Jobin au 

sein du département de Médecine, Pharmacologie et Immunologie-Microbiologie de 

l’Université de Caroline du Nord montrent que les E. coli producteurs de ces cyclomodulines 

sont plus fréquemment trouvés dans les biopsies de tumeurs de patients atteints de CCR (66,7%) 

que dans les biopsies de patients atteints de la MC (40%) par rapport aux patients témoins 

(20,8%) (Arthur et al., 2012; Buc et al., 2013). Ces toxines ont la particularité de moduler la 

réponse de l’hôte aux infections bactériennes en interférant directement avec le cycle cellulaire 

eucaryote, l’apoptose et/ou en altérant l’ADN (Nougayrède et al., 2006). Des études récentes 

confirment ces données (Bossuet-Greif et al., 2018; Cuevas-Ramos et al., 2010; Dejea et al., 

2018; Eklöf et al., 2017; Prorok-Hamon et al., 2014).  

D’autres facteurs de virulence ont également été identifiés dans des souches E. coli isolées de 

patients atteints de CCR. La présence d’E. coli induisant des lésions d’attachement et 

d’effacement (AEEC, Attaching and Effacing E. coli), dont les pathovars EHEC et EPEC, a été 
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observée dans 25% des adénocarcinomes de patients atteints de CCR alors qu’elles ne sont pas 

retrouvées dans la muqueuse saine adjacente (Maddocks et al., 2009). De plus ces souches d’E. 

coli isolées de patients CCR apparentés au pathovar EPEC, ont la capacité d’augmenter la 

fréquence des mutations au niveau de sites d’instabilité microsatellitaire par la diminution de 

l’expression de protéines de réparation de dommages à l’ADN, MLH1 et MSH2. Cet effet 

dépend de l’effecteur bactérien EspF qui est injecté dans la cellule hôte par le système de 

sécrétion de type 3 (SST3) et de la production de ROS par la cellule hôte (Maddocks et al., 

2009, 2013).  

Enfin, il a été montré que des gènes codant des facteurs de virulence tels que afaC (afimbrial 

adhesin family) dont la détection définit le phénotype DAEC, lpfA (long polar fimbriae) et la 

cyclomoduline nommée colibactine étaient plus fréquemment détectés dans les souches E. coli 

des patients CCR par rapport à des souches de patients contrôles (Prorok-Hamon et al., 2014). 

Ces facteurs procurent aux bactéries des capacités patho-adaptatives, leur permettant plus 

précisément d’adhérer aux cellules épithéliales, de transloquer à travers les cellules M, de 

moduler l’angiogenèse, et d’avoir un effet génotoxique. Cependant ces facteurs ne sont pas 

détectés dans d’autres études (Eklöf et al., 2017; Raisch et al., 2014). 

A l’heure actuelle, les souches d’E. coli semblent impliquées dans la carcinogenèse 

colique et notamment les souches porteuses de gènes codant les cyclomodulines mais les études 

des caractéristiques moléculaires de ces souches (facteurs de virulence prépondérants, type de 

pathovar) doivent être poursuivies afin de déterminer si ces souches appartiennent à un nouveau 

ou à certains pathovars déjà décrits. 

III.2.3) Pouvoir pro-carcinogène d’Escherichia coli : mécanismes 

impliqués 

 

III.3.1.a. E. coli et cyclomodulines : focus sur la colibactine 

 

Généralités : présentation des cyclomodulines 

 

L’expression de toxines joue un rôle majeur dans le pouvoir carcinogène des E. coli 

pathogènes. La majorité de ces toxines, font partie de la famille des cyclomodulines, qui comme 

évoqué précédemment interfèrent avec le cycle cellulaire de la cellule hôte soit de façon directe 

en ciblant des étapes clés du développement cellulaire, soit en induisant des dommages à l’ADN 



Figure 27 : Mécanismes d’action des cyclomodulines produites par Escherichia coli. CDT

(« Cytolethal Distending Toxin ») induit des dommages sur l’ADN des cellules hôtes, en

agissant comme une DNase. La colibactine induit également des dommages à l’ADN et

provoque un arrêt du cycle cellulaire à la transition G2/M. La génotoxine CNF ( « Cytotoxic

Necrotizing Factor ») force la progression du cycle cellulaire en déclenchant la transition G1/S

et la réplication de l’ADN. Elle favorise l’apparition d’aberrations nucléaires et bloque

l’apoptose. La génotoxine CIF (« Cycle Inhibiting Factor ») induit des duplications de l’ADN,

et un arrêt irréversible du cycle cellulaire à la transition G2/M ou G1/S. Sources : Lax et

al.,2007; Oswald et al.,2005 et Thèse de Johan Gagnière 2017

Figure 28 : Mécanisme d’action de Cif (« Cycle inhibitoring factor »). La cyclomoduline Cif

(Cycle inhibitoring factor) est produite par les E. coli entéropathogènes (EPEC) et

entérohémorragiques (EHEC). Elles possèdent un système de sécrétion de type III (SST3) qui va leur

permettre d’injecter la génotoxine Cif dans la cellule hôte. Ceci va induire un arrêt du cycle cellulaire

en G2/M par inhibition de la kinase Cdk1. Cif peut également inhiber l’enzyme E2 de la voie

ubiquitine/protéasome et favoriser des dommages cellulaires et nucléaires (par exemple : marquage à

la rhodamine-phalloïdine en rouge : fibres de stress d’actine ; marquage de la taline en vert : plaques

d’adhésion focale ; marquage au DAPI en bleu : noyaux géant). Sources : D’après Nougayrède et al.,

2005 et Thèse de Jennifer Raisch 2014
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(Nougayrède et al., 2005; Oswald et al., 2005) (Figure 27). Cette famille de toxines 

particulières a été décrite par les travaux d’Éric Oswald, ils les ont identifiées dans les souches 

d’E. coli (Nougayrède et al., 2005). D’après leurs effets sur la cellule hôte on peut classer ces 

toxines en deux groupes qui sont : les toxines perturbant les voies de signalisation cellulaires 

telles que le cycle inhibiting factor (Cif) et le cytotoxic necrotizing factor (CNF) ; et les 

génotoxines induisant des lésions directes de l’ADN :  la cytolethal distending toxin (CDT) et 

la colibactine (Lax, 2007; Oswald et al., 2005). 

 

Cif est exprimé par moins de 2% des souches d’Escherichia coli et notamment par les 

pathovars EHEC et les EPEC. Elle est également détectée chez B. pseudomallei, P. 

luminescens, P. asymbiotica, Y. pseudotuberculosis. Ces E. coli possèdent un locus important 

dans leur virulence, le LEE (« Locus of Enterocyte Effacement »), impliqués dans l’attachement 

et d’effacement des entérocytes (LEE). Elles portent également un système de sécrétion de type 

3 (SST3) qui leur permettent d’injecter Cif dans la cellule eucaryote. Une fois dans la cellule, 

la toxine va bloquer l’activation de kinases et l’action de protéines inhibitrices de 

l’ubiquitination, résultant respectivement à un arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M et à une 

inhibition de la voie ubiquitine/protéasome (Figure 28) (Nougayrède et al., 2005; Samba-

Louaka et al., 2009). Bien que l’implication de Cif dans la carcinogenèse colique n’a pas été 

encore mis en évidence, son activité de modulation du cycle cellulaire et de l’ubiquitination 

pourraient favoriser le développement de ce cancer, en particulier si ces modulations touchent 

à la protéine suppressive de tumeur p53. 

 

CNF est particulièrement exprimées par des souches d’E. coli appartenant aux pathovars 

UPEC et EPEC. Cette toxine a été décrite pour la première fois en 1983, par les travaux de 

Caprioli, qui a caractérisé chez les souches d’E. coli 3 formes nommées CNF1, CNF2 et CNF3, 

qui partagent 65 à 90 % d’homologies (Caprioli, 1983). Ce sont des protéines d’environ 115 

kDa comportant trois domaines fonctionnels : une extrémité N-terminale qui porte un domaine 

de liaison de haute affinité au récepteur cellulaire laminine, un domaine centrale qui permet la 

translocation dans le cytoplasme de la partie C-terminale, qui contient elle-même un domaine 

enzymatique responsable de la toxicité de ces molécules (Kim et al., 2005b; Lax, 2007; 

Nougayrède et al., 2005). Il a été mis en évidence une prévalence augmentée d’E. coli 

productrices de CNF chez les patients atteints de CCR (Bronowski et al., 2008; Buc et al., 2013; 

Raisch et al., 2014).  



Figure 29 : Mécanisme d’action de CNF (« Cytotoxic Necrotizing Factor »). La génotoxine CNF se

fixe aux jonctions serrées des cellules hôtes qui l’internalisent par endocytose. Dans le cytoplasme,

CNF induit la désamination du résidu glutamine des RhoGTPases, alors converti en glutamate. Le

glutamate produit active les RhoGTPases, conduisant à l’apparition de dommages cellulaires et

nucléaires (par exemple : marquage à la fluorescéine-phalloïdine en vert : fibres de stress d’actine ;

marquage des noyaux au DAPI en bleu : multi-nucléation). Cette génotoxine induit également une

endoreduplication (réplication de l’ADN d’un noyau d’une cellule sans division cellulaire) et une

résistance à l’apoptose des cellules infectées. D’après Nougayrède et al., 2005 et Thèse de Jennifer

Raisch 2014
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Plus particulièrement l’implication de CNF1 dans le CCR a été décrite chez l’homme (Figure 

29), elle a une activité transglutaminase qui lui permet de réaliser la désamination ou la 

polyamination des protéines Rho GTPases (Rho, Rac, Cdc42) (Martin et al., 2004; Nougayrède 

et al., 2005). Cette activation transitoire des GTPases induit la progression du cycle cellulaire 

en favorisant la transition G1/S dans le cycle cellulaire, en impactant la production de la cycline 

D1 et des inhibiteurs de cyclines impliqués dans des points de contrôle du cycle cellulaire. Elle 

perturbe également la réplication, entrainant la production d’aberrations nucléaires 

(aneuploïdies, endoréplications). Ces processus sont médiés par l’inflammation induite par le 

stress oxydant et les voies NFкB et COX-2 (Nougayrède et al., 2005; Oswald et al., 2005; 

Travaglione et al., 2008).  

 

CDT peut également être impliquée dans le pouvoir carcinogène des bactéries E. coli. 

Elle est produite par de nombreuses autres espèces bactérienne dont Shigella dysenteriae, 

Salmonella typhi, et Helicobacter hepaticus. Une étude a montré que les E. coli producteurs de 

cette toxine ne sont pas présents chez des individus contrôles, mais sont détectés chez 12,5 % 

de patients atteints de CCR, suggérant ainsi leur implication dans le CCR (Buc et al., 2013; 

Raisch et al., 2014). Cette toxine est composée de trois sous-unités de masse moléculaire 

variable en fonction des espèces bactériennes : CdtA de 23-30 kDa, CdtB de 28-29 kDa et CdtC 

de 19-24 kDa. Il  existe cinq variants (CDT-I à CDT-V). L’activité toxique est portée par la 

sous-unité B, qui est délivrée dans la cellule hôte grâce à la fixation des sous-unités A et C à la 

membrane plasmique de la cellule (Haghjoo and Galan, 2004; Jinadasa et al., 2011). Ses effets 

ont été étudiés sur des modèles cellulaires in vitro. Elle agit comme des DNases en induisant 

des dommages à l’ADN de la cellule infectée, qui provoquent l’arrêt du cycle cellulaire en 

phase G2/M (Comayras et al., 1997; Fedor et al., 2013; Frisan et al., 2003; Nougayrède et al., 

2006) (Figure 30). Ces dommages vont activer le système de réparation de l’ADN qui en faisant 

des erreurs vont entrainer un état de sénescence si la cellule infectée est une cellule épithéliale 

ou mésenchymateuse (Blazkova et al., 2010; Cortes-Bratti et al., 1999, 2001), ou une mort par 

apoptose si la cellule infectée fait partie de la lignée hématopoïétique, telles que les cellules 

immunitaires (Cortes-Bratti et al., 2001; Hickey et al., 2005; Shenker et al., 2001). Une 

exposition chronique des cellules épithéliales intestinales à cette toxine, entraîne également des 

aberrations chromosomiques accompagnée d’une augmentation de la fréquence des mutations, 

renforçant ainsi son pouvoir génotoxique (Guidi et al., 2013; Taylor et al., 2003).  

En plus de ce pouvoir cellule-dépendant, il a été récemment montré que l’effet de cette toxine 

dépendait également du génotype tumoral des modèles cellulaires étudiés (Graillot et al., 2016).  



E. coli

Figure 30 : Mécanisme d’action de CDT (« Cytolethal Distending Toxin »). La toxine CDT est

composée de 3 sous-unités (A, B et C). Les sous-unités A et C se fixent à la membrane plasmique

de la cellule hôte et permettent l’internalisation de la sous-unité B qui possède une activité

génotoxique. Une fois dans la cellule elle induit des cassures double brin de l’ADN, ce qui a pour

conséquence d’activer une cascade de phosphorylations initiée par la protéine ATM. Ceci conduit à

un arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M pouvant aboutir à une mégalocytose. Si les cellules

infectées sont des cellules épithéliales ou mésenchymateuses, une sénescence cellulaire sera induite

; s’il s’agit de cellules de la lignée hématopoïétique, telles que les cellules immunitaires, ces

mécanisme induiront une mort par apoptose. Sources : D’après Nougayrède et al., 2005 et Faïs et

al., 2016
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Focus sur la colibactine 

 

La cyclomoduline, la plus détectée dans les souches E.coli isolées de patients CCR est 

l’ilot pks codant les enzymes de synthèse de la colibactine. Une prévalence plus forte des E. 

coli producteurs de colibactine chez les patients atteints de CCR (55 à 67%) comparativement 

aux individus sains (20 %) a été détectée (Arthur et al., 2012; Bonnet et al., 2014; Buc et al., 

2013; Eklöf et al., 2017; Nakatsu et al., 2015; Prorok-Hamon et al., 2014). Récemment, une 

étude a également montré une forte prévalence de ces souches chez des patients atteints de 

polyposes adénomateuses juvéniles (68 %) par rapport aux sujets contrôles (22 %) (Dejea et 

al., 2018). De plus, ces souches ont été détectées dans des lésions adénomateuses (Eklof et 

Nakatsu). Dans les adenocarcinomes, la prévalence augmente avec le stade TNM suggérant une 

association avec l’agressivité de la maladie (Bonnet et al., 2014). Une étude récente a également 

démontré une plus forte présence de ces E. coli colibactine-positives chez des patients atteints 

de CCR de phénotype MSS, qui reste de mauvais pronostic (Gagnière et al., 2017). 

 

La colibactine a été identifiée pour la fois en 2006 par Nougayrède et al., chez la souche 

d’E. coli IHE3034 isolée d’une méningite bactérienne néonatale (Nougayrède et al., 2006). Sa 

structure précise reste inconnue à ce jour. Il s’agit d’un composé hybride « Polyketide-Non 

Ribosomal Peptide » (PK-NRP) dont la synthèse est assurée par une machinerie d’enzymes 

codées par l’îlot génomique de pathogénicité nommé « pks » (polyketide-synthase). Cet îlot de 

54 kpb est composé de 19 gènes (clbA à clbS) codant pour trois NRPS (non-ribosomal peptides 

megasynthase : ClbH, ClbJ, ClbN), trois PKS (polyketide megasynthases : ClbC, ClbI, ClbO), 

deux hybrides NRPS/PKS mégasynthases (ClbB,ClbK) et neuf enzymes accessoires (Figure 

31). Des techniques de mutagénèse ont pu montrer que toutes les NRPS, PKS et enzymes 

accessoires sont essentielles à la production de la colibactine active, (Nougayrède et al., 2006). 

En plus d’être présent chez certaines souches d’E. coli, cet îlot pks est également détecté chez 

les espèces Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes et Citrobacter koseri (Faïs et al., 

2018; Taieb et al., 2016). De manière intéressante l’expression de l’îlot pks dans les souches 

est souvent associée à l’expression d’autres facteurs de virulence, comme les gènes codant la 

cyclomoduline CNF, les adhésines des fimbriae P (PapC) et de type 1 (FimH) ou/et de 

l’hémolysine HlyA suggérant que l’îlot pks est associé à des souches particulièrement virulente 

du phylogroupe B2 (Buc et al., 2013; Dubois et al., 2010; Johnson et al., 2008; Nowrouzian and 

Oswald, 2012; Prorok-Hamon et al., 2014; Putze et al., 2009; Raisch et al., 2014). 



Figure 31 : Organisation de l’îlot génomique pks. L’îlot génomique pks (54 kb) est composé de

19 gènes (clbA à clbS) codant pour trois NRPS (non-ribosomal peptides megasynthase : ClbH,

ClbJ, ClbN), trois PKS (polyketide megasynthases : ClbC, ClbI, ClbO), deux hybrides NRPS/PKS

mégasynthases (ClbB, ClbK) et neuf enzymes accessoires. Chacun de ces composants permet la

synthèse de la colibactine active. Source : Faïs et al., 2018
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La mise en évidence du pouvoir carcinogène des souches E. coli porteuses de l’îlot pks 

a été réalisée in vitro et in vivo dans différents modèles murins de prédispositions au CCR 

(Arthur et al., 2014, 2014; Bonnet et al., 2014; Bossuet-Greif et al., 2018; Cougnoux et al., 

2014; Cuevas-Ramos et al., 2010; Dalmasso et al., 2014; Dejea et al., 2018; Healy et al., 2016; 

Nougayrède et al., 2006; Raisch et al., 2015; Tomkovich et al., 2017; Vizcaino and Crawford, 

2015). Ainsi, il a été démontré que l’infection de souris prédisposées au CCR ou de modèles de 

xenogreffes, induit une augmentation du développement tumoral dépendante de la production 

de la colibactine (Arthur et al., 2012, 2014; Bonnet et al., 2014; Cougnoux et al., 2014; 

Dalmasso et al., 2014; Dejea et al., 2018; Raisch et al., 2015; Tomkovich et al., 2017) Arthur 

et al., 2012, 2014; Cougnoux et al., 2014; Dejea et al., 2018). Ces souches E. coli colibactine-

positives sont capables de persister dans le tube digestif des souris infectées et d’induire 

l’augmentation du nombre de tumeurs et du volume tumoral suggérant un rôle pro-carcinogènes 

dans ces modèles (Arthur et al., 2012, 2014; Bonnet et al., 2014; Cougnoux et al., 2014; 

Dalmasso et al., 2014; Tomkovich et al., 2017). De façon intéressante, il a été mis en évidence 

dans un modèle murin (rat), que la transmission de souches d’E. coli colibactine-positives par 

la mère entrainait l’apparition de dommages à l’ADN chez les rats nouveau-nés qui se traduisait 

notamment par une altération de la barrière intestinale chez l’adulte, suggérant que ces 

phénomènes peuvent être précoces (Payros et al., 2014). 

 

Des expériences in vivo et in vitro ont permis de préciser les mécanismes d’action de la 

colibactine en lien avec ce pouvoir carcinogène (Figure 32). Notamment il a été montré que les 

souches E. coli colibactine-positives induisent des cassures double brins (Cuevas-Ramos et al., 

2010; Gagnière et al., 2017; Nougayrède et al., 2006). Il a été montré que la colibactine induisait 

un stress oxydant via la production de ROS mais aussi  la diminution des systèmes de réparation 

de l’ADN qui entrainent des dommages à l’ADN dans les cellules infectées (Gagnière et al., 

2017). Cet effet sera détaillé ci-dessous.  

 

Lorsque ces dommages ne sont pas réparés correctement, notamment lors d’infection avec un 

faible nombre de bactéries E. coli colibactine-positives, il a été observé une augmentation des 

aberrations chromosomiques et de la fréquence de mutations génétiques (Cuevas-Ramos et al., 

2010). In vitro, il a également été montré que les cellules ayant été au contact de ces bactéries 

colibactine-positives développaient de manière colibactine dépendante des mégalocytes 

(Cuevas-Ramos et al., 2010; Nougayrède et al., 2006; Vizcaino and Crawford, 2015).  



Figure 32 : Mécanismes d’action de la colibactine. La colibactine est un composé hybride

PK/NRP génotoxique. A. Le contact des bactéries E. coli colibactine-positives avec les cellules

infectées induit de nombreux mécanismes pouvant être impliqués dans la carcinogénèse. B. Cette

génotoxine peut induire des cassures double brin de l’ADN (vert : immunomarquage de l’histone

γH2AX ; bleu : marquage du noyau par le DAPI). C. Les dommages de l’ADN induits peuvent
générer d’importants remaniements chromosomiques (bleu : translocations et formation de

chromosomes circulaires). D. Toutes ces lésions activent la cascade ATM/Chk2 qui conduit à la

phosphorylation de la protéine Cdc25c qui est alors séquestrée dans le cytoplasme. La protéine

Cdc25c ne peut plus phosphoryler la protéine Cdk1, ce qui conduit à un blocage du cycle

cellulaire en phase G2/M pouvant aboutir à une mélagocytose (bleu : noyau ; rouge :

cytosquelette d’actine ; vert : α-tubuline). E. La colibactine induit une diminution de la protéine
MLH1 appartenant aux systèmes de réparation de l’ADN ce qui amplifie les dommages à l’ADN.

F. Un profil de sénescence cellulaire des cellules infectées par E. coli colibactine-positives

favoriserait la prolifération anarchique des cellules environnantes. G. La colibactine active la

production de ROS par les cellules infectées. Sources : D’après Nougayrède et al., 2005 ;

Nougayrède et al. 2006 ; Cuevas-Ramos et al.,2010; Thèse de Jennifer Raisch 2014 ; Cougnoux

et al., 2014 ; Gagnière et al., 2017
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De façon intéressante, il a été montré que l’inhibition de la synthèse de la colibactine, par 

l’utilisation d’inhibiteurs des protéines Clbs, entraîne une diminution des dommages à l’ADN 

et de la prolifération cellulaire normalement induite par E. coli colibactine-positive, dans des 

modèles in vitro et in vivo. In vivo, il en résulte une diminution de la croissance tumorale, 

confirmant l’importance de la colibactine dans pouvoir carcinogène de la souche (Cougnoux et 

al., 2016).  

 

D’autres mécanismes de la colibactine, impliquant des effets en lien avec le micro-

environnement de ces bactéries, ont également été mis en évidence. Elle est notamment 

responsable de l’induction de phénomènes de sénescence cellulaire et de la sécrétion de facteurs 

de croissances (HGF) par les cellules infectées qui stimulent la prolifération cellulaire des 

cellules voisines (Cougnoux et al., 2014, 2016; Dalmasso et al., 2014).  

De plus, des études sur des modèles murins de colites associées au CCR (souris IL10-/- ou Rag2-

/- IL-10-/-) ont démontré qu’un micro-environnement inflammatoire est essentiel au pouvoir 

carcinogène des souches E. coli colibactine-positives, car il permet l’expression de gènes 

nécessaires pour la synthèse de la colibactine (Arthur and Jobin, 2013; Arthur et al., 2014; 

Tomkovich et al., 2017).  

Récemment, il a été rapporté que la co-colonisation d’un modèle murin de CCR (APCMin/+ et 

APCMin/+ IL10-/-) par E. coli colibactine-positives et B. fragilis BFT-positives induisait une 

accélération du développement tumoral accompagnée d’une réponse inflammatoire LT Th17 

par rapport aux modèles mono-colonisés correspondant, suggérant une synergie possible des 

effets carcinogènes de ces deux bactéries associées au CCR (Dejea et al., 2018). 

Tous ces mécanismes participeraient à modifier le micro-environnement et 

entraîneraient la mise en place d’un territoire pro-carcinogène et/ou pro-inflammatoire qui 

favoriserait la croissance des cellules tumorales et une modulation du cycle cellulaire. 

 

III.3.1.b. E. coli et stress oxydant 

 

De nombreuses études, essentiellement in vitro, ont montré les capacités des souches E. 

coli à induire un stress oxydant soit par la production de ROS, soit par une diminution des 

systèmes de réparation de l’ADN.  

Certaines souches d’EPEC sont capables de diminuer in vitro les protéines MLH1 et MSH2 

impliquées dans ces mécanismes de réparation, comme le décrit les études de Maddocks et al., 

(Maddocks et al., 2013; Maddocks et al., 2009). 
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Comme il vient d’être évoqué, ce stress oxydant peut être dépendant de l’activité de 

toxines, telle que la colibactine. En effet, les E. coli colibactine-positives induisent la production 

d’espèces oxydantes conduisant à des dommages à l’ADN (Cuevas-Ramos et al., 2010; 

Gagnière et al., 2017; Nougayrède et al., 2005). De plus une étude récente montre que ces 

souches sont capables d’inhiber l’expression de la protéine MLH1. Cette altération du système 

MMR favorise la colonisation par ces E. coli spécifiques et induit une instabilité génomique 

chez les cellules de l’hôte (Gagnière et al., 2017). L’implication du stress oxydant induit par la 

colibactine, est confirmée par l’utilisation d’antioxydant qui permet de limiter les effets des E. 

coli colibactine-positives, en diminuant (i) la production de ROS, (ii) la baisse des protéines de 

réparation de l’ADN, et (iii) l’induction de dommages à l’ADN liées à l’infection par ces 

bactéries (Gagnière et al., 2017).  

L’induction de ROS par ces souches spécifiques a également été observée sur un modèle murin 

de xénogreffe de cellules tumorales de CCR, lors d’une récente étude (Veziant et al., 2016). 

Ces résultats montrent donc l’importance de la modulation du stress oxydant mais 

également du système de réparation de l’ADN dans le pouvoir de colonisation des cellules 

coliques de ces souches mais également dans leur pouvoir carcinogène. 

 

III.3.1.c. E. coli, inflammation et immunosurveillance 

 

Concernant l’effet des souches E. coli colibactine-positives sur le système immunitaire, 

bien que peu de travaux aient étudiés l’effet potentiellement modulateur de ces souches sur des 

cellules immunitaires, il a été montré un lien intéressant entre ces souches et l’inflammation 

associée au CCR. Tout d’abord, il a été montré in vitro que les E. coli isolés de patients CCR 

peuvent induire l’expression du gène codant pour l’enzyme pro-inflammatoire COX-2 dans les 

macrophages, indépendamment de la présence de l’îlot pks (Raisch et al., 2015). Bien qu’il a 

déjà été observé une augmentation de cette enzyme par la souche E. coli uropathogène J96 via 

l’activation de voies de signalisation dépendantes du récepteur TLR4 (Chen et al., 2011), ce 

type de mécanisme n’est pas impliqué dans l’induction de COX-2 par les souches E. coli 

associées au CCR (Raisch et al., 2015). 

D’autres études ont également montré une induction de mécanismes pro-inflammatoires 

non dépendant de l’îlot pks mais uniquement dans des modèles de CCR associés aux colites 

(Arthur et al., 2014; Raisch et al., 2014; Tomkovich et al., 2017). En particulier, des travaux 

récents étudiant le profil cytokinique pro-inflammatoire intestinal, montrent une augmentation 
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des cytokines IL-6, TNF-α, IFN-, IL-1β, IL-22 et IL-17 après infection par les souches d’E. 

coli colibactine-positives et E. coli colibactine-négatives dans un modèle APCMin/+ IL10-/- 

(Tomkovich et al., 2017). Ainsi, les E. coli colibactine-positives pourraient agirent lors des 

stades précoces de la tumorigenèse colique et favoriser un micro-environnement qui permet la 

colonisation d’autres E. coli capable d’induire une inflammation.  

 

Concernant plus particulièrement l’effet de ces bactéries sur l’immunosurveillance, peu 

d’études sont publiées concernant leur influence sur l’équilibre entre la réponse pro- et anti-

tumorale. De manière intéressante, ce type de bactéries est détecté avec une prévalence plus 

forte dans les tumeurs de patients atteints de CCR de phénotype MSS (Gagnière et al., 2017), 

pour lesquels il a été également observé que l’infiltrat tumoral était moins dense en cellule 

immunitaires, et notamment en LT, par rapport au phénotype MSS de ce cancer (Llosa et al., 

2015) suggérant qu’un lien peut être envisagé entre ces deux observations. Une étude sur des 

souris C57BL/6 sauvages n’a pas montré d’effet de la souche E. coli productrice de colibactine 

sur les populations myéloïdes et certaines populations de LT (Th1, Th17, CD8+) mais il est 

important de noter que ces travaux étaient effectués sur des souris sauvages chez lesquelles le 

pouvoir carcinogène de ce type de bactéries n’a pas été observée (Bonnet et al., 2014). De la 

même façon, cette étude n’a pas montré les effets de F. nucleatum sur les cellules immunitaires, 

observés chez les souris APCMin/+ (Thiele Orberg et al., 2017b).  

Comme évoqué précédemment, une étude plus récente montre que la co-infection de souris 

C57BL/6 axéniques traitées avec de l’AOM, par E. coli colibactine-positives et B. fragilis BFT-

positives induit une augmentation de l’IL-17 alors que celle-ci n’est pas observée chez les souris 

mono-colonisées par E. coli colibactine-positives ou EBFT (Dejea et al., 2018). Cet effet 

suggère donc que E. coli colibactine-positives pourrait comme les autres bactéries associées au 

CCR participer à la modulation du micro-environnement immunitaire colique.  
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III.3- Microbiote intestinal: un nouveau facteur pronostique  

 

III.3.1) Implication des dysbioses dans la réponse aux traitements 

 

III.3.1.a.Cicatrisation et complication après chirurgie  

 

L’influence du microbiote dans la régénération et la réparation de la muqueuse 

intestinale est liée à son rôle dans l’homéostasie intestinale décrit précédemment. (Hooper et 

al., 2001). De la même façon le microbiote peut avoir un effet bénéfique ou délétère sur la 

cicatrisation mucosale après un épisode inflammatoire (Meneghin and Hogaboam, 2007; Souza 

et al., 2004). Il est décrit que les espèces Akkermansia muciniphila et Lactobacillus spp auraient 

un effet positif en stimulant la prolifération et la migration cellulaire (Alam et al., 2016; Collier-

Hyams et al., 2005; Kumar et al., 2009; Wentworth et al., 2010). Les mécanismes mis en jeu 

impliqueraient la reconnaissance des bactéries par les récepteurs TLRs de l’immunité innée 

(Rakoff-Nahoum et al., 2004) et/ou la production de ROS et RNS par les cellules épithéliales 

(Chan et al., 2009; Cordeiro and Jacinto, 2013) dont les liens avec les mécanismes cellulaire a 

été précédemment décrits dans ce manuscrit. L’utilisation d’une antibiothérapie avant opération 

chirurgicale afin de diminuer le risque d’infection post-chirurgie, est également liée à la perte 

de la fonction protectrice du microbiote sur le système immunitaire et les fonctions de 

régénération de la muqueuse (Bachmann et al., 2017; Guyton and Alverdy, 2017). Certaines 

espèces sont plus spécifiquement associées à la fistule anastomotique, une des complications 

les plus fréquentes observées après une exérèse du côlon. Notamment, il a été rapporté une 

augmentation de la prévalence de E. faecalis au niveau des tissus présentant ces anomalies 

(Kaffarnik et al., 2012; Komen et al., 2014). De la même manière, une augmentation de 

l’abondance de Bacteroides spp et Clostridium spp dans les tissus coliques de personnes âgés 

par rapport aux jeunes adultes est liée à l’augmentation du risque de fistule anastomotiques 

associé à l’âge (Claesson et al., 2011). A l’inverse, la diminution des bactéries appartenant à la 

famille des Lactobacillaceae est observée dans les tissus anastomotiques (Mack et al., 2003; 

Mennigen et al., 2009; Okada et al., 1999). 
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III.3.1.b.Réponse aux chimiothérapies 

 

 L’efficacité de certaines chimiothérapies peut être régulée directement par les bactéries 

présentes dans l’infiltrat tumoral mais aussi via la modulation de la réponse immunitaire 

(Bronckaers et al., 2008; Geller et al., 2017; Lehouritis et al., 2015; Vande Voorde et al., 2014; 

Yu et al., 2017b) (Daillère et al., 2016; Iida et al., 2013; Kuczma et al., 2017; Viaud et al., 2013; 

Xu and Zhang, 2015).  

 

Tout d’abord, par son rôle dans la dégradation de composant non digestibles par 

l’homme, le microbiote peut être impliqué dans le métabolisme des molécules 

chimiothérapeutiques, influençant ainsi l’efficacité de ces traitements (Bronckaers et al., 2008; 

Espín et al., 2017; Guthrie et al., 2017; Takasuna et al., 1996; Vande Voorde et al., 2014; 

Wallace et al., 2010). Il a été décrit que les espèces Bacteroides eggerthii et Bacteroides 

vulgatus augmentent la toxicité du 5-fluorouracil (5-FU) lorsqu’il est combiné à la sorivudine 

(un composé anti-viral), ceci réduisant donc son efficacité (Nakayama et al., 1997). Plus 

récemment, le rôle des bactéries porteuses de l’enzyme cytidine deaminase, telles que les 

gammaprotéobactéries, dans la résistance aux chimiothérapies, la gemcitabine et l’oxaliplatine, 

a également été montré (Geller et al., 2017). De la même façon, l’efficacité et les effets 

secondaires de l’irinotecan, sont influencés par les bactéries porteuses de la -glucuronidase 

telles que Faecalibacterium prausnitzii, Clostridum spp., et Bacteroides spp. (Guthrie et al., 

2017; Wallace et al., 2010).   

En plus de ces effets directs de certaines bactéries par leur pouvoir métabolique, sur la 

réponse aux chimiothérapies, il a été mis en évidence d’autres effets impliquant la modulation 

du système immunitaire ou de l’activité des cellules épithéliales coliques. Notamment, dans un 

modèle de greffes syngéniques sous-cutanée du CCR (cellules MC-38), il a été observé que les 

souris axéniques ou traitées par antibiotiques ne répondaient pas au traitement utilisant 

l’oxaliplatine comparativement à des souris porteuses d’un microbiote conventionnel. Bien que 

les espèces bactériennes permettant la réponse à ce traitement n’aient pas encore identifiées, 

l’efficacité de l’oxaliplatine est renforcée par la présence de cellules myéloïdes productrices de 

ROS (Iida et al., 2013). De plus, l’implication de F. nucleatum dans l’induction d’une résistance 

à l’oxaliplatine et au 5-FU via une activation de l’autophagie a été décrite in vitro sur les lignées 

cellulaires du CCR HT29 et HCT116, mais également sur des modèles murins de xénogreffes 

et chez des patients atteints de CCR (Yu et al., 2017b). 
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Le microbiote intestinal peut également moduler la réponse des chimiothérapies 

utilisées pour d’autres tumeurs solides comme le mélanome, le cancer du poumon et le sarcome, 

grâce à un dialogue complexe avec le système immunitaire (Daillère et al., 2016; Iida et al., 

2013; Kuczma et al., 2017; Viaud et al., 2013; Xu and Zhang, 2015). La plupart des études 

ciblent le cyclophosphamide, pour lequel il a été montré que l’efficacité est diminuée par les 

dysbioses induites par l’utilisation d’antibiotiques (Daillère et al., 2016; Kuczma et al., 2017; 

Viaud et al., 2013; Xu and Zhang, 2015). Il a été démontré que les bactéries Enterococcus hirae 

et Barnesiella intestinihominis peuvent améliorer la réponse au cyclophosphamide via une 

activation de la réponse anti-tumorale lymphocytaire T (LT CD8+ cytotoxique, LT Th1 et LT 

Tc1). La première de ces espèces a la capacité de transloquer dans les organes lymphoïdes 

secondaires où elle initie cette activation des effecteurs immunitaires alors que la deuxième 

exerce son effet depuis le côlon (Daillère et al., 2016; Viaud et al., 2013).  

 

III.3.1.c.Réponse aux immunothérapies 

 

Le microbiote peut également moduler la réponse aux immunothérapies ciblant les 

checkpoints immunologiques, CTLA-4 (Chaput et al., 2017; Vetizou et al., 2015a), PD-1 

(Gopalakrishnan et al., 2018; Matson et al., 2018; Routy et al., 2018b), et PDL-1 (Sivan et al., 

2015). Trois études indépendantes ont montré récemment que le microbiote intestinal peut être 

utilisé pour discriminer les patients répondeurs des non répondeurs, aux traitements ciblant par 

anticorps l’axe PD-1/PDL-1 dans différents types de tumeurs (Gopalakrishnan et al., 2018; 

Matson et al., 2018; Routy et al., 2018a). Lors d’une étude sur la réponse à un anti-PD-1 chez 

l’homme, il a été remarqué une plus forte abondance de l’espèce E. coli chez les patients non-

répondeurs que chez les patients répondeurs (Gopalakrishnan et al., 2018). 

 

De plus, des travaux sur des modèles murins de greffes sous-cutanées de CCR, ont mis 

en évidence que l’espèce Bacteroides favorise l’efficacité d’un anticorps anti-CTLA-4 (Vetizou 

et al., 2015a) en stimulant la réponse anti-tumorale lymphocytaire T. Une autre étude a montré 

une augmentation de la réponse à un anti-PDL-1 par deux espèces de Bifidobacterium via le 

même mécanisme (Sivan et al., 2015). Les bactéries associées au CCR sont capables de moduler 

les réponses des cellules impliquées dans la réponse aux immunothérapies : les cellules 

myéloïdes (Kostic et al., 2013; Park et al., 2017; Thiele Orberg et al., 2017a) et les LT 

(Bhattacharya et al., 2016; Cremonesi et al., 2018; Dejea et al., 2018; Mima et al., 2015; Wu et 
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al., 2010b), suggérant une potentielle implication de ces bactéries sur la réponse à ce type de 

traitement.  

Une autre type d’immunothérapie basé sur le transfert adoptif de LT peut également être 

modulé par le microbiote, comme il a été montré dans de nombreux modèles (Kuczma et al., 

2017; Paulos et al., 2007; Uribe-Herranz et al., 2018) incluant un modèle murin de CCR 

(Kuczma et al., 2017). Ceci suggère que le microbiote colique devra être pris en compte pour 

les futures études cliniques concernant ce type de thérapies. 

 

Enfin, la réponse aux immunothérapies pourrait être améliorée par l’utilisation de 

probiotiques ou de prébiotiques ciblant les dysbioses impliquées dans la résistance. Cette 

hypothèse est renforcée par le fait que la résistance aux immunothérapies observée chez les 

souris axéniques, ou traitées par antibiotiques, ou ayant reçu le microbiote colique de patients 

non répondeurs à ce type de traitement, peuvent être contrecarrés en inoculant le microbiote de 

patients répondeurs à ces souris (Gopalakrishnan et al., 2018; Matson et al., 2018; Routy et al., 

2018b; Vetizou et al., 2015a). Des espèces spécifiques ont été mises en évidence chez la souris 

et chez l’homme, à travers ces différentes études pour leur effet bénéfiques sur la réponse à ce 

type de traitement, telles que Lactobacillus johnsonii (Viaud et al., 2013), Enteroccocus hirae 

(Daillère et al., 2016; Viaud et al., 2013), Barnesiella intestinihominis (Daillère et al., 2016), 

Akkermansia muciniphila (Routy et al., 2018b), Bacteroides (Vetizou et al., 2015b) et 

Bifidobacterium (Matson et al., 2018; Sivan et al., 2015), ouvrant la voie au développement de 

nouveaux outils thérapeutiques, les « onco-biotiques ». 

 

III.3.2) Le microbiote : un nouveau facteur pronostique 

 

De plus en plus d’études cliniques suggèrent que le microbiote intestinal pourrait être 

un facteur de pronostic du CCR. En effet, il a été montré que des patients atteints de CCR avec 

un mauvais pronostic présentent une dysbiose particulière. Certains pathogènes impliqués dans 

le CCR ont été montrés comme associés aux stades tumoraux TNM les plus agressifs (Boleij et 

al., 2015; Bonnet et al., 2014; Mima et al., 2016b; Viljoen et al., 2015). Il a été observé une 

abondance plus forte de F. nucleatum et B. fragilis chez les patients atteints d’un CCR de 

mauvais pronostic (Wei et al., 2016b). Il a été rapporté que ces deux espèces sont associées à 

une diminution de la survie des patients atteints de CCR (Boleij et al., 2015; Mima et al., 2016b; 

Viljoen et al., 2015). L’association d’une forte colonisation des tumeurs par F. nucleatum avec 
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une faible densité des lymphocytes infiltrant ces tumeurs, suggère également que ce pathogène 

peut être un facteur de mauvais pronostic (Mima et al., 2015).  

Concernant, plus particulièrement E. coli, il a été montré que cette espèce était plus 

abondante dans les fèces de patients atteints de CCR par rapport aux individus sains et que la 

quantité de cette bactérie augmente chez les patients atteints de CCR de stades III-IV 

comparativement à des stades plus précoces (Bonnet et al., 2014; Eklöf et al., 2017) . De plus 

une corrélation a été décrite entre la colonisation des tissus par cette souche et des facteurs de 

mauvais pronostic du CCR, tels que l’invasion pariétale, l’envahissement ganglionnaire et 

l’index de prolifération (Bonnet et al., 2014). De plus la prévalence de l’ilot pks est 

significativement plus élevée dans les tissus de patients présentant des tumeurs plus agressives 

(stade TNM) (Bonnet et al. 2014). Récemment, il a également été mis en évidence que les E. 

coli porteurs de l’îlot pks sont présents préférentiellement dans les tumeurs de phénotype MSS 

chez les patients atteints de CCR, qui est un cancer de mauvais pronostic (Gagnière et al., 2017). 

A l’inverse Faecalibacterium prausnitzii est associé aux patients atteints de CCR de meilleur 

pronostic (Wei et al., 2016b). 

 

 En plus de cette valeur pronostique le microbiote pourrait également être un nouvel outil 

d’aide au diagnostic du CCR. En effet, certaines espèces associées au cancer colique, peuvent 

être détectables dans les fèces des patients atteints de CCR dès le stade précoce de la 

carcinogenèse colique (adénome), telles que F. nucleatum, E. coli et S. gallolyticus (Boleij and 

Tjalsma, 2013; Butt et al., 2016; Eklöf et al., 2017; Liang et al., 2017b; Mira-Pascual et al., 

2015; Nakatsu et al., 2015; Wang et al., 2016a). Il a notamment été montré dans une étude 

récente que la détection de F. nucleatum ou du gène clbA de l’îlot pks des souches E. coli 

colibactine-positives pouvaient être un indicateur de la présence de tumeurs coliques avec une 

spécificité respective de 81,5% et 76,9 % (Eklöf et al., 2017). Ainsi la détection de ces espèces 

permettrait de cibler les populations pour lesquelles une coloscopie est essentielle.  
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L’implication du microbiote intestinal dans la carcinogenèse colique et la réponse aux 

traitements anti-cancéreux est de plus en plus évidente. En effet, de nombreuses études 

décrivent différentes dysbioses chez les patients atteints de cancers colorectaux 

comparativement au microbiote intestinal de sujets sains (Amitay et al., 2018; Villéger et al., 

2018; Zou et al., 2018). L’exposition fréquente aux antibiotiques, susceptible d’entraîner des 

dysbioses (Becattini et al., 2016; Iizumi et al., 2017; Korpela et al., 2016), a été identifiée 

comme un facteur de risque de développer un cancer colique (Boursi et al., 2015; Cao et al., 

2018; Dik et al., 2016), ce qui renforce cette hypothèse. De plus, le transfert du microbiote 

dysbiotique des patients atteints de CCR chez des modèles murins prédisposés à ce cancer, 

induit une augmentation du développement tumoral chez ces souris par rapport aux souris 

porteuses d’un microbiote conventionnel (Wong et al., 2017). Plus précisément, il a été montré 

que certaines espèces bactériennes augmentées chez les patients atteints de CCR, telles que 

Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis et Escherichia coli, favorisent l’apparition et/ou 

le développement de tumeurs coliques dans des modèles murins de prédisposition au CCR 

(Amitay et al., 2018; Villéger et al., 2018; Zou et al., 2018).  

Concernant plus particulièrement E. coli, plusieurs études indépendantes ont montré que 

la muqueuse intestinale de patients atteints de CCR est anormalement colonisée par des souches 

pouvant présenter des propriétés d’invasion et ayant acquis des facteurs de virulence tels que 

des cyclomodulines (Arthur et al., 2012; Bonnet et al., 2014; Buc et al., 2013; Eklöf et al., 2017; 

Maddocks et al., 2013; Prorok-Hamon et al., 2014; Swidsinski et al., 1998). La moitié de ces 

souches sont porteuses de l’îlot pks responsable de la synthèse d’une cyclomoduline appelée 

colibactine (Arthur et al., 2012; Bonnet et al., 2014; Buc et al., 2013; Dejea et al., 2018; Healy 

et al., 2016; Nakatsu et al., 2015; Prorok-Hamon et al., 2014; Vizcaino and Crawford, 2015; 

Eklof et al. Int J Cancer). Cette genotoxine peut induire des dommages à l’ADN ou interférer 

directement avec le cycle cellulaire des cellules de l’hôte, et ainsi générer des mutations 

(Bossuet-Greif et al., 2018; Cuevas-Ramos et al., 2010; Nougayrède et al., 2006). Des études 

indépendantes ont décrit in vivo et in vitro d’autres mécanismes d’action liés au pouvoir 

carcinogène de ces souches, notamment l’induction de la sénescence cellulaire ainsi qu’une 

perturbation de la réponse immunitaire dans des modèles de CCR associés à des colites (Arthur 

et al., 2012, 2014; Cougnoux et al., 2014; Dalmasso et al., 2014; Dejea et al., 2018; Raisch et 

al., 2015; Tomkovich et al., 2017). Ainsi, les travaux publiés jusqu’à maintenant montrent une 

implication des E. coli colibactine-positives dans le CCR, cependant ce sont des études 

indépendantes et fragmentaires, il est donc essentiel de préciser les mécanismes mis en jeu.  
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Ainsi, l’objectif de cette thèse était de préciser l’effet d’une infection chronique par des 

bactéries E. coli colibactine-positives, notamment sur le micro-environnement immunitaire 

colique et son implication sur la carcinogenèse du côlon. Nous avons utilisé le modèle murin 

de prédisposition génétique au CCR APCMin/+, infecté chroniquement par la souche E. coli 

colibactine-positive 11G5, isolée d’un patient CCR (Bonnet et al., 2014). Le modèle murin 

APCMin/+ est un modèle de référence pour étudier ce cancer puisqu’il est représentatif du type 

de tumeurs CIN (Chromosomal INstability), phénotype majoritaire du CCR. Bien que ce 

modèle présente une réponse lymphocytaire T légèrement affaiblie dans l’intestin par rapport à 

des souris sauvages, il ne présente pas d’altérations majeures de la réponse immunitaire dans le 

côlon et est considéré comme immunocompétent (Coletta et al., 2003; Kettunen et al., 2003). 

Les modèles murins de CCR utilisés dans la plupart des études citées dans la partie 

bibliographique (AOM/DSS ; IL10-/-) sont des modèles de CCR associés aux colites, qui ne 

représentent qu’une très faible proportion de CCR chez l’homme et pour lesquels le microbiote 

intestinal serait différent de celui décrit dans le CCR sporadique (Richard et al., 2018b). Ainsi, 

le modèle APCMin/+, semble mieux adapté à une étude prédictive des interactions entre les trois 

acteurs : cellules épithéliales, système immunitaire et microbiote. Nous avons dans un premier 

temps développé et validé une nouvelle méthode de quantification de certaines populations 

cellulaires, marquées par immunofluorescence, au niveau de trois compartiments d’intérêt 

d’une section colique entière : la muqueuse, les follicules lymphoïdes et les tumeurs. Ce travail 

est présenté dans un article publié le 12 Novembre 2018 dans Scientific Reports (Article 1).  

L’analyse précise du micro-environnement colique immunitaire dans le modèle de 

souris APCMin/+ chroniquement infectées par la souche E.coli-colibactine-positive 11G5 a 

ensuite été réalisée par cette méthode d’analyse d’image numérique. Nous avons choisi plus 

particulièrement d’étudier la modulation des neutrophiles et des populations lymphocytaires T. 

En effet, des interactions entre microbiote, micro-environnement immunitaire et entérocytes 

ont déjà été publiées pour d’autres espèces bactériennes associées au CCR. Il a notamment été 

montré que le transfert du microbiote de patients atteints de CCR chez des souris axéniques 

prédisposées à ce cancer, induisait une augmentation de l’inflammation et le recrutement de 

cellules immunitaires pro-tumorales telles que les LT Th17, associées à l’augmentation du 

développement tumoral (Wong et al., 2017). De plus, les espèces Fusobacterium nucleatum et 

Bacteroides fragilis sont capables de diminuer spécifiquement la réponse anti-tumorale des LT 

et d’induire le recrutement et/ou la différenciation de cellules immunitaires pro-tumorales, ainsi 

que l’inflammation dans des modèles murins de CCR (Kostic et al., 2013; Thiele Orberg et al., 

2017a; Wu et al., 2009). L’association entre F. nucleatum et la diminution de l’infiltrat LT dans 
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la tumeur a également été montrée chez l’homme (Mima et al., 2015). L’importance de ces 

cellules immunitaires dans la carcinogenèse colique in vivo ainsi que leur valeur pronostique 

en clinique (Formica, 2014; Galon et al., 2016; Kim et al., 2017; Markman and Shiao, 2015; 

Pagès et al., 2018; Pancione et al., 2014; Park et al., 2018; Taube et al., 2017; Tosolini et al., 

2011), nous ont conduits à étudier ces cellules. En plus de l’étude sur souris, nous avons 

confirmé nos résultats sur la collection de prélèvements de tumeurs de patients opérés dans le 

service de chirurgie digestive du CHU de Clermont-Ferrand. Enfin, au vu des modulations du 

micro-environnement immunitaire induites par la souche E. coli colibactine-positive 11G5, 

nous avons étudié l’effet de l’infection chronique du tube digestif par ces bactéries sur la 

réponse à une immunothérapie ciblant le checkpoint immunologique PD-1. Les résultats de ces 

travaux sont présentés dans un article en préparation (Article 2) et font également l’objet d’un 

brevet confidentiel en cours de rédaction. 
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I - Article 1 : Analyse du micro-environnement immunitaire par 

traitement d’image numérique d’une coupe entière de tissu : 

application sur côlon de souris  
 

(Publié dans Scientific Reports le 12 Novembre 2018) 

 

I.1- Contexte de l’étude 

 

Le système immunitaire joue un rôle central dans les pathologies digestives, aussi bien 

dans leur développement que pour leur prise en charge thérapeutique. De nombreux travaux ont 

montré l’importance de la sur-activation du système immunitaire dans la genèse des maladies 

inflammatoires chroniques intestinales (Hall et al., 2011; Kaser et al., 2010; Kim et al., 2017; 

Lissner et al., 2015; Yan et al., 2009), telles que la maladie de Crohn. En parallèle, dans le 

développement du cancer colorectal (CCR), d’autres études montrent l’importance de 

l’inflammation chronique du côlon et d’un défaut de la réponse immunitaire anti-tumorale. 

L’infiltrat immunitaire des tumeurs coliques est un indicateur clé concernant son pronostic 

(Galon et al., 2014; Jakubowska et al., 2017; Mlecnik et al., 2016; Pagès et al., 2018; Tosolini 

et al., 2011). L’influence du microbiote sur ces dysfonctionnements du système immunitaire 

lors des maladies inflammatoires chroniques intestinales est largement étudiée in vivo 

(Cremonesi et al., 2018; Kaser et al., 2010; Kostic et al., 2013; Lapaquette et al., 2012; Nguyen 

et al., 2013; Thiele Orberg et al., 2017a; Wu et al., 2009; Yan et al., 2009). Néanmoins les 

mécanismes impliqués restent encore à préciser, qu’il s’agisse du rôle de la réponse immunitaire 

dans les pathologies digestives, ou des interactions entre bactéries et cellules de l’immunité. 

Ceci souligne la nécessité de pouvoir analyser finement les réactions immunitaires au sein des 

muqueuses intestinales lors de ces pathologies. Plus précisément, la caractérisation du 

phénotype des cellules, de leur état d’activation mais également de leur localisation au sein des 

tissus et de leur cinétique de recrutement apparaît essentielle pour mieux comprendre les 

processus mis en cause (Galon et al., 2014; Mlecnik et al., 2016; Yan et al., 2009).  

Il existe actuellement différentes techniques pour explorer la réponse immunitaire dans les 

tissus intestinaux murins. La plus courante est la cytométrie de flux qui permet une 

quantification ainsi qu’une étude fonctionnelle précise des différents types cellulaires grâce à 

un large nombre d’anticorps disponibles. Cependant, de par son principe, elle ne permet qu’une 

étude de cellules isolées de leur tissu. Il en résulte une limite technique et expérimentale : les 
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protocoles d’extraction des cellules restent longs et complexes, notamment à partir de la 

muqueuse colique, et entrainent des difficultés à obtenir une viabilité cellulaire satisfaisante 

pour les analyses cytométriques, en particulier lors du traitement d’un grand nombre 

d’échantillons. De plus, cette technique nécessite une quantité de tissus importante pour obtenir 

un nombre suffisant de cellules. Ainsi l’analyse de cellules immunitaires contenues dans un 

tissu de petite taille, comme c’est le cas des lésions pré-néoplasiques ou des tumeurs coliques 

observées dans le modèle APCMin/+ (5 à 30 mg), reste compliquée. Enfin la localisation des 

cellules et les interactions intercellulaires ne peuvent pas être étudiées par cette technique. 

D’autres méthodes, telles que l’immunohistochimie classique (IHC) avec analyse manuelle ou 

plus récemment l’imagerie par spectrométrie de masse, permettent ce type d’analyses. 

Toutefois, ces approches restent chronophages. De plus, la première est subjective car elle est 

dépendante du manipulateur, et la deuxième requiert une expertise importante en bio-

informatique et programmation ainsi qu’un appareillage spécifique coûteux. L’automatisation 

de l’analyse de sections de tissus traitées par IHC, grâce au développement de l’analyse 

numérique d’image (DIA : « Digital Image Analysis »), a permis une avancée considérable 

pour étudier le micro-environnement immunitaire. Cependant, à ce jour, aucune méthode ne 

permet à la fois de phénotyper, quantifier, et localiser précisément l’ensemble des cellules 

immunitaires le long de côlons de souris. 

Dans l’optique d’étudier le système immunitaire dans le contexte du CCR et de ses 

interactions avec le microbiote, nous avons développé une nouvelle méthode pour discriminer, 

localiser et quantifier automatiquement et précisément des cellules immunitaires au sein des 

muqueuses intestinales, et ce, dans différentes régions d’une section entière de côlon de souris. 

Ce travail été mené en collaboration avec l’équipe « Histopathology & Bio-Imaging » de Sanofi 

Recherche et Développement. Dans un premier temps, des protocoles d’immunofluorescence 

ont été optimisés pour l’étude des cellules immunitaires d’intérêt, en ciblant des protéines 

membranaires spécifiques de chaque population cellulaire, permettant le traitement d’une 

section de côlon entière par analyse numérique d’image. Puis, un algorithme de quantification 

a été créé via l’interface simplifiée du logiciel Tissue Studio (Definiens, Allemagne), qui utilise 

une technique spécifique d’analyse nommée « Cognition Network Technology ». La spécificité 

de cette méthode est que, contrairement aux méthodes classiques, elle examine des réseaux de 

pixels et non pas des pixels isolés lorsqu’elle traite l’image. Ainsi, chaque élément de l’image 

est caractérisé par le contexte dans lequel il se trouve, à l’instar du cerveau humain qui va 

reconnaître un objet grâce à l’assemblage de plusieurs éléments. Cette approche donne donc les 

outils nécessaires pour reconnaître chacun des composants de la section de côlon (muqueuse, 
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tumeur, cellules, membrane…) et définir leur localisation dans le tissu les uns par rapport aux 

autres. Le développement étape par étape et la validation de cette méthode semi-automatisée 

sont décrits dans l’article qui suit. Son application est illustrée sur des sections de côlon entier 

de souris APCMin/+. En raison de l’importance de la réponse immunitaire lymphocytaire T dans 

le CCR (Galon et al., 2016; Mlecnik et al., 2016; Pagès et al., 2018), nous avons choisi de 

détailler l’analyse de ce type cellulaire par un ensemble original de commandes associé à un 

apprentissage automatique. Néanmoins cet algorithme peut être également utilisé pour d’autres 

types cellulaires mais aussi sur d’autres modèles murins.  
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Deciphering the immune 
microenvironment of a tissue by 
digital imaging and cognition 
network
A. Lopès1,2,3, Al H. Cassé4, E. Billard1,2, E. Boulcourt-Sambou4, G. Roche1,2, C. Larois4, 
N. Barnich1,2, S. Naimi4, M. Bonnet  1,2 & B. Dumas3

Evidence has highlighted the importance of immune cells in various gut disorders. Both the 
quantification and localization of these cells are essential to the understanding of the complex 
mechanisms implicated in these pathologies. Even if quantification can be assessed (e.g., by flow 
cytometry), simultaneous cell localization and quantification of whole tissues remains technically 
challenging. Here, we describe the use of a computer learning-based algorithm created in the 
Tissue Studio interface that allows for a semi-automated, robust and rapid quantitative analysis of 
immunofluorescence staining on whole colon sections according to their distribution in different 
tissue areas. Indeed, this algorithm was validated to characterize gut immune microenvironment. Its 
application to the preclinical colon cancer APCMin/+ mouse model is illustrated by the simultaneous 

counting of total leucocytes and T cell subpopulations, in the colonic mucosa, lymphoid follicles and 
tumors. Moreover, we quantify T cells in lymphoid follicles for which quantification is not possible with 
classical methods. Thus, this algorithm is a new and robust preclinical research tool, for investigating 
immune contexture exemplified by T cells but it is also applicable to other immune cells such as other 
myeloid and lymphoid populations or other cellular phenomenon along mouse gut.

An increasing number of studies have shown the importance of monitoring mucosal immune responses in gut 
disorders. An exacerbated immune response is the hallmark of inflammatory bowel diseases1–4, whereas an 
impaired immune response is known to be associated with poor prognosis or progression of colorectal cancer 
(CRC)5–8. Because the involved mechanisms remain unclear, novel approaches to study the gut immune system 
are needed.

Several methods were developed to characterize, quantify and/or localize immune cells in gut tissues. Flow 
cytometry (FC) is commonly used because it allows simultaneous cellular and functional analysis9–12. However, 
FC does not allow precise immune cell localization or cell-cell interaction characterization. Furthermore, prepar-
ing viable single cell suspensions from solid tissues for FC analysis remains challenging and limits the number 
of sample. Large tissue sections are necessary to reliably monitor the number of interesting cells, which prevents 
the study of small key areas, such as preneoplastic lesions in oncology. Another approach is cell detection and 
localization via immunohistochemistry (IHC) with either global manual scoring or quantification on a limited 
tissue area. However, manual analysis is laborious, time consuming and inaccurate. Indeed, quantification is per-
formed on a few random fields chosen by the experimenter13. More recently, a new method called “Imaging Mass 
Cytometry” (IMC) enables efficient immune cell quantification and localization on mouse liver slides14. However, 
IMC complex data analysis is both time-consuming and expensive and requires sophisticated software and high 
expertise in bioinformatics15,16.

In recent decades, the development of digital image analysis (DIA) has provided alternative solutions for tissue 
section analysis through rapid and automated segmentation of immunostained cells. A batch of images can be 
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automatically analysed using a customized algorithm13,17. An important use of these methods in gut pathologies 
is probably the Immunoscore6, a new prognostic tool for CRC patients that uses in situ quantification of CD3+ 
tumor-infiltrating T cells18. DIA was also used in murine colitis models to study the gut microenvironment, as 
reported on whole mouse colon sections, via an automated method to evaluate inflammatory areas19, but DIA was 
not used for single cell analysis. Moreover, there is no general method to obtain the fine localization and number 
of immune cells along a mouse colon.

Here, we present a DIA semi-automated process using Tissue Studio software (version 2.6) to simultaneously 
discriminate, localize and quantify immune cell populations within distinct areas of a whole colon section. We 
chose the APCMin/+ mouse model to validate this approach, as it is a preclinical reference model for CRC20,21. 
Three areas were targeted: the colonic mucosa, lymphoid follicles and tumors, focusing on T cells, the significance 
of which is well-established in CRC5–7,9,18,22,23. We validated the precision and robustness of our method on several 
colon slides and with different fluorescence patterns despite the tissue feature complexity and background. This 
pipeline allows precise characterization of the immune microenvironment in small tissue structures, such as lym-
phoid follicles, and was built to be used to other intestinal tissues and other gut diseases.

Results
General DIA procedure based on Cognition Network technology (CNT). Immunostaining was 
performed using specific membrane fluorescent labelling associated with Tyramide Signal Amplification, as pre-
viously described6,24–27 (See Supplementary Fig. S1). This staining was completed with DAPI nuclear counter-
staining for cell identification and numbering within tissues. We chose paraffin-embedding to preserve the colon 
structure and allow optimal sample quality for slide digitalization and image analysis processing. Moreover, the 
fluorescence signal to noise ratio must be managed to avoid signal saturation and allow accurate tissue and cell 
delimitation.

To decipher the immune microenvironment in distinct regions of interest (ROIs) in the APCMin/+ colon, we 
had to develop the optimised DIA algorithm with Tissue Studio software (Definiens, Germany). It was not possi-
ble to use the pre-calibrated algorithm available in the software, because of the complexity of detecting multiple 
cell types in different whole colon regions with precise cell numbering for each ROI. But, the friendly interface of 
the software allows users to build their new specific algorithm adapted to their scientific problematic and sample. 
More precisely, users can select, calibrate and organize an extensive series of rules to analyse their images, which 
are later translated by software in comprehensive language, to allow the automatic execution of the algorithm 
by the computer. Thus, we have optimised a new algorithm for a whole colon section DIA, by selecting, con-
figuring and classifying various Tissue Studio software functions and rules. The global structure of the devel-
oped algorithm is presented in Fig. 1a. This set of commands was developed using an exhaustive catalogue of 
pre-coded functions, which need to be set and ordered. A brief summary of possible functions and its associated 
non-configured parameters are described in Supplementary Table 1 together with the available ruleset combina-
tion numbering.

All of the rulesets were based on Definiens Cognition Network Technology (CNT)28, an object-based image 
analysis method, which extracts information from the image using a hierarchy of pixel group, called “objects” (See 
Fig. 1b,c). Contrary to classical image analysis, CNT considers pixels not as an isolated entity but in the image 
frameworks. In practice, it uses the color, the shape, the size, the context, and their relationship with each group 
of pixels, or object, to analyse images.

These pixel properties were essential to apply this technology to the whole colon slide (See Fig. 1b–e). In the 
first step of the algorithm, fluorescence from a colon section (exemplified in Fig. 1b) was detected using DAPI 
and FITC fluorescent channels and segmented into pixel clustering groups called “primitive objects”, as shown 
in Fig. 1c. The “primitive objects”, which have a specific fluorescence pattern and spatial network, when grouped 
together, form an “object”. Depending on the algorithm step, we have linked these specific patterns with a respec-
tive group of large “objects” called “ROI” (see Fig. 1d, first line: example of 3 classes of ROI in picture; “ROI1”, 
“ROI2” and “ROI3”) or with a respective group of small “objects” called “cells” (Fig. 1d; second line; example 
of two classes of cells: “nuclei” and “cell with membrane”). This established link thanks to selection, calibration 
and ordering of pre-coded rules in Tissue Studio catalogue, allowed the user to distinguish ROIs and cells on 
the colon section, as described in Fig. 1e. More precisely, we implemented different ROIs corresponding to each 
colonic structure and classified them using an automatic ROI classification step and manual refining as necessary, 
as shown in Fig. 1a. Up to 8 ROI classes can be defined with the software. Finally, we quantified immune cells by 
implementing cellular detection and classification based on the same CNT process using segmentation and clas-
sification iterations28. We exported various parameters, such as the ROI area, mean fluorescence intensities and 
number of cells per ROI, for statistical comparison.

Specific workflow for mouse colon immune cell detection. The detailed optimised workflow of 
this new algorithm is described step-by-step, for single (Fig. 2) and double membrane staining (Supplementary 
Fig. S2). More precisely, CD45+ leucocytes were detected using specific FITC labelled antibodies, meanwhile 
CD4+ T cells were detected with CD3 and CD4 membrane proteins using Cy3 and FITC labelled antibodies 
respectively. In each case, nuclei were stained using DAPI fluorochrome. The stainings were performed on colonic 
sections scanned at 40x magnification, 0.161028 µm/pixel resolution and 16 bit depth. These picture acquisition 
parameters fix the first step of the algorithm (See Fig. 2a, “General setting” step”). The other analysis steps such 
as tissue detection, ROI classification, cellular analysis and export were chosen, organized and calibrated via an 
iterative method (Fig. 2 and Supplementary Fig. S2). All of these are described in detail below.
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Figure 1. Immune cell quantification general procedure and Cognition Network Technology (CNT) principle. 
(a) The procedure to quantify immune cells is based on a computer learning algorithm and elaborated using 
Tissue Studio software (Definiens, Munich, Germany). After optimal image acquisition, we evolved the 
algorithm using five sequential steps: global tissue detection, ROI (Region Of Interest) classification, ROI 
correction to discriminate the ROIs associated with APCMin/+ colon tissue, cellular detection and cellular 
classification to quantify positive membrane stained cells per ROI. (b–e) Particular blow up of a colon region 
is shown as an example of the digital image analysis process. Information is extracted from the picture using 
a hierarchy of image-objects, formed by grouping of pixels, after an evolutionary alternation of classification 
and segmentation steps. For example, in blow up picture (b), areas (yellow boxes) are selected to distinguish 
various ROIs (ROI 1: box 1; ROI 2: box 2 and 3; and ROI 3: box 4). These selected zones are recorded as a pixel 
network with CNT (c, top boxes). The image is analysed at the pixel level in a contextual fashion. Specific groups 
of connected pixels, named “primitive objects” are identified and shown in c (middle red boxes). Then each 
primitive object is linked with a specific ROI by a coded action (d, top box; ex: primitive object (I) is linked with 
ROI 1). The same connected primitive objects are finally grouped to form an object associated to a specific ROI 
as a result of the recognition of ROI-associated primitive-objects. This permits the classification of each selected 
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ROI detection and classification for CD45 immunostaining. To automatically detect the three 
immune ROIs (iROIs) in the APCMin/+ colon: mucosa, lymphoid follicles and tumors (See Supplementary Fig. S3) 
we first defined the total area to analyse, via automatic global tissue detection using membrane (Fig. 3b) and 
nuclear stainings (represented in Fig. 3a with alternate red staining). As shown by the flowchart in Fig. 2b, we 
determined the optimal thresholds for DAPI fluorescence brightness and homogeneity for all slides by up to 10 
iterations, on the basis of unstained area exclusion and unique tissue stain area detection at the end of the simu-
lation. Small non-tissue stained areas (<10 µm2) were removed from the analysis by adding a minimal size rule. 
We thus successfully detected a complete colon section (See Fig. 3a: original data; 3b: colon tissue detection by 
the machine).

Figure 3d shows the result of the segmentation step of the original mucosa image, which is displayed in Fig. 3c. 
It consists of the fragmentation of detected tissues into “primitive objects”. Cell individualization and ROI clas-
sification are based on this second step. A higher segmentation scale creates small “primitive objects”, which 
facilitates cell individualization. However, it complicates ROI classification, making it impossible to determine a 
global fluorescence pattern for each ROI. On the contrary, a low segmentation scale allows precise ROI classifica-
tion, leading to incorrect cell individualization. We set an efficient segmentation scale of 4 after testing different 
index values (Figs 2c, 3c: original image of mucosa; Fig. 3d: segmented associated image), so that the ROIs were 
correctly detected and classified (See Fig. 3e: automatic ROI classification; 3f: ROI reclassification by algorithm; 
3g: manual correction).

To conduct this ROI classification, we chose to create three iROI classes and two other ROIs for non-interesting 
colon regions (“other tissue”) and non-tissue areas (“background”) (See Flowchart in Fig. 2c and the results in 
Fig. 3e–g). First we implemented a classical computer based learning step called “Training action” in Tissue 
Studio by recording a precise selection of representative FITC and DAPI labelled primitive objects for each ROI, 
as exemplified in Fig. 4a. In the first step, the software determined ROI-associated “primitive objects” for each dis-
tinct ROI, as represented in Fig. 4a,b. Mucosa, lymphoid follicle and background ROIs were correctly classified at 
the end of the computer based learning section (Figs 3e and 4c). However, it failed to distinguish the mucosa from 
other tissue ROI (See Fig. 3e) and the tumor from mucosa or lymphoid follicle (Figs 3e and 4c). In that case, the 
“primitive-objects” were similar between mucosa and other tissues, or between tumor and lymphoid follicle, and 
mucosa within a small area, respectively (See tumor-associated “primitive objects”, in Fig. 4b, as an example). To 
solve this issue, we have added an ROI refining sub-step (named “Reclassification” in Tissue Studio) (See details 
in Fig. 4d–f). It is based on the selection, organisation and calibration of up to eleven pre-coded conditional 
rules, from the software library (Summary of the possibilities in Supplementary Table 1). Each of these rules is 
built in the same fashion (See Fig. 4d,e): it allowed the new classification of an incorrectly classified ROI object 
into its correct ROI class by selecting a specific characteristic of the object (named “Condition”). More precisely, 
we implemented and set conditional rules based on the ROI size, tissue complexity and relative borders of each 
improperly classified ROI (Fig. 4d) which were translated by software (Fig. 4e), allowing a better ROI classifica-
tion on the whole colon (See result for the whole slide in Fig. 3e,f, white arrows and orange tumor ROI; and see 
details in Fig. 4f(I) and (II) for example of tumor and Fig. 4f(III) and (IV) for example of other tissue ROI).

To finalize the ROI classification step and to validate the whole process, a visual confirmation was performed 
as well as a possible ROI refining (Fig. 3g, mucosa: yellow; tumor: orange; lymphoid follicle: green).

Automated cell detection and classification of CD45+ cells. We performed cell detection in the three 
iROIs (detailed flowchart in Fig. 2d): mucosa (Fig. 5a–d), lymphoid follicles (Fig. 5e–h) and tumors (Fig. 5i–l). 
To facilitate cell detection, the algorithm was first set to recognize cell nuclei and cellular membranes and, finally, 
to simulate cells using the “Inside cytoplasmic stain” mode. This mode was optimal for precise cell delimitation 
despite the blurry DAPI signal resulting from the high cellular density in the lymphoid follicles as shown in 
Fig. 5e; and in tumors as shown in Fig. 5i. We successfully programmed the algorithm to recognize different cell 
types on whole colon tissue, with the same settings for the DAPI fluorescence range and mean nuclear area value. 
We tested several combinations of these parameters. In this step, the grey value level of DAPI was converted into 
arbitrary units by Tissue Studio software. We determined the optimal fluorescence range (from 0 to 2 arbitrary 
units (a.u)) and “mean nuclear area”. This area (35 µm2) allowed for individualization and detection of nuclei in 
each ROI using DAPI signals (Fig. 5b: mucosa, 5f: lymphoid follicle, 5j: tumor). With the same iterative method, 
we set the CD45 fluorescence threshold at 1,600 grey value levels (g.v.l) and the mean cell area at 38 µm2 for opti-
mal cell delimitation. Cell algorithm detection was finally performed and validated for all of the ROIs using these 
four parameters simultaneously (Fig. 5c: mucosa, 5g: lymphoid follicle, 5k: tumor).

To discriminate CD45+ cells (FITC+) (Fig. 5, white arrows: negative cells; yellow arrows: positive cells), we 
implemented a cellular classification step and defined a “positive cell” class based on nuclear and membrane 
co-staining to avoid incorrect classification due to fluorescence artefacts (e.g., fluorochrome aggregates or red 
blood cells). Preliminary DAPI and FITC thresholds were set on the basis of the minimal DAPI intensity from 
7 random fields of five different colon samples. The maximum FITC intensity was based on 5 control slide ran-
dom fields without a primary anti-CD45 antibody. We adjusted these parameters after performing simulations 
to a unique optimal threshold of 1,000 g.v.l for DAPI staining and 1,300 g.v.l for FITC staining (maxima at 

colon zones into respective ROI (e, top boxes; ROI 1: Green; ROI 2: Yellow; ROI 3: Blue). The same process is 
applied for cellular analysis (c, bottom purple boxes), with a more segmented image reaching cellular scale. An 
object is defined as a cell (e, second line). In that case, primitive objects (c, bottom purple boxes) are smaller, 
and linked to a cell type (d, second line).
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Figure 2. Optimal digital image analysis algorithm flowchart for whole colon slide: example of CD45 single 
staining. All algorithm functions were chosen and ordered from the exhaustive Tissue Studio software pre-
written rule list. They constituted an innovative program that did not exist in software library, and were 
optimised to quantify cells in various ROIs from a whole colon stained section. It was developed by an iterative 
method. (a) First step, “General settings”, is a fixed step by the software. It allows to set the analysis workflow 
by indicating all the image file parameters (magnification, resolution and fluorescence staining). (b) We 
implemented a second step, called “Tissue detection” to detect the complete colon tissue on the slide. It is based 
on user defined optimal parameter settings: fluorescence channel, minimal tissue detected size, and fluorescence 
brightness and homogeneity. (c) We implemented a third step, “ROI Classification”, to discriminate the various 
colon regions of interest (ROI). To manage with the complexity of a whole organ slide, we implemented three 
analysis steps, named composers. First composer is “Initialization”, a mandatory composer in Tissue Studio 
software to detect ROI. It allows automatic recognition of ROIs by software, using a stock of representative areas, 
selected on colon section during algorithm development. Second composer is “Reclassification region” based 
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65,536 g.v.l). Thus, CD45+ cells could be automatically and correctly detected in each iROI for all slides (Fig. 5d: 
mucosa, 5h: lymphoid follicle, 5l: tumor; yellow cells).

Validation of the CD45+ cell quantification. Quantification was performed on 20 immunostained 
whole colon sections (including 2 negative controls) from 18 different APCMin/+ mice (Figs 5 and 6), confirming 
the robustness of our method for simultaneous analysis of a slide batch. Numerical data, such as the iROI area, 
total cell number and positive cell number per iROI, were exported (See flowchart in Fig. 2e) and cell density was 
calculated using equation (1).
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As expected, no positive cells were counted on negative control slides. Moreover, as observed on immunos-
tained APCMin/+ mouse colons (Fig. 6a–c), the leucocyte density was far higher in lymphoid follicles (2.10 × 04 
cells/mm2 ± 0.06 × 104 cells/mm2) than in the mucosa (2.97 × 103 cells/mm2 ± 0.25 × 103 cells/mm2) or tumors 
(3.22 × 103 cells/mm2 ± 0.52 × 103 cells/mm2) (See Fig. 6d), showing numeric data consistency. As expected for 
each whole section, we were able to analyse a significant tissue area per animal, from 0.13 mm2 ± 0.03 mm2 (for 
the smallest iROI: lymphoid follicle) to 4.73 mm2 ± 0.28 mm2 (for the largest iROI: mucosa), which resulted in 
a significant number of total analysed cells per animal, from 3.73 × 103 ± 1.17 × 103 (for lymphoid follicles) to 
1.17 × 105 ± 0.07 × 105 (for the mucosa). Therefore, this method enabled analysis of a significant number of total 
cells to obtain precise densities of frequent and rare interesting cells in each ROI (Fig. 6b,d).

Thus, we were able to precisely quantify cells in each iROI, a result that was either imprecise by manual scor-
ing or impossible by manual counting due to the high cellular densities in the iROIs. In this way, we were able to 
compare leucocyte distribution in the three APCMin/+ mouse gut immune areas: mucosa, lymphoid follicles and 
tumors (Fig. 6d, p < 0.0001).

To confirm CD45+ leucocyte quantification, we compared the cell density obtained from the digital algorithm 
measurement (positive cellsiROI/areaiROI (mm2)) to the density index assessed by manual scoring in each iROI, 
as it is presented in Fig. 6e (e.g., mucosa). The range of the scoring index was between 0 (no positive cells) and 
5 (elevated positive cell density) and was specific to each iROI. The comparison between manual scoring and 
the DIA density in the mucosa (Fig. 6e, Pearson r = 0.6869, p < 0.01), tumors and lymphoid follicles (data not 
shown) highlighted a significant positive correlation that supported the consistency of the numeric data from the 
algorithm.

Method application on double staining: CD3+ and CD4+ T cells. We adapted the same algorithm to 
analyse double CD3+CD4+ T cell immunostaining (See flowchart in Supplementary Fig. S2), in which CD3 and 
CD4 membrane proteins were revealed by Cy3 (Fig. 7a, red cells) and FITC (Fig. 7a, green cells) fluorochromes, 
respectively. Cell nuclei were counterstained with DAPI (Fig. 7a–d: blue stain).

Because the fluorescence pattern was different from that of CD45, we had to optimise the main parameters of 
the algorithm (Fig. S2). We adjusted the ROI classification by computer based learning and ROI reclassification 
rules (See details in Fig. S4, parameter differences between single and double staining are highlighted in blue). 
Since CD3 is more frequently detected on T cells than CD4, we used the former for cellular delimitation. The 
optimal fluorescence thresholds (DAPI: from 0 to 2 a.u.; Cy3: from 48,356 to 65,536 g.v.l) and mean areas (nuclei: 
35 µm2; cell: 36 µm2) were applied. Cell classification was modified using DAPI+CD3+ and DAPI+CD3+CD4+ cell 
classes for the successful detection of T cells and CD4+ T cells, respectively (Fig. 7a). We improved several classifi-
cation parameters to prevent false CD3+ cell detection due to paraffin-embedded tissue edge fluorescence proper-
ties (see the Troubleshooting section). As for the CD45 analysis, we used unique fluorescence thresholds (DAPI: 
500 g.v.l; Cy3: 2, 500 g.v.l; FITC: 1,500 g.v.l; maxima at 65,536 g.v.l) to detect and classify these cell populations in 
each iROI (Fig. 7b: mucosa, 7c: lymphoid follicle, 7d: tumor). We exported the same numeric data as in the CD45 
analysis and added three export rules to obtain CD4+ T cell quantification in each iROI (Supplementary Fig. S2), 
and cells densities were calculated using equations (2) and (3).

on a specific series of conditional rules to automatically reclassify the ROIs which were incorrectly classified 
by the initialization composer. We have added a third composer, “ROI correction” to allow a quick visual 
checking of “ROI classification” by user. (d) Then, to quantify cells of interest in each ROI, we implemented the 
“Cellular analysis” step. The first action is a mandatory “Initialize Cellular analysis” function, to set the optimal 
parameters of cellular analysis (magnification and chosen ROIs). Then, we have chosen and ordered three 
optimal coded functions and their settings to detect all cells and cells of interest (e.g. CD45+ cells here) in all 
ROIs: Nuclei Detection, Cell Simulation and Cell classification. (e) To finalize this algorithm we selected the 
export command parameters.
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As described above, we validated each step of our method (Fig. 7a–d) on a batch of whole immunostained 
colon slides (n = 23, including 5 controls) from different mice (n = 18). Numeric data were compared via manual 

Figure 3. ROI classification method after CD45 immunostaining. (a) Representative image of CD45+ leucocyte 
staining (green). We detected the whole colon section using a global tissue detection step and DAPI (red) 
counterstaining, and (b) we simulated data using detected (dark blue) and not detected (light grey) areas. (c,d) 
Representative validation of the optimal tissue segmentation index on mucosa with immunostaining (c) and 
segmented mucosa (d). (e–g) For ROI classification, we approved five ROI classes to differentiate between 
mucosa (beige), lymphoid follicles (green), tumors (orange), other tissues (light blue and dark grey) and 
background areas (blue green and light grey). (e) We first performed automated ROI classification based on 
the nuclear and membrane fluorescence signals. This step permitted the precise distinction between mucosa 
(beige), lymphoid follicles (green) and background (blue-green and dark-grey). (f) We evolved the automated 
ROI reclassification step by adding conditional rules to detect tumor (orange) and avoid false mucosa detection 
(grey area). (g) To optimise and control ROI classification before cellular analysis, we added a last step using 
manual correction. We presented an example of a false ROI classification (white arrow), which was detected as 
mucosa (e). We corrected this error after ROI reclassification as other tissue (dark grey) (f,g).
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Figure 4. Application of Cognition Network Technology (CNT) on colon ROI classification and user driven 
improvements. (a) An analysis slide is shown with its original picture and specific blow ups corresponding to 
mucosa, lymphoid tissue and tumor (white boxes), and (b) exemplary red boxes pointing out a pixel group as a 
“primitive-object”. Each of them is automatically associated with a specific ROI, by a stock of ROI-representative 
“primitive-objects” (c, ex: mucosa: yellow area; lymphoid follicle: green area), that were constituted by selecting 
specific colon area during the algorithm development. With this automatic learning method, we can distinguish 
lymphoid follicle and mucosa ROI correctly, due to clearly distinct mucosa and lymphoid follicle associated-
primitive-objects (b,c: middle and bottom boxes). On the contrary, tumor-extracted primitive-objects are 
associated with mucosa and lymphoid follicle-primitive objects (b; top boxes), resulting in an incorrect tumor 
ROI classification (c; top box). (d–f) To solve this issue, we implemented a set of user defined commands 
to obtain a correct ROI classification. (d) We implemented four conditional rules by selecting a ROI couple 
(the “source class” is the false ROI that needs to be reclassified and the “target class” is the true ROI) and the 
parameter used to reclassify the ROI. (e) Conditional rule selected is translated by the software in a coded 
rule and (f) allows the automatic reclassification of false ROI by software. By using this method we manage to 
reclassify “false lymphoid follicle” into “tumor”, using a conditional rule based on size object; (d–f; composer 
1, arrow I, II and III) and “false mucosa” into “tumor”, using a conditional rule based on object proximity with 
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scoring (Fig. 7e,f), showing a strong correlation for both CD3+ T cell (Fig. 7e, Pearson r = 0.8252, p < 0.0001) 
and CD4+ T cell quantification (Fig. 7f, p < 0.05) in the mucosa as well as the other iROIs (data not shown). 
As expected, a significantly higher density of these cells was observed in the follicle structure (Fig. 7g, Pearson 
r = 0.4999, p < 0.0001).

Troubleshooting. We used immunofluorescence staining to detect specific immune cells because it allows 
for multiplexed analysis26. However, the variability of fluorescence detection (the mean intensity, and the varia-
tion of fluorescence intensity around the mean and its standard deviation), due to the intrinsic properties of some 
tissue structures and cell components (elastin, red blood cells), influenced our DIA results (See Table 1). More 
precisely, we encountered three difficulties during algorithm development. First, the fluorescence signal could be 
heterogeneous from one slide to another due to a non-optimal acquisition and/or staining protocol (Table 1. 1, 2, 
5, 6). Second, the signal could be heterogeneous on the same slide due to intrinsic tissue properties (Table 1. 2–5). 
Third, fluorescence artefacts associated with staining conditions or paraffin embedding were observed (Table 1. 
6–7).

To address these phenomena, the staining protocol and image acquisition were optimised (Table 1, sixth col-
umn). Importantly, the same conditions can only be applied to a batch of slides when the fluorescence patterns are 
homogenous on all slides. To this end, it is essential to use the same staining and acquisition parameters (Table 1. 
1, 2, 5, 6: sixth column). To obtain optimal signals (homogeneity, minimal and maximal intensity) for DIA, the 
preferred time to scan a slide batch is up to 10 days after staining. The other optimal parameters are precisely 
described in the Online Methods.

In cases in which staining and acquisition protocol optimization were insufficient (Table 1. 3, 4, 5, 7), improve-
ments of the DIA algorithm played a key role in preventing analysis errors (see the troubleshooting guide Table 1, 
fifth column). In particular, fluorescence heterogeneity on the same slide (e.g., due to biological heterogeneous 
marker distribution or tissue states) caused improper ROI classification. We overcame the inability of Tissue 
Studio to determine a general fluorescence pattern for each area by adding reclassification rules based on 
fluorescence-independent parameters, such as the ROI size or tissue complexity (Table 1. 2–4). Fluorescence 
artefacts inducing false positive cell detection (1.9% of slides for a single staining, or 30.4% of slides for a double 
staining) could also be solved by minor algorithm modifications. This correction step was more easily achieved if 
the affected ROI did not contain target cells (Table 1. 6).

Provided attention is paid to these critical points, the pipeline we describe here allows immune colon profiling 
on numerous slides without failure. It is important to mention that the dependence of the algorithm on membrane 
detection means that it must be optimised for each new surface marker. However, this can be accomplished quickly 
by adjusting the numeric parameters according to the recommendations of our troubleshooting guide (Table 1).

Discussion
Here, we describe a new quantitative semi-automated method to characterize the immune microenvironment 
on whole mouse colon slides. Based on CNT, the proposed method allows tissue to cell scale analysis; thus, we 
are able to simultaneously investigate various ROIs and immune cell populations associated with colonic tissue. 
A recent immune cell quantification study by Blom and colleagues used another software on a slide of prostate 
mice tumor26 but did not distinguish different structures as with our method using ROI classification. Here, we 
show how to use our method to quantify leucocytes and T cells in three immune colon regions in APCMin/+ mouse 
model (mucosa, lymphoid follicle and tumor), and it is possible to implement up to 8 ROIs. This new analysis 
enables precise quantification of cells and comparison of cell distributions between different areas in whole tissue.

Compared to classical IHC scoring, this method using automatic learning avoids human bias and quantifies cells 
quickly without laborious manual work. Moreover, as the whole tissue and all the cells are analysed on the slide (from 
0.13 to 4.73 mm2 of tissue and from 103 to 105 cells), we provide accurate results compared to classical IHC assessment 
in a few random fields13. Therefore, this new method can consider biological variations and rare cell populations.

Our method can act as a complementary tool to flow cytometry (FC) because it allows analysis of significant 
cell number without requiring a complex and laborious cell extraction process. Cross-correlation and cellular 
relationships between immune cell density and other staining methods (e.g., FISH, HES, cellular damage stain-
ing) performed on consecutive sections are possible, adding new possibilities compared to classical FC studies.

Furthermore, thanks to the development of our algorithm, its step by step description, and its troubleshooting 
guide (Table 1), it is easier to analyse data than to perform mass spectrometry imaging. If necessary, our algo-
rithm can be easily applied to the Definiens software interface using the Tissue Studio User guide29. Additionally, 
obtaining numerical data is faster than with mass spectrometry or classical IHC. Thus, we developed a fast and 
simple way to robustly quantify and localize immune cells on numerous tissue samples without the requirement 
of complex bioinformatics expertise.

Moreover, our method allows the cell density to be determined from microscopic structures, such as lymphoid 
follicles and small neoplastic lesions, which are not accessible with FC. Because of the Definiens CNT used in our 
algorithm, we can implement specific settings to detect these structures within the colon and count the associated 
cells. This gives significant information as the high density of immune cells in lymphoid structures shows the link 
between gut inflammation and lymphoid follicles, which has already been described in the mouse30; furthermore, 
the importance of the tumor microenvironment has been shown in colorectal cancer patients6,7,18.

tumor (d–f; composer 2, arrows I, II and III). Same method is used to correct other “false classification” due to 
confusion between mucosa and other tissue (d–f; composer 3, arrows II, III and IV) or tumor and other tissue 
(d–f; composer 4, arrows II, III and IV).
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Because our algorithm is based on immunofluorescence detection, its settings are sensitive to fluorescence var-
iations (e.g., pattern and intensity). Whereas the method pipeline is validated on different slide sections and stain-
ings, an optimal and reproducible immunostaining protocol is required to analyse a batch of slides. Furthermore, 
algorithm optimization is needed for each new immunostaining or to develop new membrane markers. A simple 
software interface28,29 and troubleshooting guide make this process easier and faster for everyone.

Application of this new, quantitative, easy method could be extended to multiplex studies, such as the work by 
Blom26, as well as to whole sections with various complex structures, such as gut samples, because these settings 
are optimised for this type of tissue. Application of this method enables precise immune cell characterization in 
various gut regions of interest (from the epithelium to muscular layers) via cell-cell interaction studies and fine 
localization of cellular events at different time points along the gut. This method could be useful to better under-
stand both the mechanism of immune dysfunction associated with gut disorders1–8 and the interaction between 
pathogenic bacteria (FISH determination) and the immune system9,10,12,22.

In summary, here, we describe a powerful method to characterize immune cells in the gut of mice that is 
user-friendly for the scientific community. We expect that this method will help to decipher the complexity of 
interactions between the gut microenvironment and gut disorders or their treatments. Moreover, this method 
could apply to the detection and quantification of cells in any particular microscopic structure that is not reach-
able by classical means. For example, subtle neuronal immune cross talk in the gut, such as macrophages inter-
acting with mesenteric neurons31 could be studied using the developed algorithm and method in a quantitative 
fashion. It will allow scientist to follow the precise and quantitative development of specific microenvironment 
within a disease context in whole organs for the purposes of preclinical studies.

Figure 5. Cellular detection and classification method on mucosa (a–d), lymphoid follicles (e–h) and tumor 
areas (i–l). (a,e,i) Representative CD45+ leucocyte immunostaining (CD45+ cells: green; DAPI: red). (b,c) 
To detect all cells in the mucosa, we used two sequential steps. (b) The first step was nuclear detection as 
represented by blue delimitation based on DAPI fluorescence and the nuclear mean size as determined by 
iteration to delimit DAPI (35 µm2 ± 5 µm2). (c) Then, we performed cell detection using a second step with 
nuclear staining, the CD45 membrane signal and the mean cellular size determined by iteration to delimit FITC 
staining (38 µm2 ± 5 µm2). (d) To identify leucocytes, we carried out cell classification of positive cells (CD45+, 
light yellow cells and arrows) and negative cells (CD45−, white arrow, dark yellow cells), applying optimal 
fluorescence thresholds for nuclei and membrane markers. We simultaneously performed all of these steps 
using the same parameters on lymphoid follicles (e–h) and tumors (i–l). Automated discrimination of CD45+ 
cells was successful on all iROIs simultaneously with the same optimal parameters.
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Methods
Animals. Studies were performed using 13- to 14-week-old C57BL/6J-ApcMin/þ (Min mice; The Jackson 
Laboratory, Bar Harbor, ME, USA) in accordance with the French and European Economic Community guide-
lines (86-60, EEC) for the care of laboratory animals. Studies were approved by the French Regional Ethical 
Animal Use Committee (No. CE-2912, Apafis#5401). All mice were housed in specific pathogen-free conditions 
at the animal care facility of Université Clermont Auvergne (Clermont-Ferrand, France).

Tissue harvesting and processing. The colons were removed from the caecum to the rectum, flushed 
with PBS, and splayed longitudinally. The colons were swiss-rolled from the distal to proximal end and fixed 
for 24 h in 10% formalin (Sigma, Tokyo, Japan) at room temperature (RT). Colon blocks were embedded in 
paraffin (Tissue-Tek Paraffin Wax #4511, Sakura, Leiden, Holland) according to the standard procedure. 
Paraffin-embedded sections were cut into 5 µm sections on superfrost slides (Thermo ScientificTM, Waltham, MA, 
USA), dried overnight at +37 °C and stored at RT. For long-term storage, slides were stored at +4 °C.

Immunofluorescence staining (IF) and mounting slides. All IF staining was performed using an auto-
mated stainer, Discovery XT processors (Ventana Medical Systems, Oro Valley, Arizona, USA), and the tyramide 
signal amplification (TSA)-conjugated fluorochrome method was used to detect each target (CD45, CD3 and 
CD4) on whole colon slides. Paraffin was removed from slides, and slides were then conditioned with two incu-
bation cycles in EZPrep buffers (Ventana Medical Systems, Oro Valley, Arizona, USA), with a first cycle at 58 °C 
for 12 min and a second cycle at 60 °C for 4 min. Antigens were retrieved with CC1 program (Ventana Medical 
Systems, Oro Valley, Arizona, USA) according to the standard procedure (Tris-EDTA buffer pH 7.8 at 95 °C for 
44 min). Then, endogenous horseradish peroxidase was blocked with DISC inhibitor reagent (Ventana Medical 
Systems, Oro Valley, Arizona, USA) for 8 min at RT.

A series of staining steps were performed interspersed with 2 to 3 washing steps using the proprietary Reagent 
Buffer (Ventana Medical Systems, Oro Valley, Arizona, USA). For CD45 single staining, slides were incubated 
with primary rabbit anti-CD45 antibody (10558, 2.5 µg/mL; Abcam, Cambridge, UK) at RT for 2 h. For IF, two 
rounds of 16 min incubations were performed, first with Umap anti-rabbit HRP (Ventana Medical Systems, Oro 
Valley, Arizona, USA) and second with FITC tyramides and H2O2 (Discovery FITC kit, Ventana Medical Systems, 
Oro Valley, Arizona, USA) according to the manufacturer’s instructions.

For CD4/CD3 double staining, staining was performed in three sequential steps. First, slides were incubated 
with a primary rat anti-CD4 antibody (4SM95 clone, 2.5 µg/mL, eBioscience, Paris, France) at RT for 1 h. For IF, 
slides were incubated with a goat anti-Rat IgG secondary antibody (112-065-003, 5.5 µg/mL; Jackson,Baltimore, 
PA, USA) for 32 min at RT then incubated with Umap anti-goat HRP (Ventana Medical Systems, Oro Valley, 
Arizona, USA) according to the manufacturer’s instructions for 16 min at RT. Finally, they were reacted with 

Figure 6. Validation of CD45 leucocyte quantification. (a–c) CD45 immunostaining for each colon area. 
As expected, we observed a higher leucocyte density in lymphoid follicle (b) than the mucosa (a) or tumors 
(c). (d) We obtained the same result using the cell quantification algorithm; thus, we validated our method 
(****p < 0,0001; ***p < 0,005, one-way analysis of variance). (n = 20 immunostained sections from 18 
different mice). (e) Comparison between algorithm quantification of CD45+ cells in the mucosa and manual 
scoring showed a positive correlation (**p < 0,01; Pearson’s test, r = 0,6869).
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FITC tyramides and H2O2 (Discovery FITC kit, Ventana Medical Systems, Oro Valley, Arizona, USA) for 16 min 
at RT. A second step comprising denaturation and neutralization was needed for CD3 staining. More precisely, 
slides were incubated at 40 °C for 20 min with DISC inhibitor HRP reagent (Ventana Medical Systems, Oro 
Valley, Arizona, USA). Third, they were incubated with a primary rabbit anti-CD3 antibody (SP7 clone, Thermo 
Fisher, Waltham, MA, USA, 5 µg/mL) at RT for 2 h. For IF, slides were incubated with Umap anti-rabbit HRP 
(Ventana Medical Systems, Oro Valley, Arizona, USA) according to the manufacturer’s instructions for 16 min 
at RT. Finally, a reaction between Rhodamine tyramides and H2O2 (Discovery Rhodamine kit, Ventana Medical 
Systems, Oro Valley, Arizona, USA) was performed for 16 min at RT.

The cut sections were denatured at 37 °C for 4 min, and cell nuclei were counterstained with DAPI (Ventana 
Medical Systems, Waltham, MA, USA,). Slides were manually mounted with ProLong™ Gold Antifade Mountant 
(Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) and High Precision coverslips (No 1.5 H, Marienfeld, Thuringia, Germany), 
which are optimal for optical microscopy acquisition.

Negative control slides were also included that lacked any appropriate antibody or, in the case of double stain-
ing, omitted one or the other primary antibody.

Image acquisition. All slides were acquired automatically at 0,161 µm/pixel resolution using a 
VS-120-ASW-L100 whole-slide scanner (Olympus, Rungis, France) equipped with a Digital monochrome 
Olympus XM10 camera 40x objective (NA 0.95). First, a global overview of the whole colon section was per-
formed automatically using an Olympus camera set on brightfield (VC50 camera 4x objective and the mercury 
lamp U-HGLPS, Lumencor) to define the scan area. Second, a fluorescence image was acquired with automatic 
focusing (default factors setting) and used DAPI (ex: 350 nm/em: 450 nm), FITC (ex: 495 nm/em: 521 nm) and 
CY3 (for Rhodamine fluorophore, ex: 550 nm/em: 570 nm) filter sets compatible with light sources (X-Cite exacte 
Microscope Illumination System) and AT350/50x filter wheels. For CD45 fluorescence imaging, we used 50 ms 

Figure 7. Algorithm application on double immunostaining to quantify CD3+/CD4+ T cells. (a) Representative 
focus in the mucosa of CD3 (left image; red) and CD4 (right image; green) immunostaining. We based the cell 
classification on DAPI (blue) and CD3 and CD4 fluorescence to identify four distinct types of cells: CD3−CD4+ 
(pink), CD3+CD4− (light yellow), CD3+CD4+ (white) and CD3−CD4− (dark yellow) (middle image). (b–d) 
We validated our classification method and optimal sets on all iROIs: mucosa (b), lymphoid follicles (c) and 
tumors (d). (e) Comparisons between the algorithm quantification of CD3+ cells on the mucosa and manual 
scoring showed a significant correlation, (****p < 0,0001; Pearson’s test, r = 0,8252). (n = 23 immunostained 
sections from 18 different mice). (f) We obtained a significant correlation for CD3+CD4+ T cells between the 
manual and algorithm quantifications (*p < 0,05; Pearson’s test, r = 0,4999) (g) We successfully automated the 
discrimination and quantification of CD3+ T cells (fill dot) and CD4+CD3+ T cells (empty dot) on all ROIs 
simultaneously using the same parameters. A significant increase of the CD3+ T cell density (****p < 0, 0001; 
one-way analysis of variance) and CD4+CD3+ T cells (****p < 0, 0001; one-way analysis of variance) was 
observed in the lymphoid follicle, as expected.
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optimal exposure times for the DAPI channel and 25 ms for the FITC channel. For CD3/CD4 fluorescence stain-
ing, we used 30 ms optimal exposure times for the DAPI channel, 50 ms for the FITC channel, and 5 ms for the 
CY3 channel. Fluorescence images were stored as 16-bit greyscale fields and global overview images as 24-bit 

Trouble 
ID Troubleshooting Analysis step Possible cause

Solutions/Optimization criteria

During Digital Image Analysis During staining and image acquisition

1 Partial tissue detection
Global tissue 
detection

No homogeneous fluorescence 
signal on whole sections (Intensity, 
Brightness…)

Choose large thresholds of 
homogeneity and brightness (0–5 
and 0–255)

Use mounting media and a specific IF 
coverslip (Thickness =  0.17 µm)

Image acquisition must be processed 1 to 
10 days after staining

2

Background or other 
tissue have been 
incorrectly classified in 
the mucosa ROI, for a 
large area of section

ROI classification
Poor separation between the specific 
signal and background

Use ROI reclassification based on 
the fluorescence signal intensity, 
compactness and density of tissue 
Manual correction step

Optimization of the exposure time and 
fluorescence minimal and maximal 
intensity during image acquisition

All slides must be stained and scanned 
with the same procedure and same time

Imprecise automatic learning due to 
a heterogeneous fluorescence pattern

Make a new automatic learning 
algorithm using more representative 
image objects (segmented part of a 
ROI) from each ROI

3

Background or other 
tissue have been 
incorrectly classified in 
the mucosa ROI for a 
small area of section

ROI classification
Imprecise automatic learning due to 
a heterogeneous fluorescence pattern

Make a new automatic learning 
algorithm using more representative 
image objects from each ROI

Heterogeneous tissue staining or 
fluorescence pattern for the same 
ROI

Use ROI reclassification based on 
the tissue size and relationship to 
neighbour object

Manual correction

4
Lymphoid structure 
has been incorrectly 
classified as mucosa

ROI classification

Imprecise automatic learning due to 
a heterogeneous fluorescence pattern

Make a new automatic learning 
algorithm using more representative 
image objects from each ROI 
CAUTION: DO NOT USE follicle 
objects with weak cell density for 
correct follicle area distinction

Heterogeneous tissue staining or 
fluorescence pattern for the same 
ROI

Use ROI reclassification based on 
the tissue size and relationship to 
neighbour object

Manual correction

5
Imprecise nuclei 
detection

Cellular detection

Heterogeneous staining or too blurry 
fluorescence signal of DAPI

Increase the threshold of DAPI 
detection

Optimization of staining (Antibody 
concentration and incubation time)

Optimization of automated focus during 
scan, possibility to apply Extending Focus 
Imaging)

Optimization of fluorescence acquisition 
(exposure time, intensity thresholds)

Heterogeneous staining or too blurry 
fluorescence signal of membrane 
marker

Increase the threshold of membrane 
marker detection if the fluorescence 
membrane intensity is too high

Decrease the threshold of membrane 
marker detection if the fluorescence 
membrane intensity is too low

Use the detection mode “growth from 
nuclei”

6
False-positive cells 
detected

Cellular classification

Imprecise cell detection (cf 
Troubleshooting 5)

Cf Troubleshooting 5 Cf Troubleshooting 5

Fluorochrome deposits

Increase the threshold of DAPI for 
cell classification

Optimization of staining (decrease 
concentration of detection, decrease time 
of denaturation by heat, increase wash 
number and time)

Increase the minimal size of cells 
during membrane detection step

Exclude aggregates of fluorochromes 
from the cellular analysis using 
nuclear filter module

Tissue autofluorescence on the 
margin (mucosa and tumor) specific 
to paraffin-embedded tissue

Exclude area of cellular analysis with 
the use of new area classification 
(Mucosa bis, Tumor bis)

Increase the difference between 
background and specific staining during 
image acquisition (time exposure, 
fluorescence intensity thresholds)

7

Aberrant cellular 
detection links with 
specific membrane or 
nuclear structures (e.g., 
polynuclear cells)

Cellular detection

Aberrant distinction between the 
nuclear and membrane signals due 
to incorrect membrane detection by 
the algorithm

Decrease the resolution and 
magnification parameter analysis 
and only use membrane staining to 
detect cells

Table 1. Troubleshooting guide. All of the steps are based on the fluorescence intensity and fluorescence 
intensity thresholds, so they were sensitive to any change. This table provides solutions to overcome these 
problems and quickly optimise the analysis.
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RGB colours. All images were acquired with Olyvia VS-ASW FL 2.7 software (Olympus, Rungis, France; build 
number 11043) and stored under an ets format linked to an Olympus proprietary vsi file.

Manual scoring. Manual scoring was performed on Olyvia VS-ASW FL 2.7 software (Olympus, Rungis, 
France; build number 11043) on a Z840 HP PC with a 4 cores Intel Xeon CPU E5-2637 V4 (3.50 GHz), 128 GB of 
RAM, and Windows 7 Entreprise (64 bit). Analyses were performed on 20 different whole colon sections from 18 
different mice for CD45 staining (18 slides with IF staining and 2 negative controls without anti-CD45 primary 
antibody). For T cell analysis, we used the same 18 mice, but we performed analyses on 23 different sections (18 
IF stains and 5 controls: 3 without anti-CD3 and CD4 primary antibodies, 1 without anti-CD3 primary antibody, 
and 1 without anti-CD4 primary antibody). To score leucocytes (CD45+ cells) and CD3 and CD4 T cell densities, 
the iROI (mucosa, lymphoid follicle and tumor) of each mouse was observed with a 20x objective and scored 
separately. For mucosa and tumor, 10 and 7 random fields were observed and scored, respectively, and then 
the mean was calculated. For lymphoid follicles, the whole lymphoid area was observed. The manual score was 
determined between 0 (absence of positive immune cells) and 5 (high presence of positive immune cells). The 
slides were anonymously analysed; to simplify scoring, each specific iROI (mucosa, lymphoid follicle, and tumor) 
was compared between the different mice, but the iROIs of the same mouse were not compared with each other.

Digital image analysis and code availability. Digital image analysis was performed on the same hard-
ware as the manual analysis, using the IF module of Definiens Tissue Studio software version 4.3.1. All images 
were downloaded in the original format (ets, 0.161 µm/pixel resolution; 16-bit depth, 40x objective). Each slide 
was automatically analysed using 40x viewing resolution for segmentation and cellular analysis steps, and 10x 
viewing resolution was used for ROI detection and classification steps. Across the entire analysis between ROI 
correction and cellular analyses steps, the same resolution parameters were selected. Each step was confirmed 
visually. To obtain the best distinction between the algorithm simulation and the original image, we used a false 
colour representation (DAPI in red, membrane marker in green). First, algorithm settings (described previously) 
were established on five representative slides. They then were tested and optimised on 10 randomly selected slides. 
Finally, they were confirmed on each batch of slides (20–23 slides). Validated algorithm codes were saved as dax 
files that are available at Scientific Report online.

Numeric data analysis and statistical methods. The area of each iROI was directly exported by Tissue 
Studio software using Microsoft Excel tables (Microsoft office professional Plus 2010; Redmond, Washington, 
USA). CD45 and T cell densities on each iROI were calculated with Excel:
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Statistical analyses were performed using Prism 6.05 (GraphPad Prism, La jolla, CA, USA). Correlations 
between manual score and numeric data analyses were calculated using Pearson’s correlation coefficient (r). 
One-way analysis of variance test was used to compare cell density between iROIs of the same mouse. p-values 
<0.05 were considered statistically significant.

Accession code. Algorithm codes for digital image analysis of whole colon slide, and more precisely for ROI 
classification and leucocytes and T cells quantification are available on Scientific Report website, in dax format. This 
format must be opened in Tissue Studio Software. Structures and all any details of algorithm code are available in.pdf 
format in article figures (Figs 1a, 2 and 4d) and in Supplementary information (Supplementary Figs 2 and 3).
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Supplementary figure S1. Optimal immunostaining method for digital image analysis. The Tyramide 

Signal Amplification method amplifies specific fluorescence signals on IHC colons of APCMin/+ mouse 

slides and thus allows automated digital analysis. This method is based on the reaction between 

horseradish peroxidase (HRP) and tyramide (TSA) and is used to reveal the detection of immune 

membrane markers (A,B,C) during simple (a) and double staining (b). Briefly, an unconjugated primary 

antibody recognizes a protein of interest (A,B,C) and is then recognized by a secondary antibody coupled 

with Horseradish Peroxidase (HRP). When tyramide coupled with a fluorochrome is added, it reacts with 

HRP and becomes activated. The tyramide-fluorochrome complex forms a covalent link with the target 

protein. Finally, the large number of these complexes amplifies the signal. This technique permits more 

than simple staining because of a denaturation step by heating (b).  

a 

b 



 

Cell Simulation : Simulate inside cytoplasmic stain mode 

Composer Reclassification Region ( = Automatic reclassification of fragmented ROI by conditional rules see Supplementary Figure 6) 

Cell Classification 
Feature selected : Coexpression Marker 1and 2 and 3 (« Class 4 ») 

Tissue Detection ( = Global tissue detection) 

a General settings ( = Picture acquisition settings) 

Magnification 
40x 

Pixel Size 
0.161 µm/pxl 

Bit Depth 
16 bits 

Fluorescence Channel 
- Layer 1 : DAPI = « Nuclei » 

- Layer 2 : FITC = « CD4 » 

- Layer 3 : Cy3 = « CD3 »  

b 

Use layers  
(= Fluorochrome channel 

Nuclei, CD4, CD3 

Tissue Min Size 
10 µm2 

Brightness threshold 
0 u.a 

Homogeneity threshold 
0 u.a 

ROI Classification (= ROI detection and discrimination) c 

Composer initialization ( = Magnification selected for ROI analysis) : Magnification 10 x 

Segmentation scale index 
(= picture segmentation level) 

Index 3 

Sample detection mode 
(= ROI discrimination 

Classify object 

Sample selection (= ROI names) 
     ROI 1 : «Tumor» 
     ROI 2 : «Lymphoid follicle» 
     ROI 3 : «Other tissues» 
     ROI 4 : «Mucosa» 
     ROI 5 : «Other tissues 2» 
     ROI 6 : «Background» 
     ROI 7 : « Mucosa Bis » 
     ROI 8 : « Tumor Bis » 

Use layers 
Nuclei 

Composer ROI Correction ( = Quick manual validation of ROI classification by user) 
Turn « Interrupt on server » to « store ROI classification » 

Cellular analysis ( = Cellular detection and classification) d 

Use Nucleus layer 
Nuclei 

Typical nuclei size 
35 µm

2
 

Initialize Cellular Analysis ( = Settings for cellular analysis) 
Magnification 10 x ; ROI selection for cellular analysis : Tumor, Lymphoide follicule , 

Nuclei Detection 

Nuclei Stain range 
0-2 u.a 

User layers 
CD3 

Typical cellular size 
36 µm

2
 

Stain 
0 g.v.l 

Marker 1: Nuclei 
Threshold : 500 g.v.l 

Class 1 : Nuclei 

Marker 2: CD3 
Threshold : 2,500 g.v.l 

Class 2 : Cell 

e 
Export 

Custom export ROI analysis 

Statistic per slide Statistic per ROI 

Custom export cell analysis 
Exported class = Tumor ; Mucosa ; Lymphoide follicle 

Features = Area ; Fluorescence intensity mean 
Exported class = Nuclei ; Cell ; Cells marker 1 and 2 coexpress ; 

Cells marker 1 and 2 and 3 coexpress ; 
Features = Size ; Fluorescence intensity mean ; Number ; Sum 

Membrane mask 
CD3 

Membrane Stain maxima limit 
48,356 g.v.l 

Marker 3 : CD4 
Threshold : 1,500 g.v.l 

Class 3 : Cell 

Training action 
( = Machine learning based on user selected of ROI-associated colon region) 



Supplementary figure S2. Optimal digital image analysis algorithm flowchart for whole colon slide, for 

CD3/CD4 double staining. Total T cells and CD4
+ 

T cells were quantified in the same way as leucocytes 

CD45
+ 

cells. Exactly the same orderly rule successions are implemented, the only changes (appear in blue 

characters in flowchart) are the addition of a new fluorescence channel corresponding to Cy3 

fluorochrome (used to reveal the CD3 membrane protein), and the settings of specific parameters based on 

fluorescence.   (a) More precisely, the new fluorescence channel is added in the first step, “General 
settings”. (b) We optimize “Tissue detection” by adding the Cy3 channel to detect whole tissue and setting 
the brightness fluorescence threshold. (c) For the “ROI Classification”, minor changes are made. The 

index of segmentation is decreased to allow a better “primitives-object” formation (determined by iterative 
method). Besides we add two ROI classes: “Mucosa bis” and “Tumor bis” to class exceptional Mucosa 
and Tumor ROI without cells of interest but with low auto-fluorescence (in Cy3 fluorescence channel), 

when it is necessary. It allows measuring the tissue size without counting cells because these ROIs are not 

selected in final cellular analysis (d. “Initialize Cellular Analysis” step). (d) Concerning the other 

“Cellular analysis” steps, we allow the detection and classification of total CD3
+
 T cells and CD4

+
CD3

+ 
T 

cells. To this end we designate the CD3 marker (Cy3 channel) as the principal membrane component by 

adapting the Nuclei detection and Cell simulation (blue characters). Furthermore we implement a third cell 

class (blue characters in “Cell Classification” step). (e) Rules of exportation are the same as for CD45 

analysis, we simply add an export class to obtain the number of CD3
+
 CD4

+ 
T cells (blue characters). 

Composer = ruleset. 

 

 

 

 

 

CD45 analysis, we simply added an export class to  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary figure S3. A machine leaning method to quantify immune cells on various colon 

structures. We develop  an algorithm to discriminate different colon regions (ROI) on the whole colon (a: 

HES staining slide; b: result of the algorithm process). (b) Then, we implement cell quantification in three 

regions of interest that contained immune cells (iROIs): mucosa (yellow), tumours (orange), lymphoid 

follicles (green). 
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Tumor 
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Lymphoid follicle 

Tumor b 

Other tissues Background No detection 
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Supplementary figure S4. ROI reclassification rules details for CD3CD4 double staining. In the same 

way that CD45 simple staining, we use a ROI reclassification step to improve the ROI classification step 
precision. Same features are used to implemented the conditional rules: Area of object (Composer 2, 7 

and 8) and the proximity between two objects (“relative border to” ; Composer 3-6). We add a new 

feature to improve this reclassification based on three different fluorescence markers by implementing 

conditional rule based on the object shape and more precisely on the object circularity (Composer 1).  Composer: 

ruleset. 

Use condition :  
If Circularity <= 0.0002 

Composer Reclassification Region  
( = Automatic reclassification of fragmented ROI by conditional rules) 

Source class :  
Tumor 

Composer 1 

Target class :  
Mucosa 

“ If Tumor object  
Circularity Shape Index ≤ 0.0002 ; 

 Reclassify Tumor object in Mucosa ROI” 

Translation in a conditional rule  Algorithm structure created by user in Tissue Studio Software 

Source class :  
Tumor  

Composer 2 

Target class :  
Mucosa 

Use condition :  
Area< 300,000 

Source class :  
Other tissue 2 

Composer 3 

Target class :  
Tumor 

Use condition : 
Relative border to tumor >= 0.3 

  

Source class :  
Other tissue  

Composer 4 

Target class :  
Tumor 

Use condition : 
Relative border to tumor >= 0.6 

  

“If Tumor Object Area < 300,000
 

 ; 
 Reclassify Tumor object in Mucosa ROI” 

Source class :  
Mucosa 

Composer 

Target class :  
Tumor 

Use condition : 
Relative border to tumor >= 0.3 

  

Composer 6 

Target class :  
Lymphoid follicle 

Use condition : 
Relative border to  

Lymphoide follicle >= 0.4 
  

Source class :  
Mucosa 

Composer 7 

Target class :  
Mucosa 

Use condition : 
Area <= 10,000 

  

Source class :  
Lymphoide follicle 

Composer 8 

Target class :  
Other tissue 2 

Use condition : 
Area <= 10,000 

  

Source class :  
Mucosa 

“If Relative border of Other tissue 2 object  
to Tumor object  ≥ 0.3

 

 ; 
 Reclassify Other tissue 2 object in Tumor ROI” 

“If Relative border of Other tissue 1 object  
to Tumor object  ≥ 0.6

 

 ; 
 Reclassify Other tissue object in Tumor ROI” 

“If Relative border of Mucosa object  
to Tumor object  ≥ 0.3

 

 ; 
 Reclassify Mucosa object in Tumor ROI” 

“If Relative border of Mucosa object  
to Lymphoide follicle object  ≥ 0.4

 

 ; 
 Reclassify Mucosa object in Lymphoide follicle ROI” 

“If Lymphoide follicle area ≤ 10,000; 
 Reclassify lymphoide follicle object in Mucosa ROI” 

“If Mucosa area ≤ 10,000; 
 Reclassify Mucosa object in Other tissue 2 ROI” 



Coded available 

action set 

Block Action Goal (linked with 

whole colon slide analysis) 

List of available coded 

actions (for each block 

action) 

Available function Function-associated parameters 
Total number of 

possible rulesets 

General Setting Set the workflow parameter for 

digital image analysis 

Unique fixed solution depend on image acquisition 

parameters 

- Magnification 

- Pixel Size 

- Bit Depth 

- Fluorescence channel 

1 

Tissue detection 

 

Complete detection of whole colon 

tissue 

Unique tissue detection * Automatic detection 

 

 

- Tissue minimal  size  

- Fluorescence Brightness 

- Fluorescence Homogeneity  

≈6.3 x 107 

* Manual detection NA NA 

ROI classification 

Distinction of the APC Min colon 

ROIs 

 

ROI Obtained size 

- Manual ROI selection ND ND ND 

- Initialization composer * Optimized ROI analysis 

magnification set 

Magnification 
100 

- Training composer * Selection of sample to 

allow training based –
based discrimination of 

ROI and automatic ROI 

classification 

- Segmentation scale 

- Panel of selected sample  

Up to 8 

- Cut a bottleneck 

composer 

- Create a Region 

composer 

- Create Margin 

ND ND ND 

- ROI reclassification * Reclassify one ROI class 

to another ROI class based 

on 3 conditions (= on up 

to 3 parameters) 

15 parameters for each couple of 

ROI : 

- Fluorescence intensity :  mean, 

standard deviation, pixel ratio 

between 2 marker 

- ROI Geometry : circularity , 

compactness, 

border index, density, elliptic fit, 

roundness, shape index 

-Relation between object : Number 

of objects, border to object, relative 

border to an object, area ratio 

between two objects 

≈9.1 x 10415 

 

(for analysis of 3 

ROIs) 

- ROI correction * Select object  

OR/AND 

* Select polygon 

To correct ROI 

NA 1 

Cellular analysis 

Detect cells 

 

Classify cells 

 

Quantify cells 

-Initialize cell analysis 

 

* Optimized cellular 

analysis magnification set 

Magnification 
6 

* Selection of ROI to 

make cellular analysis 

ROI discrimination 
Up to 8 

- Nucleus detection * Detection of nuclei 

based on nuclear marker 

- Fluorescence intensity of nuclear 

marker  

- Typical nuclei size 

18 for a simple 

staining 

or 

336 for a double 

staining 

-Nucleus Morphology 

filter 

-Marker area detection 

-Vessel detection 

- Membranes and cells 

- Spot detection 

- Marker area 

classification 

- Nucleus classification 

- Membrane classification 

- Vessel classification 

ND ND 

- Cell simulation * Detect cells - Choice of simulation mode : 

“inside cytoplasmic stain” or 
“growth from nuclei” 

- Fluorescence intensity of 

membrane marker 

- Cell classification * Classify and quantify 

cells 

- Optimal threshold to distinct 

positive cells to negative cells, for a 

marker 

Export Settings Set parameter to export numeric 

data 

Default export  

 

 

* Export Numeric data per 

object 

*Export data per ROI 

object 

NA 3 

Custom export for cellular 

analysis 

* Export all data 

associated with cellular 

analysis 

50 parameters based on 

fluorescence, geometry, position… 
of cells 

ND 

Custom export for ROI 

analysis 

* Export all data for ROI 

analysis 

See ROI reclassification parameters 
ND 

Heat Map ND ND ND 



Supplementary Table 1. Overview of available coded actions on Tissue Studio software. Definiens 

Tissue Studio software provides an exhaustive list of pre-coded functions. These functions are associated 

with five principal action family (or sets): “General setting”, to set analysis workflow parameters; “Tissue 
detection”; “ROI classification”, “Cellular Analysis” and “Export settings”. Each set of actions contains 

different possible coded actions. Besides, various function and parameters could be selected to implement 

a coded action. It results in a great number of available possible ruleset combinations. This table 

developed more precisely the actions that we used to develop algorithm to quantify cell on whole APC
Min/+ 

mice colon. Thanks to its user-friendly interface, any user can choose and order these functions to build 

new rulesets, adapted to his/her scientific problematic.  
 

Supplementary methods  

Numbering of possible rulesets available in Tissue Studio Software. To determine the number of 

possible rulesets for each action we calculate the total number of possible combinations. When parameters 

are fixed by image acquisition we considered that there is one unique possibility, as for “General 
Settings”. When action contains only one parameter setting as “ROI Classification _Initialization and 
Training” composer; and “Cellular Analysis_Initialize cell analysis” we simply report the number of 
possible choice in the software.  

For tissue detection, this step is composed of the setting choices.  Each marker has the same independent 

choice of settings. Even if they are used at the same time, we considered that these parameters are 

independent so the number of combination is calculated by equation (1). 

For ROI classification, with the software we can choose to implement up to 11 reclassification rules with a 

specific order, so there are  ∑ 𝑘 !11𝑘=1  possibilities of reclassification conditions, with k is the chosen 

number of reclassification rules. For each of these rules we have to choose 1 to 3 conditions, so there are  ∑ (3𝑖 )3𝑖=1  possibilities of condition choices, with i is the chosen number of the conditions. Finally, for each 

condition we have to choose 1 to 40 parameters, so there are ∑ (40𝑗 )40𝑗=1  possibilities of parameters choices, 

with j is the number of chosen parameters. For these conditional rules we have to choose 2 of 5 ROIs 

defined in the algorithm, so there are (52) of ROIs couple. In conclusion the number of ROI reclassification 

succession rules is calculated by equation (2). 

For cellular analysis, if we are interested only in nuclei and membrane object, there are 2 possibilities to 

detect nuclei and 3 possibilities to detect membrane. Then, to classify cells we can choose (32) condition of 

marker expression or co-expression for a simple staining for example. So the number of Cellular analysis 

rules is calculated by the equation (3). 

 

Supplementary equations 

(1) N marker 1 (Tissue Min Size) x N marker 2 (Fluorescence Brightness) x N marker 3 (Fluorescence Homogeneity) 

= 51 x 255 x 301 ≈ 3.9 x 10
6
 possible rules combinations 

With N: number of possibility for a parameter 

 

(2) ∑ 𝒌 !  × (((𝟓𝟐) × ∑ (𝟑𝒊)𝟑𝒊=𝟏  × ∑ (𝟒𝟎𝒋 )𝟒𝟎𝒋=𝟏 )𝒊)𝒌𝟏𝟏𝒌=𝟏  ≈ 9.1 x 10
415

 possible rules combinations 

 
 

(3) 2 x 3 x (𝟑𝟐) 

= 18 possible rules for cellular analysis of a simple staining 





Figure 33 : Principe de l’algorithme d’analyse d’image développé et validé. La méthode 

développée sur la base de la « Cognition Network Technology » (CNT) va permettre d’analyser une 

section entière de côlon marquée par immunofluorescence. Après l’acquisition de l’image, 
l’algorithme va tout d’abord distinguer chaque compartiment du côlon (ROIs), grâce à une étape de 

« machine learning» lors de la « détection des ROIs ». Il s’agit d’un apprentissage du logiciel pour 

reconnaître ces ROIs à partir d’une sélection de captures d’images de chaque compartiment, que nous 

avons au préalable enregistrées. Pour permettre une distinction précise de ces ROIs une étape de 

reclassification des ROIs et de correction manuelle ont également été implémentées. Cette étape nous 

permet de détecter et localiser la muqueuse (jaune), la tumeur (orange) et les follicules lymphoïdes 

(vert). Ensuite, des étapes de détection cellulaire ont été ajoutées pour permettre de distinguer les 

cellules dans chaque compartiment, en fonction du marquage nucléaire (DAPI) et du marquage 

membranaire basé sur la détection d’une protéine spécifique de chaque type cellulaire, sur l’exemple 

il s’agit du CD45, spécifique des leucocytes. La détection des cellules d’intérêt est ensuite réalisée 

par la distinction des cellules marquées positivement pour la protéine d’intérêt selon un seuil de 

fluorescence déterminé. Ceci va permettre de quantifier les cellules immunitaires précisément et 

automatiquement dans les trois ROIs coliques. DAPI : 4′,6-diamidino-2-phenylindole ; ROIs : Region 

Of Interest ; CD45 : antigène leucocytaire commun 
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I.2- Commentaires  

 

Il s’agit de la première description d’une méthode semi-automatisée permettant d’analyser 

précisément la contexture immunitaire d’une section entière de côlon de souris en distinguant 

ses différentes régions, malgré la complexité induite par le traitement d’un organe dans sa 

totalité. Ce travail permet de mettre à disposition de la communauté internationale un 

algorithme capable de distinguer, de quantifier et de localiser tous types de cellules 

immunitaires marquées par immunofluorescence dans différents compartiments du tissu 

(Figure 33).  

 

La structure de l’algorithme comporte trois étapes clés : (i) la détection globale du tissu qui 

permet à la fois de définir la surface de côlon totale à analyser et d’éliminer des artefacts de 

fluorescence éventuels, qui pourraient être source d’imprécision lors de l’analyse ; (ii) la 

reconnaissance des régions d’intérêt (ROIs) ou « ROI reclassification », qui permet de définir 

les trois compartiments immunitaires coliques importants dans le CCR : la muqueuse saine, les 

follicules lymphoïdes, et la tumeur ; (iii) la détection et la quantification de cellules 

immunitaires spécifiques lors de l’étape de l’analyse cellulaire ou « cellular analysis ». Cette 

succession de règles est basée en partie sur le traitement des signaux de fluorescence d’un 

marquage nucléaire au 4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) et d’au moins un marquage 

membranaire caractéristique de la cellule d’intérêt. Pour permettre l’analyse numérique des 

sections de côlon, il est essentiel que l’immunomarquage délimite parfaitement les cellules, et 

la fluorescence doit être assez intense pour être détectable à un faible grossissement. Pour 

répondre à ces critères, les tissus analysés ont été préalablement inclus en paraffine pour 

préserver leur structure, et nous avons utilisé une méthode d’amplification du signal fluorescent 

(TSA : « Tyramide signal amplification ») lors des immunomarquages (Article 1_Figure S1). 

Concernant la création de l’algorithme, nous avons sélectionné, ordonné et paramétré toutes ses 

fonctions et actions, à partir du catalogue exhaustif du logiciel Tissue Studio® (Definiens, 

Allemagne). Cette structure a ensuite été traduite par le logiciel dans le langage codé développé 

par Definiens : « Cognition Network Language » (Article 1_Figures 2 et S2).  

 

Nous avons réalisé un effort particulier pour permettre la distinction de trois régions 

d’intérêt dans le côlon (Article 1_Figure 3). La première étape assez classique de la « ROI 

classification », appelée « machine learning », se base sur l’apprentissage par le logiciel à 

reconnaître automatiquement les différentes zones du tissu. Il effectue cette action grâce à un 
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échantillon représentatif de chaque structure, que nous avons préalablement sélectionné et 

enregistré. Cette étape a permis de distinguer les structures facilement différenciables : 

muqueuse, follicule lymphoïde, zones non considérées comme région d’intérêt (« autres 

tissus »), et zones sans tissu. En revanche, la distinction entre la tumeur et les follicules 

lymphoïdes ou la muqueuse n’a pas été possible par cette seule technique. Comme décrit dans 

cet article, les motifs de pixels extraits de l’image numérique de la section colique et associés à 

chaque région d’intérêt, qui permettent au logiciel de classer chaque zone de l’image, sont trop 

similaires et entrainent une classification erronée de zones tumorales en muqueuse ou en 

follicule lymphoïde (Article 1_Figure 4). Nous avons donc intégré une étape de reclassification 

des régions d’intérêt, grâce à l’implémentation de règles conditionnelles (exemple : « si la taille 

du Follicule Lymphoïde est inférieure à x µm2 alors il faut le classer en Tumeur »). Ces règles 

sont basées sur trois critères déterminés de façon itérative lors de la mise au point de cet 

algorithme : la forme, la taille des objets primitifs (« primitive objects ») et leur inter-connexion. 

Si nécessaire, pour affiner cette classification, nous avons également ajouté une étape de 

sélection manuelle. Ces trois étapes ont permis la bonne distinction de toutes les régions du 

côlon avec précision et de façon rapide et reproductible (Article 1_Figure 4). 

 

Afin de quantifier les cellules dans les régions d’intérêt, un bloc d’actions d’analyse 

cellulaire a ensuite été implémenté (Article 1_Figure 5). La difficulté rencontrée lors de cette 

étape est de rendre automatique l’analyse cellulaire, c’est-à-dire de déterminer des paramètres 

identiques pour l’étude de types cellulaires distincts (cellules immunitaires, épithéliales, 

stromales…) dans des zones où les densités cellulaires sont différentes. En particulier, les 

follicules sont densément peuplés en cellules immunitaires, rendant le signal du DAPI 

difficilement distinguable et entrainant ainsi une mauvaise délimitation des noyaux par le 

logiciel. Ainsi, nous n’avons pas pu utiliser le processus de simulation cellulaire qui s’effectue 

par la détection du marqueur nucléaire, classiquement utilisé en analyse numérique d’image. 

Nous avons alors implémenté des fonctions qui permettent d’identifier les cellules sur la base 

à la fois des marqueurs nucléaire et membranaire. De plus, pour affiner la délimitation 

cellulaire, en particulier dans les follicules lymphoïdes ou dans certaines zones très 

désorganisées des tumeurs, nous avons désigné le signal membranaire comme le paramètre 

déterminant la délimitation cellulaire. Les valeurs de quantification obtenues ont été validées 

en les comparant avec l’indice numérique associé déterminé sur chaque échantillon colique par 

analyse manuelle (Article 1_Figures 6 et 7), ainsi qu’en les comparant avec les données de la 

littérature (Akeus et al., 2014; Li et al., 2012; Tanner et al., 2016).  
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 L’enchaînement de ces fonctions a permis la caractérisation précise de populations 

immunitaires dans les trois régions d’intérêt du côlon, de façon reproductible. Néanmoins, lors 

du développement de l’algorithme nous avons été confrontés à des erreurs d’analyse (taux 

d’erreur de 1,9% pour un simple marquage et 30% pour un double marquage), soit induites par 

une hétérogénéité de fluorescence inter-lames ou intra-lame, soit par des artefacts de 

fluorescence. Ces causes d’imprécision d’analyse sont toutes liées aux propriétés intrinsèques 

des sections entières de tissu. Comme décrit dans l’article, certaines imprécisions peuvent être 

corrigées par optimisation du protocole de marquage, d’autres le sont par des optimisations de 

l’algorithme. La structure de l’algorithme et les réglages décrits dans ce travail ont été optimisés 

pour traiter les images de tissus en corrigeant automatiquement ces erreurs d’analyse. Nous 

avons ajouté à notre description un guide de correction des erreurs, si nécessaire (Article 

1_Table 1). Ce guide permettra surtout aux nouveaux utilisateurs d’adapter l’algorithme à de 

nouveaux marquages, car il présente toutes les difficultés auxquelles nous avons été confrontés 

lors du développement de la méthode ainsi que les solutions appropriées que nous avons 

validées. Notre approche étant dépendante des signaux de fluorescence du marquage, elle a en 

effet l’inconvénient de devoir être ré-optimisée à chaque nouvel immunomarquage. 

Néanmoins, l’utilisation du guide que nous mettons à disposition rend cette optimisation rapide 

et simple.  

 

Nous avons validé cette méthode sur plusieurs sections de côlon, marquées par des 

anticorps et des fluorochromes différents. La simplicité d’utilisation de la méthode, grâce à 

l’interface du logiciel, permet son application sans expertise en bio-informatique ou 

programmation, contrairement à l’imagerie par spectrométrie de masse. Son automatisation 

rend possible une analyse rapide et sans induction de biais par l’observateur, comparativement 

à la quantification manuelle sur lame traitées par IHC classique et quantification manuelle. 

Ainsi nous avons montré la possibilité d’analyser un tissu entier (0,12 à 4,73 mm2 ont été 

analysés pour les sections de côlon) en peu de temps (24 heures pour 35 lames dans notre étude, 

de la détection du tissu à l’obtention des valeurs numériques) avec un nombre significatif de 

cellules (103 à 105 en fonction du compartiment observé). Ceci montre la puissance de notre 

méthode par rapport à la lecture et la quantification manuelle. Cette particularité rend notre 

approche complémentaire de l’analyse en cytométrie de flux, car elle traite un nombre 

comparable de cellules sans nécessité de protocole d’extraction complexe et en les localisant 
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précisément dans le tissu. L’atout majeur de notre méthode est la possibilité d’étudier des 

compartiments de petite taille, comme les follicules lymphoïdes ou les lésions néoplasiques. 

 

En conclusion, nous mettons à disposition une nouvelle méthode robuste et 

reproductible pour caractériser avec précision la contexture immunitaire du côlon murin. Son 

originalité par rapport à des approches similaires utilisées chez l’homme (Galon et al., 2016; 

Mlecnik et al., 2016; Pagès et al., 2018) ou la souris (Blom et al., 2017; Kozlowski et al., 2013) 

est une quantification cellulaire sur une section d’organe entier, en distinguant les différentes 

régions associées. Cet outil nous a permis d’envisager une analyse fine des interactions entre 

les souches E. coli-colibactine positives et les cellules immunitaires dans le contexte du CCR. 

Les résultats associés sont décrits dans l’article 2 qui suit. 

Cette nouvelle méthode sera aussi utilisable à une plus large échelle, car elle est 

adaptable à toute structure similaire au côlon, telle que l’intestin entier. Ceci met à disposition 

de nouvelles possibilités pour étudier les interactions du système immunitaire avec d’autres 

acteurs (bactériens, cellules épithéliales…) et ainsi mieux comprendre les mécanismes des 

pathologies digestives, mais aussi ceux régissant la réponse aux traitements et l’axe cerveau-

intestin. 
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II- Infection chronique par les souches d’Escherichia coli 

colibactine-positives : Impacts sur le micro-environnement 

immunitaire colique dans le contexte du cancer colorectal 
 

II.1- Contexte de l’étude 

 

Il est de plus en plus évident que le microbiote joue un rôle important dans la carcinogenèse 

colique. En effet, il a été montré une dysbiose chez les patients CCR (Amitay et al., 2018; Park 

et al., 2018; Villéger et al., 2018). Le transfert de ce microbiote dysbiotique de patients à des 

modèles murins axéniques prédisposés au CCR accélère le développement tumoral, renforçant 

ainsi le rôle du microbiote dans le CCR (Wong et al., 2017). Parmi les espèces bactériennes 

impliquées, Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis et Escherichia coli sont 

particulièrement étudiées. De nombreux travaux montrent l’implication du micro-

environnement immunitaire colique et notamment de la population lymphocytaire T dans la 

tumorigenèse induite par les dysbioses associées au CCR. En effet, l’effet pro-carcinogène du 

microbiote dysbiotique de patients CCR chez les modèles murins  axéniques prédisposés au 

CCR est associé à une amplification de l’inflammation et à une modulation des lymphocytes T 

(LT) coliques (Wong et al., 2017). Il a également été montré que le microbiote colique pouvait 

moduler le recrutement des LT (Th1, Treg, Th17) dans des tumeurs primaires de patients CCR 

greffées à des souris (Cremonesi et al., 2018). De plus, d’autres pathogènes associés au CCR, 

tels que Fusobacterium nucleatum et Bacteroides fragilis, ont la capacité de diminuer 

spécifiquement la réponse anti-tumorale LT et d’augmenter la réponse pro-tumorale ainsi que 

l’inflammation dans des modèles murins de CCR (Kostic et al., 2013; Thiele Orberg et al., 

2017a; Wu et al., 2009). L’association entre F. nucleatum et la diminution des LT dans la 

tumeur a également été montrée chez l’homme (Mima et al., 2015). 

  

Concernant les souches d’E. coli associées au CCR, et en particulier les E. coli colibactine-

positives, il a été montré que celles-ci pouvaient moduler le micro-environnement via 

notamment l’induction de la sénescence cellulaire qui provoque la libération de facteurs de 

croissance et ainsi stimule la prolifération anarchique des cellules environnantes, suggérant un 

effet pro-tumoral à distance de la colibactine (Cougnoux et al., 2014; Dalmasso et al., 2014). Il 

a également été montré un lien intéressant entre ces souches et l’inflammation associée au CCR. 

Il a été montré, dans des modèles murins de CCR associés aux colites infectés par ces bactéries, 
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que l’inflammation et les défenses immunitaires sont essentielles pour le pouvoir carcinogène 

de cette souche (Arthur et al., 2014). Cependant l’activation des processus pro-inflammatoires 

de l’hôte avec notamment une augmentation des cytokines IL-6, TNF-α, IFN-, IL-1β, IL-22 et 

IL-17, semble indépendante de la colibactine (Arthur et al., 2012, 2014; Tomkovich et al., 

2017). Des études in vitro ont aussi démontré qu’elles pouvaient induire dans les macrophages 

l’expression du gène codant pour l’enzyme pro-inflammatoire COX-2, indépendamment de la 

présence de l’îlot pks (Raisch et al., 2015). 

 

Même si les études publiées jusqu’à maintenant montrent une association entre les E. coli 

colibactine-positives et CCR, elles restent parcellaires et nécessitent d’être approfondies 

notamment sur des modèles de CCR non associés aux colites. L’étude de la modulation de la 

réponse lymphocytaire T anti-tumorale et/ou du recrutement de neutrophiles pro-

inflammatoires apparaît pertinente au vu de l’importance de ces cellules dans le CCR (Fletcher 

et al., 2018; Galon et al., 2012; Kim et al., 2017; Pagès et al., 2018; Pine et al., 2015; Powell 

and Huttenlocher, 2016; Tosolini et al., 2011). 

 Le but de ce travail est donc d’étudier l’effet de la souche E. coli colibactine-positive 

11G5, isolée d’un patient atteint de CCR, sur le micro-environnement immunitaire colique, 

dans le modèle murin de prédisposition génétique au CCR APCMin/+. Nous avons caractérisé 

l’implication de la colibactine dans cet effet en étudiant en parallèle de la souche 11G5, son 

mutant colibactine-négatif 11G5ClbQ. Nous nous sommes intéressés à la tumorigenèse, à 

l’inflammation colique et à la modulation de la quantité des neutrophiles pro-inflammatoires 

ainsi que des lymphocytes T impliqués dans la réponse anti-tumorale (LT totaux CD3+, LT 

CD8+ et LT CD4+). L’étude de ces populations cellulaires a été réalisée simultanément sur trois 

compartiments coliques d’intérêts : la muqueuse, les tumeurs et les follicules lymphoïdes, en 

utilisant notamment l’outil de quantification de marquages par immunofluorescence décrits 

dans l’article 1. Nous avons également étudié la réponse LT, après infection chronique par la 

souche 11G5, au sein des ganglions mésentériques où se fait l’activation des réponses 

lymphocytaires contre les antigènes intestinaux. Les résultats concernant les modulations 

quantitatives des populations lymphocytaires T ont ensuite été confirmés sur la collection de 

prélèvements de patients atteints de CCR opérés dans le service de chirurgie digestive du CHU 

de Clermont-Ferrand. Etant données les modulations mises en évidence, nous avons également 

étudié l’effet de l’infection par la souche E. coli colibactine-positive 11G5 sur l’efficacité d’une 

immunothérapie anti-PD-1 sur un modèle de tumeurs sous-cutanées syngéniques d’origine 

colique (MC-38).  
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ABSTRACT 

Background & Aims Increasing evidence links the immune microenvironment, microbiota 

and colorectal cancer (CRC). Colibactin-producing E. coli are more frequently detected in 

CRC patient mucosa and exhibit procarcinogenic properties in CRC murine models. The aim 

of this work was to evaluate the impact of chronical infection by colibactin-producing E. coli 

on immune cells in APC
min/+ 

mice colon and in human CRC tumors.  

Methods APC
min/+ 

mice were per os inoculated with a colibactin-producing E. coli strain 

(11G5), a non-producing colibactin E.coli mutant (11G5ClbQ), a non-pathogenic E. coli (K-

12) or PBS. Induction of oxidative stress and inflammation during infection was evaluated by 

using optical in vivo imaging. After 7 weeks, the number and the volume of polyps were 

evaluated. Immunofluorescent staining of immune cells (neutrophils and T cell populations) 

was performed to quantify positive cells in three colon areas: mucosa, lymphoid follicle and 

tumor. In parallel, quantification of immune cells (lymphoid populations) was performed in 

mesenteric lymph nodes (MLNs) by flow cytometry. T cells immunostainings were also 

performed on human CRC known for their colibactin-producing E. coli status. Anti-PD-1 

immunotherapy efficacy was determined in MC38 tumor bearing-WT mice infected with 

11G5.  

Results We confirmed the induction of tumoral growth in a colibactin-dependent manner. 

Using optical imaging, we detected a significant increase of oxidative stress and inflammation 

in the gut thirty days  after 11G5 infection. We observed a significant increase of lymphoid 

follicle size in the gut of mice infected with the 11G5 strain together withan increase of 

neutrophils in the mucosa and lymphoid follicles of 11G5 infected mice. Moreover we 

observed a decrease of CD3
+
 and CD8

+
 T cells in the mucosa of the 11G5 group. In the same 

way, CD3
+ 

T
 
cells were decreased in the tumor margin of human CRC samples which were 

colonized by colibactin-producing E.coli. In addition, we noticed a significant decrease of 

CD4
+
 CD25

+
 and CD8

+ 
CD25

+
 anti-inflammatory T cells in mesenteric lymph nodes of 11G5 

infected APC
min/+

 mice, negatively correlated with gut bacterial colonization. Finally, we 

showed that colibactin-producing E.coli infection induces a resistance of the MC38 tumors to 

anti-mouse PD-1 immunotherapy.  

Conclusions We report that chronic infection by colibactin-producing E. coli created a 

specific inflammatory environment in the colon which could be associated with colibactin-

carcinogenic effect and tumoral resistance to immunotherapy. Colibactin-producing E.coli 

could be a new biomarker to predict anti-PD-1 response in CRC patients. 
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INTRODUCTION 

Colorectal cancer (CRC) is the third most common malignancy and is the fourth leading cause 

of cancer-related deaths in men and the third leading cause among women worldwide
1
. Host 

factors associated with environmental and nutritional factors play an important role in the 

colorectal carcinogenesis. In the recent two decades, growing attention has been given to the 

role of intestinal microbiota dysbiosis in CRC-carcinogenesis
2,3

. Studies showed a reduction 

of tumorigenesis in the intestines of animals raised in a germ-free environment, in both 

genetically induced or colitis-associated CRC mouse models
4–6

. Moreover, colorectal cancer 

patients often exhibit a distinct microbiota composition compared to healthy population
2,7,8

. 

Mechanisms by which intestinal microbiota dysbiosis has been shown to promote colorectal 

carcinogenesis are not yet elucidated. Association of exposure to antibiotics in early life with 

colorectal adenoma risk development at the age of 60, suggests the impact of microbiota 

dysbiosis at the first steps of the carcinogenesis
9
. Recently Wong et al. showed that gavage 

with stools from colorectal cancer patients promote intestinal carcinogenesis in germ-free and 

azoxymethane-(AOM)-carcinogen mice models
10

. Despite the large number of studies, CRC 

associated dysbiosis is only partly defined. However, some bacterial strains, such as 

Bacteroides fragilis, Fusobacterium nucleatum and Escherichia coli, play a well-established 

role in CRC development
11–15

. 

Even if E. coli is a commensal bacterium, several strains have acquired some virulence factors 

including genotoxins, such as colibactin
16–18

. The colibactin toxin, a hybride polyketide non-

ribosomal peptide is encoded by the polyketide synthase (pks) pathogenicity island
19

. This 

colibactin-pks-island was preferentially detected in CRC samples in comparison to non-

neoplasic control
7,20–23

. Pks-island gene (clbB gene) was highly enriched in familial 

adenomatous polyposis (FAP) patients’ colonic mucosa compared to healthy individuals12
. In 

the same way, Nakatsu et al. detected pks-positive bacteria in adenoma suggesting the 
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presence of these bacteria during early stages of carcinogenesis
7
. Colibactin is a genotoxin 

which induces DNA double-strand breaks in epithelial cells, leading to genomic instability 

which could be involved in colorectal carcinogenesis
16,17,24

. Moreover, it was demonstrated in 

vitro that CRC-associated E. coli induce oxidative stress in epithelial cells which could also 

lead to genomic instability
25,26

. In addition to this genotoxic effect, other pro-carcinogenic 

properties of colibactin-producing E. coli have been reported in several mice models. Indeed, 

these bacteria could induce cellular senescence accompanied by the production of growth 

factors, such as the hepatocyte growth factor, leading to an increase of tumor growth in 

chemically-induced colitis-associated CRC (CAC) models
11

. In addition, experiments using 

other CAC mice models (IL-10
-/-

/AOM) showed that colibactin-producing E. coli were able to 

highly persist in the gut, and to induce epithelial damages and cell proliferation
27

. In this 

study, the bacterial cancer-promoting activity was dependent on inflammation. However, even 

if inflammation seems to play a crucial role, the histological score of tumoral inflammation 

was generally unchanged in infected-animals as described in Apc
Min/+

/IL-10
-/-  

or Apc
Min/+

 by 

Tomkovich et al. and Bonnet et al. respectively
4,13

. In conclusion, the mechanisms by which 

CRC-associated E.coli promote colorectal carcinogenesis are diverse and some-what specific 

to the animal models and the microbial status of the animals (germ-free or SPF). However, 

modulation of immune response and inflammation seems to play a central role in these 

mechanisms. 

The aim of this work was to evaluate the impact of chronic infection by colibactin-producing 

E. coli in the APC
Min/+ 

mice colon focusing on inflammation and immune cells. Apc
Min/+

 mice 

(Apc: Adenomatous polyposis coli; Min: Multiple Intestinal Neoplasia) is one of the best-

known CRC models, with a germinal mutation in one Apc gene allele. Alterations in the Apc 

tumor suppressor gene occur very early in the transformation process and are found in a 

majority of sporadic colorectal tumors. Then, we choose to continue our investigations in this 
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animal model, more representative of the majority of sporadic CRC than CAC models since 

colitis-associated CRC represent less than 1% of all cases. First, we confirmed the 

procarcinogenic effect of colibactin in this model comparing a CRC-colibactin-positive E.coli 

strain (11G5) to its mutant (11G5ClbQ) which is unable to produce colibactin. We 

monitored the in vivo production of inflammation and oxidative stress by optical imaging. In 

addition, the pro-inflammatory enzyme myeloperoxidase (MPO) and neutrophils modulation 

were investigated in colon tissue after chronic infection. Because T-cell modulation seems to 

be central for CRC carcinogenesis and anti-tumoral immune response
28

,we set out to evaluate 

the T cell infiltration in the whole colon of Apc
Min/+

 mice in the presence or absence of 

colibactin-positive-E.coli. We completed our analyses on 11G5-infected APC
Min/+ 

mice, by 

flow cytometry studying T-cells from the mesenteric lymph nodes (MLNs) which are an 

important site for T cell activation for the colon
29

.In parallel, we evaluated the T-cell 

populations in a collection of human CRC samples previously characterized for their pks 

island status.  Finally, since the colibactin-positive E.coli had a strong effect on T cell 

numbering, we evaluated the impact of the chronic infection on anti-tumoral response 

mediated by anti-PD-1 immunotherapy treatment using the MC38 syngenic CRC tumor 

model.  

 

RESULTS 

The CRC-associated E. coli 11G5 stimulates colon tumor development in Min mice in a 

colibactin-dependent manner 

To define the pro-carcinogenic properties of colibactin-producing E.coli, we used APC
Min/+ 

mice chronically infected by the colon cancer-associated E. coli 11G5 as previously 

described
13

. In parallel, we evaluated the effect of the infection by non-producing colibactin 
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E.coli 11G5ClbQ or the commensal-E.coli K12. Significant increases in the number and size 

of tumors were observed in the 11G5-colonized Min mice in comparison to non-infected 

animals (PBS) or 11G5ClbQ or K12-E.coli-infected animals [Figures 1A and 1B]. Polyps 

were distributed from proximal to distal colon without specific localization [Supplementary 

Figure 1]. Histological analysis indicated that all polyps were adenocarcinomas (data not 

shown). Determination of bacterial colonization in the stools of mice from 2 to 50 days post-

infection (p.i.), showed that 11G5 and 11G5ClbQ-infected mice were chronically infected 

with similar levels of colonization. In contrast, significantly reduced bacterial levels were 

detected in stools of mice infected with E. coli K-12 [Figure 1C]. Moreover, high levels of 

11G5 or 11G5ClbQ strains in the colonic and ileal tissues of infected-mice have been 

confirmed at 50 days p.i., as well as the total clearance of the K12 E. coli strain [Figure 1D]. 

Localisation of 11G5 strain along the digestive tract was assessed by optical imaging using 

bioluminescent technology. Figure 1E showed that 24 hours p.i., the 11G5 strains was 

preferentially localized on the caecum and the proximal colonic area. Induction of 

inflammation was monitored 3, 14 and 49 days p.i. by optical imaging using XenoLight 

Rediject Inflammation probe. For all the mice, inflammation was localized preferentially in 

the abdomen area [Figure 1F]. Quantitation of the BLI signals showed a significant increase 

of inflammation only for 11G5-infected animals at a late step of the infection [Figure 1G]. To 

complete these data, the level of pro-inflammatory enzyme (MPO) and anti-inflammatory 

cytokines (TGF-β and IL-10) were investigated [Supplementary Figure 2]. A weak but 

significant increase of the MPO was detected in both stools and colonic tissues of 11G5-

infected mice [Supplementary Figure 2]. In parallel, a decrease of the two anti-inflammatory 

cytokines IL-10 and TGF-β was observed [Supplementary Figure 2]. In conclusion, these data 

suggest that 11G5 strains promotes tumor development in a colibactin-dependent manner with 

an increase of gut inflammation. To continue our investigations, we selected the 11G5ClbQ 
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E.coli strain as colibactin-non-producing strain because of its potential to chronically infect 

the APC
Min/+ 

mice gut, compared to the K12 strain which was eliminated from the tractus. 

 

The colon cancer-associated E. coli 11G5 strain induces an increase of lymphoid follicle 

numbers and a decrease of mucosal leucocytes in Min mice colon. 

To evaluate the effect of 11G5 chronic infection on leucocytes population, single 

immunofluorescence staining for CD45 leucocyte specific protein was performed and 

quantified on colonic sections from infected Min mice and control mice (non-infected and 

11G5ClbQ-infected). The analyses were performed on three colonic areas: lymphoid 

follicles, mucosa and tumors. Representative images were shown for these 3 areas in Figure 

2A, Figure 2F, and Supplementary Figure 3A respectively. Lymphoid follicle numbers and 

total size per colon were significantly increased in 11G5-infected animals in comparison to 

both control groups [Figures 2B and 2C]. Interestingly, the lymphoid follicle size significantly 

correlated with tumoral development only in the 11G5-infected group (p=0.02) [Figure 2D]. 

In this colonic lymphoid follicles, density of leucocytes was determined as the number of 

CD45+ cells per unit of tissue surface area assessed by digital image analysis. No difference 

was observed between the different groups of animals regarding the leucocytes density in 

lymphoid follicles [Figure 2E]. In contrast, a decrease of the CD45-positive cells density was 

observed in the 11G5 infected mucosa [Figure 2F], and this decrease was noticed all along the 

colon. This observation was confirmed by the quantitation of the CD45 signal in the total 

colon rolls of each animals in the 3 groups [Figure 2G]. In addition, a decrease of CD45-

positive cells density was also observed on the tumor areas of the 11G5-infected group 

[Supplementary Figure 3B].  
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The colon cancer-associated E. coli 11G5 strain induces an imbalance of immune cells 

population in mucosa of Min mice colon. 

Firstly, to assess neutrophil percentage in lymphoid follicle, colonic mucosa and tumors on 

11G5-infected Min mice and control colonic sections (non-infected and 11G5ClbQ-

infected), a staining for Ly6G neutrophil specific surface protein was performed on colon 

section at 50 days p.i.. Results were reported as the percentage of neutrophils, determined as 

the ratio of Ly6G+ cell density measured by digital image analysis to CD45+ leucocytes 

density. Representative images were shown for lymphoid follicles [Figure 3A], mucosa 

[Figure 3C] and tumors [Figure 3E] for the 3 groups of mice. In these three areas, neutrophils 

represented around 1% of leucocytes population. No difference of neutrophils percentages 

were showed in lymphoid follicles or in tumors between the 11G5-infected animal group and 

the control groups. In the mucosa, a significant increase of neutrophils percentage was 

observed in the 11G5-infected mice [Figure 3D].  

Secondly, T cell populations were investigated by analyzing the total T cells population by 

CD3 staining and CD8 or CD4 subpopulations by double staining at 50 days p.i., in lymphoid 

follicle, colonic mucosa and tumors on infected and control Min mice colonic sections (no-

infected and 11G5ClbQ-infected). Representative CD3 staining of lymphoid follicles, 

mucosa and tumors were shown on Figures 4A, 4C and 4E respectively. No variation of CD3
+
 

T cells density was observed on lymphoid follicles of the three groups of animals. A 

significant decrease of CD3
+
 T cells density was observed all along the mucosa of 11G5-

infected animals in comparison to the control groups animals [Figure 4D]. In the same way, a 

significant decrease of CD3
+
 cells was observed in the tumors [Figure 4F]. As shown in 

Figure 4E, intra-tumoral repartition of CD3
+ 

cells was heterogeneous and the decrease was 

particularly observed in the margin of the polyps (see arrows on Figure 4E.). Focusing on 

CD4 and CD8 T cell subpopulations, we demonstrated a variation in the CD8
+
 population 
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after 11G5 chronical infection. Figure 4G and Supplementary Figure 4 reported the results of 

the double CD8/CD3 staining. A significant decrease of CD8
+
 population was observed all 

along the mucosa of 11G5-infected mice while no variation was measured on lymphoid 

follicles and tumors [Figure 4G]. Representative images of CD4/CD3 double staining in 

lymphoid follicles, mucosa and tumors were reported in Supplementary Figure 5. No 

difference was observed for CD4 population regardless the animal groups or the studied 

colonic areas [Supplementary Figure 5].     

 

The colon cancer-associated E. coli 11G5 strain induces a decrease of CD4
+
CD25

+
 and 

CD8
+
CD25

+
 T cell populations in mesenteric lymph nodes (MLNs) of Min mice. 

We then studied the effect of chronic infection of the gut by colibactin-producing E.coli in 

MLNs. Interestingly, we detected the 11G5 strain in MLNs of 6/8 animals (75%) and the 

11G5ClbQ strain in only 1/7 animals (14%) [Figure 5A]. The 11G5 strain translocation was 

only observed in APC
Min/+ 

mice. Indeed, no translocation was detected on WT mice (data not 

shown). CD3
+
, CD3

+
CD4

+
, CD3

+
CD8

+
, CD4

+
CD25

+
, CD4

+
FoxP3

+
 and CD8

+
CD25

+
 

populations were investigated in MLNs by flow cytometry. No significant variation was 

observed between the three groups for total cells viability [Supplementary Figure S6], CD3
+
, 

CD3
+
CD4

+
 and CD3

+
CD8

+
 populations [Figures 5B and 5C]. Significant decreases of the  

CD4
+
CD25

+
 and CD8

+
CD25

+
 were observed in the 11G5-infected animals only [Figures 5D 

and 5F]. Interestingly, these decreases were correlated with the level of bacteria translocation 

in the MLNs [Figures 5D and 5F]. In addition, a negative correlation was observed between 

CD4
+
FoxP3

+
 Treg cells and the 11G5-bacterial translocation level in MLNs [Supplementary 

Figure S6].  
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pks-positive-E. coli colonization is associated with a decrease of tumor infiltrating-

lymphocytes T cells (TILs) at the invasive margin of human CRC samples.  

CD3 and CD8 stainings were performed on 40 CRC tumors samples at the 

immunomonitoring Platform of the Hôpital Européen Georges Pompidou (Paris). The 

densities of CD3+ and CD8+ T cells in colon tumor and invasive margin regions were 

determined and correlated with the E. coli colonization and the presence of pks-positive 

bacteria. No significant correlation was observed between colonization of the tissue by E.coli 

and CD3+ or CD8+ cell populations (data not shown). Figure 6 showed a significant decrease 

of CD3+ cells in pks-positive tumors only in the invasive margin. Regarding CD8 staining, a 

weaker decrease than for CD3 staining was observed in the invasive margin of the pks-

positive tumors (p=0.08) [Supplementary Figure S7].  

 

Infection with the colon cancer-associated E. coli 11G5 strain induces a resistance to the 

anti-mouse PD-1 immunotherapy. 

Because chronic infection of the gut with 11G5 strains induces a decrease of anti-tumoral 

immunity, we investigated the impact of this infection on the anti-mouse PD-1 therapy 

efficacy. For this purpose, we chose the MC38 murine tumors grafts on C57Bl6 mice as 

animal model. Animals were firstly orally infected with the 11G5 strain and 9 days post-

infection MC38 cells were subcutaneously inoculated. Then MC38 tumors-bearing mice were 

injected with anti-PD-1 treatment or the isotype antibody control at 8, 11, 14, 18, 20 and 22 

days after MC38-cells inoculation. Figures 7 A and B showed that anti-PD-1 treatment did not 

impact the bacterial colonization of the gut. In Figure 7C, we observed a significant response 

of MC38 tumors to anti-PD-1 treatment. Indeed, tumoral growth rate was significantly 

slowed, demonstrating the anti-tumoral efficacy of the anti-PD-1 treatment in our 
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experimental conditions. In contrast, no anti-tumoral effect was observed in animals infected 

with the 11G5 strains and subjected to the same treatment [Figure 7D]. 

 

DISCUSSION 

Cancer-inducing properties of colibactin-producing E.coli strains have been 

demonstrated
4,11,12,20,27

. Colibactin mechanism of action is still hypothetical as the toxin has 

never been purified. It has been reported that genes present in the pks island encoding for 

colibactin synthesis are significantly induced during development of CRC
30

. A number of 

publications have described the cancer-inducing properties of colibactin-producing E.coli 

using different animal models mostly mimicking CAC forms
4,11,20

. We previously described a 

pro-carcinogenic activity of colibactin-producing E.coli in APC
Min/+ 

Mice model which is 

representative of CIN (Chromosomal INstability) form of CRC
13

. Here using a mutant unable 

to produce colibactin, we confirmed that this impact on carcinogenesis is dependent of this 

genotoxin. Indeed, even if the colibactin-producing-11G5 strain and its isogenic mutant 

11G5ClbQ exhibited the same elevated level of colonization in the gastrointestinal tract, 

polyps number and tumoral volume were significantly increased only in the colon of 11G5-

infected mice. Moreover, we observed after 24 hours of inoculation, that the colibactin-

producing E.coli strain was preferentially detected in the caecum and proximal areas of the 

colon. This result suggests that bacteria persist in these areas during the chronic infection 

while the pro-carcinogenic properties impacted all the colon of infected Min mice. In the first 

publication describing in vitro colibactin effect, it was suggested that direct contact between 

bacteria and target cells was required to induce double strand DNA breaks and genomic 

instability
17

. However, other studies already described a bystander effect of the colibactin-

producing E.coli, in which a cellular senescence is induced in infected cells and is 
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characterized by the production of growth factors that could promote the proliferation of 

uninfected cells and, subsequently, tumor growth
11,31

. Our data confirmed that pro-

carcinogenic effects of the colibactin-producing E.coli are not restricted to their persistence 

site. Moreover, focusing on immune cells, we showed here the impact of chronic infection by 

the colibactin-producing E.coli on the immune microenvironment. 

 

Our work suggest that the exposure of the gut mucosa to colibactin-producing E.coli during 7 

weeks results in a pro-tumoral colonic microenvironment signature with an increase of 

inflammation and a decrease of some anti-tumoral cells. In vivo, we observed an increase of 

intestinal inflammation in the digestive tract of Min mice which increased levels of pro-

inflammatory enzyme MPO, lymphoid follicles number and size, and neutrophils percentage 

in the colonic mucosa. All these modulations were statistically significant but correspond to a 

weak induction. Histological analyses and leucocytes quantitation did not reveal massive 

infiltrate after infection in the tumors. As other tumorigenic pathogens, colibactin-producing 

E. coli could subvert host immunity and establish persistent infections associated with low 

grade but chronic inflammation. Inflammation observed by in vivo optical imaging at the late 

stage of infection was probably a consequence of the accelerated tumoral development 

induced by the infection. In the same way, previous works performed on CAC models showed 

that inflammation is essential for carcinogenic properties of colibactin-producing E.coli, while 

no significant increase in inflammatory score was observed in the colon of E coli-infected 

mice
4,27

. Our data suggest that, through recruitment of neutrophils in the mucosa, colibactin-

producing E.coli could generate a proinflammatory microenvironment confirmed by the MPO 

increase in both the proximal colonic area and the stools. Because the increase of neutrophils 

number is weak, direct effects of colibactin-producing E.coli on epithelial cells could be also 

involved in this inflammation via their properties to induce oxidative stress, DNA damage and 
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senescence
11,16,17,25,32

. It was previously demonstrated that accumulation of damaged DNA 

and cell senescence can also give rise to tumor promoting chronic inflammation
33,34

. Of note, 

we measured a decrease of anti-inflammatory cytokines in the proximal colon mucosa after 

infection which could amplify the inflammation in the colibactin-producing E.coli infected-

mucosa. Because Raisch et al. previously demonstrated that induction of COX2 and 

inflammation in colibactin-producing E.coli –infected macrophages is not linked to colibactin, 

macrophages were not investigated on the present study
36

. Together with neutrophil and 

inflammation increases on colon of APC
Min/+

 mice infected with colibactin-producing E.coli, 

we observed a significant decrease of T cells density in a colibactin dependent manner. We 

focused our investigations on T cells population because they have a known anti-tumoral 

effect and seem to play a central role on CRC development as suggested by efficacy of anti 

CTL-A4 and anti-PD1 antibodies targeting T cells in human cancer therapy
35

. Here we 

showed a decrease of CD3
+
 T cells in both colonic mucosa and tumor, and of CD8

+
 T cells in 

the mucosa, while CD4
+
 T cells were not modified in tumor and colonic mucosa of infected-

APC
Min/+

 mice. We confirmed the decrease of CD3
+
 and CD8

+
 T cell populations in the 

invasive margin of pks positive human CRC tumors. These findings support an alteration of 

the immunosurveillance following colibactin-producing E. coli chronic infection. Indeed, 

CD8
+
 T cells were widely described to be key effectors capable of recognizing and destroying 

the tumoral cells via their cytotoxic functions
37–40

. Even if the functions of T cells were not 

investigated in our study, the MC38-tumors resistance to the anti-PD-1 therapy in 11G5-

infected mice was in favor of the depletion of tumor-reactive T cell fraction. Indeed, the anti-

PD-1 is supposed to counter-balance T cell exhaustion and restore their anti-tumoral effector 

properties, thus its inefficiency in 11G5-infected mice associated to the decrease of T cell 

density strongly suggest that tumour-specific T cells are decreased in these mice
41

. In 

addition, the decrease of the CD4
+
CD25

+
 and CD8

+
CD25

+
 Treg in the MLNs after infection 
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and translocation of the 11G5-E. coli was consistent with the alteration of the anti-tumoral 

immunity in the colon. Indeed, it was described that adoptive transfer of CD4
+
CD25

+
 Treg 

can induce tumor regression in the APC
Min/+

 mice
42

. In conclusion, we identified a pro-

tumoral signature of the immune cells after colibactin-producing E. coli chronic infection 

which could participate in the cancer-promoting activity of the colibactin. In our results, 

modulation of immune cells identified on the non-neoplastic colonic mucosa and induced by 

colibactin-producing E. coli chronic infection, could reflect early events of the carcinogenesis. 

Several recent studies showed that the CD4
+
, CD8

+
  infiltration patterns are progressively 

altered in the normal adenoma-carcinoma sequence, and also in adenomas, suggesting that 

immunosurveillance and immunoediting occur in very early stages of CRC development in 

response to tumorigenic alterations
43–45

. Moreover, colibactin-producing E. coli have already 

been identified in human at adenoma stage, suggesting that the modulation of the micro-

environment in our study could be an early event of the carcinogenesis
7,12

.  

 

 

In addition to their pro-carcinogenic effect, presence of colibactin-producing E.coli could 

affect the efficacy of anti-tumoral treatments. Because we observed an impact of the infection 

on immune cells and particularly on T cells, we tested the effect of anti-PD-1 immunotherapy. 

To monitor easily the tumoral growth, we chose to test the immunotherapy on the MC38-

subcutaneaous graft in mice infected orally by colibactin-producing E.coli. Experimental 

therapeutic response of this model was shown to be sensitive to the microbiota environment. 

Indeed it  was used in different studies to evaluate the impact of several micro-organisms on 

the efficacy of anti-PD-1 antibodies
46–50

. With this model, we showed that colibactin-

producing E. coli infection induces a resistance of the MC38 tumors to anti-PD-1 

immunotherapy. It is known that CRCs heavily infiltrated with TILs are associated with good 

prognosis, with infiltration of CD3
+
, CD8

+
, or CD45RO

+
 memory T cells as a strong 
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prognostic factor
28

. Here we showed a significant decrease of CD3
+
 cells in human tumors 

colonized by some pks-positive E. coli suggesting a relation between the presence of this 

bacteria and CRC prognostic. We previously showed a relationship between poor prognostic 

factors for CRC (TNM stage) and colonization of mucosa by colibactin-producing E. coli
13

. In 

addition, it was recently described that E. coli species were more abundant in stools of 

melanoma patients resistant to anti-PD-1 antibody
46

. Our work suggests that colibactin-

producing E. coli could be a new biomarker to predict anti-PD-1 response in CRC patients. 

Large multicenter prospective clinical studies are needed to evaluate the prognostic value of 

the colibactin-producing E. coli for CRC management.  

 

MATERIALS AND METHODS 

Bacteria strains 

The representative CRC-colibactin-producing E. coli strain named 11G5 was isolated 

from the colonic tissue of a patient with colon cancer as previously described and was 

resistant to ampicillin and kanamycin21
. Its isogenic pks-negative mutant (11G5ClbQ) was 

previously described by Cougnoux et al11 and resistant to ampicillin, kanamycin and 

spectinomycin. The commensal rifampicin-resistant E. coli strain K-12 MG1655 (laboratory 

stock) was used as the non-pathogenic control. For in vivo imaging, the bioluminescent 11G5 

strain was obtained by transformation with pAT881 plasmids
51

. 

Animals 

All studies were approved by local ethical committee (No. CE-2912) and the French 

Ethical Animal Use Committee (Apafis#5401 and Apafis#13812). Studies were performed 

using 6- to 7-week-old C57BL/6J-ApcMin/+ (Min mice; The Jackson Laboratory, Bar Harbor, 

Maine, USA) female mice or wild-type (WT) C57BL/6J mice (Charles River Laboratories, 
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L’Abresle, France). All mice were housed in conventional conditions at the animal care 

facility of Université Clermont Auvergne (Clermont-Ferrand, France).  

 

Chronic infection animal model 

Bacterial infection of C57BL/6J-ApcMin/+ female was performed as previously 

described13. To enhance E. coli strain colonization, we administered streptomycin (2.5 g/L) 

for 3 days prior to oral inoculation with bacteria (≈ 1 x 108 bacteria in PBS) or PBS alone 

(non-infected controls). Three E. coli strains were tested: the pks-positive 11G5 strain, its 

isogenic mutant 11G5ClbQ and the K-12 MG1655 commensal strain. We periodically 

quantified faecal bacterial colonization as colony-forming unit per stool as previously 

described52. Fifty days after inoculation, the mice were sacrificed. The colons were removed 

from the caecum to the rectum. Then, the polyps were counted. Tissues were prepared for 

bacterial colonization, immunostaining and molecular biology experiments. Mesenteric lymph 

nodes (MLNs) were harvested and homogenized then bacterial colonization was evaluated by 

selective culture and immune cell were analysed by flow cytometry. According to the 

parameters studied, at least 6 animals per group were tested and the experiments were 

reproduced at least twice.  

For bioluminescence imaging (BLI), the same protocol of chronic infection was performed 

using luminescent 11G5 strain in 10 C57BL/6J-ApcMin/+ mice. Six and 24h post 11G5-

inoculation, bioluminescence imaging was performed using a dedicated high-sensitivity 

peltier-cooled (-90°C) backlit charge-coupled device camera (IVIS Spectrum®, Perkin Elmer, 

Waltham, Massachusetts, USA). All acquisitions were performed under the same exposure 

condition according to BLI imaging, with acquisition setting being setup depending upon 

signal at the time of acquisition. Prior to imaging, animals were anaesthetized with 2-3% 

isofluorane in an induction chamber; then 2% isoflurane in air/O2 was continuously delivered 
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via a nose cone system in the dark box up the imaging system (delivers gas to up to 5 mice). 

After 24 hours, the mice were sacrificed. The colons were removed and imaged using IVIS 

spectrum.  

 

Inflammation monitoring in the APC
Min/+

 mice: 

To monitor inflammation, in non-infected and infected APC
Min/+

 mice for 3, 14 and 49 

days post-infection, we performed an intraperitoneal (i.p.) injection of 150 L of XenoLight 

Rediject Inflammation probe per mouse. Mice were then imaged 10 minutes post i.p. injection 

of the probe (exposure time of 5 minutes). Prior to imaging, animals were anesthetized with 

2%-3% isofluorane in an induction chamber; then, 2% isoflurane in air/O2 was continuously 

delivered via a nose cone system in the dark box of the imaging system. Quantitative analysis 

was performed using Living Image Software (Caliper Life Science, USA) by region of 

interest (ROI) being delineated manually over organs exhibiting probe accumulation. Every 

image series had the same scales, set manually, to facilitate visual comparison of signal 

intensity at each time points. For BLI signal quantification, photon flux was expressed as 

radiance in p/s/cm
2
/sr and normalized with signal background determined on muscle of each 

animal.  

 

Quantification of myeloperoxydase and cytokines in colonic tissue 

Following mouse sacrifice, proximal colonic tissue was immediately frozen in liquid 

nitrogen and stored at -80°C until used. We performed an enzyme-linked immunosorbent 

assay to determine the levels of MPO in all the tissues according to manufacturer’s 

instructions (R&D systems, Minneapolis, MN, USA). Data were standardized to whole 
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protein quantification using DCTM Protein Assay according to manufacturer’s instructions 

(Bio-Rad
®
, Hercules, CA, USA).  

  

Cytokine levels (IL-10, TGF-β) were determined at transcriptional level by qRT-PCR. 

Total RNA from proximal colonic tissue were extracted with the NucleoSpin
®
 RNA/Protein 

kit (Macherey-Nagel®, Düren, Germany) according to the manufacturer’s recommended 

protocol. The integrity and the quality of the extracted total RNA were evaluated by agarose 

gel electrophoresis and spectrophotometer measurements (260 and 280 nm). RNA samples 

were subjected to reverse transcription using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription 

Kit
®
 and non-specific random hexamer primers (Ambion) at 37 °C for 120 minutes, according 

to the manufacturer’s recommended protocol. To amplify and quantify target transcripts, 

reverse transcribed samples (cDNA) were subjected to PCR amplification using 

SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad) in 10 µL containing a final 

concentration of 0.1 µM of each specific primer [Table 1]. The reaction conditions were 

initial cycle at 95 °C for 10 minutes followed by 40 cycles of denaturation at 95 °C for 15 

seconds, annealing and extension for 1 minute at 60 °C. Gene expression values were 

calculated by the ΔΔCt method. Expression levels (RQ) of target genes were normalized to 

the S26 ribosomal protein gene as housekeeping gene. For each gene, expression in 11G5-

infected mice was compared to that of uninfected mice. 

 

Immunofluorescent staining and quantitation of immune cells  

At the end of the experiment the colons were swiss-rolled from the distal to proximal 

end and fixed for 24 h in 10% formalin (Sigma, Tokyo, Japan) at room temperature. Blocks 

were embedded in paraffin and cut into 5 µm sections, then the tissue sections were prepared 

for hematoxylin-eosin-safranin staining or immunofluorescence stainings to analyse colonic 
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immune cells in three regions of interest: mucosa, lymphoid follicle and tumor. 

Immunostainings were performed in four serial sections to target four immune cell 

populations: leucocytes (CD45
+
 staining); neutrophils (Ly6G

+
); CD4 T cell (CD3

+
CD4

+
); 

CD8 T cells (CD3
+
CD8

+
). All antibodies used in this study are described in Table 2. All IF 

stainings were performed using an automated stainer, Discovery XT processors (Roche, Bâle, 

Swiss), and the tyramide signal amplification (TSA)-conjugated fluorochrome method was 

used on whole colon slides. Cells quantification was made on the whole colonic mucosa by a 

specific digital image analysis process
53

. See supplementary material for all full detailed 

protocols. 

 

Mesenteric lymph nodes (MLNs) immune cells analysis by flow cytometry   

 All antibodies used in this study are described in Table 2. MLNs were immediately 

harvested and crushed in ice-cold PBS 2% FCS through nylon-meshed cell strainers. MLNs 

derived cells were washed in PBS and stained with fixable Viability Dye eFluor450 

(eBioscience) according to manufacturer’s instructions. Cell were then washed and incubated 

at 4°C with anti-CD16/CD32 before surface staining of CD3, CD4, CD8, CD25, TCRβ 

immune receptors. For intra-cellular staining of Foxp3 transcription factor, cells were 

preliminary permeabilized with Fixation/Permeabilization reagent according to 

manufacturer’s instructions (eBioscience™ Fixation/Permeabilization Concentrate). Data 

were acquired on a BD LSR II flow cytometer (Becton-Dickinson Bioscience), and analyses 

were performed using FlowJoTM software (TreeStar).  

 

Immune contexture determination on human CRC biopsies 

Immune contexture (CD3 and CD8 densities) were determined on 40 CRC samples 

from the MiPaCor collection samples (DC-2017-2972). Patients underwent surgery for 
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resectable colon cancer in the Digestive and Hepatobiliary Surgery Department of the 

University Hospital of Clermont-Ferrand. All the samples were previously tested for pks 

status on colonic tissues by PCR
25

. We selected 20 pks-negative and 20 pks-positive samples. 

After colonic resection, fresh specimens were transported to the Pathology Department 

laboratory of the University Hospital of Clermont-Ferrand, fixed in buffered 4% 

paraformaldehyde, embedded in paraffin, cut into 5 µm slices. Two tissue paraffin sections of 

4 μm were processed for immunohistochemistry by the reference centre (Immunomonitoring 

Platform, Hôpital Européen Georges Pompidou AP-HP, Inserm, Paris, France) as previously 

described28. Digital images of the stained tissue sections were obtained at 20× magnification 

and 0.45 μm/pixel resolution. The densities of CD3+ and CD8+ T cells in colon tumor and 

invasive margin regions were determined as previously described28. 

Improvement of 11G5 impact on anti-PD-1 mAb efficacy in mice 

The transplantable MC38 CRC cells derived from C57BL/6J mice were kindly 

provided by Dr G.Azar (Sanofi). Cells were maintained as monolayers using culture medium 

consisting of DMEM (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented with 10% FCS 

(Biowest, Nuaillé, France), 1% glutamin, 1% hepes, 1 mM non-essential amino acids, 1 mM 

sodium pyruvate at 37 °C in a humidified incubator containing 5% CO2. Experiments were 

performed in 6-to 8-week old WT C57BL/6J male mice with 8 animals per group. To enhance 

E. coli strain colonization, we administrated streptomycin (2,5 g/L) for 3 days before oral 

inoculation of bacteria (≈ 1 x 109 bacteria) or PBS alone (non-infected controls). Nine days 

after infection, mice were anesthetized by isoflurane inhalation and were inoculated with 

1.10
6
 MC38 cells by dorsal subcutaneous injection at day 0 of the experiment. At 8, 11, 14,  

18, 20 and 22 days after tumor cell injection, non-infected or 11G5-infected mice were 

injected intraperitoneality (i.p) with the PD-1 specific blocking antibody (mu anti–PD-1; 

mIgG1 –a chimeric version of the RPM1–14 rat monoclonal antibody with a mouse IgG1 Fc 
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domain) or an IgG1 isotype control antibody (mIgG1, clone 1B711) (10µg/g of mice). 

Antibodies used were obtained from Sanofi R&D (Vitry-Sur-Seine, France). To evaluate 

potential toxicity, body weight was measured twice a week. To monitor tumoral growth, 

tumor volume in mm
3
 was calculated twice a week from the measurement of two 

perpendicular diameters using a caliper according to the formula LxS
2
/2 where L and S are 

the largest and smallest diameters in mm respectively. The mice were sacrificed at day 30 of 

the experiment. Tumors were removed and weighted.  

 

Statistical analyses  

The bacterial colony count in tissues and fecal samples were compared using the 

Kruskal-Wallis non-parametric analysis. Fisher exact test of x2 analysis was used for 

comparison of the proportion of MLNs positive for bacteria translocation. For all other 

parameters, one-way ANOVA followed by Tukey's post-test or unpaired Student t test were 

used. Correlations were determined by Spearman test. All tests were performed using Graph 

Pad Prism 7 (StataCorp, College Station, TX, USA). p-values ≤ .05 were considered 

statistically significant.  
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Table 

Table 1. List of primers used for qRT-PCR assays 

 

 

  

Name Gene bank accession

IL-10 NM_010548.2 F: GCCAGAGCCACATGCTCCTA

R: GATAAGGCTTGGCAACCCAAGTAA

TGF-β NM_011577 F: GTGTGGAGCAACATGTGGAACTCTA

R: TTGGTTCAGCCACTGCCGTA

S26 NM_013765 F: TTGTCATTCGGAACATTGTAG

R: GACCTCCACCAAAGCC

Primer Sequences 5' - 3'
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Table 2. Antibodies used in immunofluorescence for staining of whole colon sections (IHC-

IF) or flow cytometry (FC).  

Used 

for 

Target Species Clone Manufacturer Fluorochrome / 

coupled Protein 

IHC-

IF 

CD45 Rabbit NA Abcam NA 

Ly6G Rat 1A8 Biolegend NA 

CD3 Rabbit SP7 ThermoFisher NA 

CD4 Rat 4SM95 ThermoFisher NA 

CD8 Rat 4SM15 ThermoFisher NA 

Rat IgG Goat NA Jackson NA 

 Rabbit 

IgG 

NS NS Roche HRP 

 Rat IgG NS NS Roche HRP 

 Goat 

IgG 

NS NS Roche HRP 

FC TCR-β Armenian 

Hamster 

H57-

597 

ThermoFisher APC-eFluor780 

CD3 Rat 17A2 ThermoFisher APC-eFluor780 

CD4 Rat RM4-5 ThermoFisher APC 

CD8 Rat 53-6.7 ThermoFisher PerCP-eFluor 

710 
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CD25 Rat 3C7 ThermoFisher A488 

FoxP3 Rat FJK-16s ThermoFisher PE 

CD16/ 

CD32 

Rat 93 ThermoFisher NA 

 

 

 

Figure legend 

Figure 1. The colon cancer-associated E. coli 11G5 strain stimulates colon tumor 

development in Apc
Min/+

mice, in a pks dependent manner. (A) Number of visible colonic 

polyps in non-infected mice (PBS alone) and in mice infected with pks
+

 11G5, pks
-

 

11G5ClbQ and the K12-commensal E. coli strains at 50 days postinfection (p.i). (B) Volume 

of polyps for each group of mice at 50 days p.i. (C) Level of colonization measured in the 

stools of each infected mice group from 2 to 50 days p.i. (D) Level of bacterial colonisation in 

colon and ileum at 50 days p.i. (E) Localisation of 11G5 strain along the mouse digestive tract 

was assessed using bioluminescence at 6 and 24 hours p.i. C: Colon, SI: Small Intestine, Ca: 

ceacum, P: Proximal; D: Distal. (F-G) Monitoring of intra-digestive inflammation in infected 

mice by optical imaging using XenoLight Rediject Inflammation probe. (F) Representative 

images obtained at 49 days p.i. (G) Bioluminescent signals were quantified from ROI drawn 

manually at 3, 14 and 49 days p.i. Results were expressed as ratio between digestive signal 

ROI (average radiance in p/s/cm
2
/sr) and muscle ROI as signal background. *p< .05, **p < 

.01. R.O.I.: Region Of Interest. 
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Figure 2. The colon cancer-associated E. coli 11G5 strain modulates the global immune 

environment in colon by inducing an increase of lymphoid follicle numbers and a 

decrease of leucocytes in mucosa of APC
Min/+

mice . Single immunofluorescence staining 

(IF) for CD45 leucocytes specific surface protein (green) was performed on colon section at 

50 days p.i., to assess lymphoid follicle number and size, and leucocytes density. (A) 

Representative IF images of colonic mucosa-associated lymphoid follicle for one mouse of 

each group. Blue : 4’,6-diaminodino-2-phenylindole (DAPI); Green : CD45 staining. (B) 

Means of the number of lymphoid follicle per colon for each group of mice. (C) The 

lymphoid follicles size per colon was assessed by digital image analysis. (D) Correlation 

beetween lymphoid follicle size and total colonic polyps volume in 11G5 infected mice was 

analysed (Spearman test). (E) Density of leucocytes in colonic lymphoid follicle was assessed 

by digital image analysis for each mouse. Density of leucocytes was obtained as the number 

of CD45+ cells per lymphoid follicle surface. (F) Representative IF images of CD45 staining 

in the colonic mucosa of one mouse from each group. (G) Density of leucocytes in colonic 

mucosa of each mice was assessed by digital image analysis in the total colonic mucosa 

section for each mouse. Density of leucocytes was expressed as the number of CD45+ cells 

per tissue surface area unit. (A-G) Means ± SEM for each group of mice were reported. *p < 

.05, **p < .01.  

 

Figure 3. The colon cancer-associated E. coli 11G5 strain modulates specific immune 

pro-inflammatory cells in colon by inducing an increase of neutrophils in mucosa of 

APC
Min/+

mice. Single IF staining (IF) for Ly6G neutrophil specific surface protein (orange) 

was performed on colon section at 50 days p.i., to assess neutrophil percentage in lymphoid 

follicle, colonic mucosa and tumors. Results were reported as percentage of neutrophils 

determined as the ratio of Ly6G+ cell density measured by digital image analysis to leucocytes 
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density (CD45+ staining on a serial section). (A) Representative IF images of neutrophils in 

lymphoid follicle. Blue : 4’,6-diaminodino-2-phenylindole (DAPI); Orange : Ly6G staining. 

(B) Percentages of neutrophils in lymphoid follicle for each group of mice. (C) Representative 

IF images of neutrophils in the colonic mucosa of one mouse from each group. The boxs 

represent a zoom in on the typical polynuclear strucure of these cells. (D) Percentages of 

neutrophils in colonic mucosa for each group of mice. (E) Representative IF images of 

neutrophils in tumoral area for 11G5 infected and control mice. (F) Density of neutrophils in 

colonic tumor of mice. Data were reported as the mean ± SEM. *p < .05.  

 

Figure 4. The colon cancer-associated E. coli 11G5 strain modulates anti-tumoral T cells 

in the colon of APC
Min/+

mice. IF staining (IF) for CD3
+
 and CD8

+
 was performed on colon 

section at 50 days p.i. Cells density and percentage were obtained by digital image analyze of 

each stained sections. (A) Representative IF image of CD3
+
 T cells in lymphoid follicle of 

one mouse from each group. Blue : 4’,6-diaminodino-2-phenylindole (DAPI); Orange : CD3 

staining. (B) Density of CD3
+
 T cells in lymphoid follicle for each group of mice. (C) 

Representative IF image of CD3
+
 T cells in the colonic mucosa of one mouse from each 

group. (D) Density of CD3
+
 T cells in mucosa for each group of mice. (E) Representative IF 

image showing the repartion of tumor-infiltrating lymphocytes,TILs, M: Mucosa, T: Tumor 

area, Yellow arrows : base of polyps. (F) Density of TILs for each group of mice. (G) CD8
+
 T 

cells density in lymphoid follicle, mucosa and tumor. Data were reported as mean ± SEM. *p 

< .05, **p < .01, ***p < .001.  

 

Figure 5. The colon cancer-associated E. coli 11G5 strain translocates to mesenteric 

lymph nodes (MLNs) and modulates immune cells through the decrease of a CD4
+ 

and 

CD8
+
 T cells subpopulation. MLNs from mice were analyzed at 50 days p.i. (A) Bacterial 



32 

 

translocation in MLNs. (B-G) Percentages of immune cells were determined by flow 

cytometry analysis. (B) Percentages of CD3
+
 T cells among live cells were visualized by side 

scatter (SSC) versus CD3. (C) Percentages of CD4
+ 

and CD8
+
 T cells among T cells. (D) 

Percentages of CD25
+
CD4

+
 T cells. (E) Correlation analyze between CD25

+
CD4

+
 T cells and 

MLNs 11G5 E. coli colonization (Spearman test). (F) The CD25
+
CD8

+
 percentages among 

CD8
+
 T cells. (G) Analyze of correlation between CD25+CD8+ T cells and MLNs 

colonization by  E. coli 11G5 (Spearman test). Data are expressed as the mean ± SEM. *p < 

.05, **p< .01, ****p < .0001.   

 

Figure 6. Association between pks
+
 Escherichia coli colonization and decrease of tumor 

infiltrating-lymphocytes T cells (TILs) at the invasive margin, of colorectal cancer 

(CRC) patients (n=40). (A) Immunohistochemistry picture of TILs detection in CRC patients 

harboring pks
+
 E. coli strains (top box) and in patients harboring pks

-
 E.coli strains (bottom 

box). (B) Densities of TILs in tumor and at the invasive margin of patients colonized by pks
+
 

or pks
-
 E. coli, were assessed by digital image analysis. *p= .05. 

 

Figure 7. Anti-tumoral effect of PD-1 based immunotherapy on growth rate of MC38 

murine colonic tumors in pks
+
 E. coli pre-infected mice. Level of 11G5-bacterial 

colonization in feces (A) or in colonic tissue (B) was similar in mice wathever the injected 

treatment (isotype control or RMP1-14 antibodies). (C) Significant response of PD-1 based 

immunotherapy (RMP1-14 antibody) on MC38 tumors growth rate. (D) No antitumoral effect 

of PD-1 based immunotherapy was observed on mice pre-infected by  pks
+ 

E. coli 11G5 

strain.  
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SUPLEMENTARY MATERIAL AND METHODS 

Immunofluorescence (IF) staining of colonic immune cells.  

All IF stainings were performed using an automated stainer, Discovery XT processors 

(Roche, Bâle, Swiss), and the tyramide signal amplification (TSA)-conjugated fluorochrome 

method was used on whole colon slides. After removal of all paraffin from slides, antigens 

were retrieved with CC1 program (Roche, Bâle, Swiss), according to the standard procedure. 

Then, endogenous horseradish peroxidase was blocked with DISC inhibitor reagent (Roche, 

Bâle, Swiss) for 8 min at RT. A series of staining steps were performed interspersed with 2 to 

3 washing steps using the proprietary Reagent Buffer (Roche, Bâle, Swiss). For CD45 

(leucocytes) and Ly6G (neutrophils) single staining, slides were incubated with primary 

antibodies at RT for 2 h. For IF, two rounds of 16 min incubations were performed, first with 

Umap anti-primary antibody HRP (Roche, Bâle, Swiss) and second with FITC (for CD45 

detection) or Cy3 (for Ly6G detection) tyramides and H2O2 (Discovery FITC kit or Discovery 

Cy3 kit, Roche, Bâle, Swiss) according to the manufacturer’s instructions.  

CD4/CD3 and CD8/CD3 double staining were performed in three sequential steps. First, 

slides were incubated with a primary rat anti-CD4 or rat anti-CD8 antibody respectively, at 

RT for 1 h. For IF, slides were incubated with a goat anti-Rat IgG secondary antibody for 32 

min at RT then incubated with Umap anti-goat HRP (Roche, Bâle, Swiss) according to the 

manufacturer’s instructions for 16 min at RT. Finally, FITC tyramides and H2O2 (Discovery 

FITC kit, Roche, Bâle, Swiss) were incubated for 16 min at RT. A second step comprising 

denaturation and neutralization was needed for CD3 staining. More precisely, slides were 

incubated at 40°C for 20 min with DISC inhibitor HRP reagent (Roche, Bâle, Swiss). Third, 

CD3 protein was stained with the same protocol previously described for Ly6G staining. 

Finally, cell nuclei were counterstained with DAPI (Roche, Bâle, Swiss). Slides were 

manually mounted with ProLong™ Gold Antifade Mountant (Thermo fisher, Waltham, MA, 
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USA) and High Precision coverslips (No 1.5H, Marienfeld, Thuringia, Germany). Negative 

control slides were also included that lacked any appropriate antibody or, in the case of 

double staining, omitted one or the other primary antibody. 

This experiment was reproduced from two (Leucocytes and Neutrophils analysis) to three 

times (T cells analysis), with from 3 to 8 mice per group for each experiment. 

 

Acquisition settings of whole colon stained slides.  

All slides were acquired automatically at 0,161 µm/pixel resolution using a VS-120-

ASW-L100 whole-slide scanner (Olympus, Rungis, France) equipped with a Digital 

monochrome Olympus XM10 camera 40x objective (NA 0.95). For CD45 fluorescence 

imaging, we used 50 ms optimal exposure times for the DAPI channel and 25 ms for the FITC 

channel. For Ly6G fluorescence imaging, we used 50 ms optimal exposure times for the 

DAPI channel and 5 ms for the CY3 channel. For CD3/CD4 fluorescence staining, we used 

30 ms optimal exposure times for the DAPI channel, 50 ms for the FITC channel, and 5 ms 

for the CY3 channel. For CD3/CD8 fluorescence staining, we used 30 ms optimal exposure 

times for the DAPI channel, 70 ms for the FITC channel, and 5 ms for the CY3 channel. 

 

Immune cells numbering by digital image analysis (DIA).   

Each slide was automatically analysed by a specific DIA Algorithm, developed for this 

study and based on Definiens Cognition Network Technology®. All steps and settings are 

previously detailed53. Briefly, immune cells were quantified in a whole colon slide by 

distinguishing three regions of interest (ROIs): mucosa, lymphoid follicles and tumors. After a 

segmentation step, the global tissue on slide was detected. Then we proceeded with a ROI 

detection step by machine learning to distinguish the three colon ROIs. Finally we quantified 

immune cells by detecting the coexpression of nuclear marker 4’,6-diaminodino-2-



36 

 

phenylindole (DAPI) and a specific immune cell receptor: CD3 for T cells, CD8 and CD3 for 

cytotoxic T cells, CD4 and CD3 for helper T cells and Ly6G for neutrophils. The density was 

obtained as the number of positive cells per unit tissue surface area for leucocytes (CD45+ 

cells) and T cells (CD3+ cells). The proportion of neutrophils was calculated from the ratio of 

the Ly6G density to the CD45 density. In the same way, the proportion of CD8+ and CD4+ T 

cells were calculated from the ratio of CD3+CD4+ or CD3+ CD8+ cell density respectively to 

that of CD3+ cells. 
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Supplementary Figure S1. Escherichia coli pks
+
 promotes tumor development in 

Apc
Min/+ 

mice colon whatever the colonic area. For each mice, distribution of the tumors 

from proximal to distal colon was reported. No difference of tumors distribution was observed 

between the four groups of mice (Fisher test). Data are combined from 3 independent 

experiments.  

 

Supplementary Figure S2. pks
+
 Escherichia coli induces both an increase of pro-

inflammatory biomarkers and a decrease of anti-inflammatory cytokines in mouse. The 

quantitation was done in uninfected (PBS), and pks
+
 (11G5) or pks

-
 (11G5ClbQ) E. coli 

infected mice at 50 days post-infection (p.i). (A-B) Myeloperoxydase (MPO) was quantitated 

by ELISA in both feces (A) and colonic tissues (B) and was significantly increased in 11G5-

infected mice. (C) Relative quantitation of IL-10 and TGF-β cytokines on colonic tissues 

measured by real-time qPCR. Both anti-inflammatory cytokines were significantly decreased 

on 11G5-infected mice.  **p < .01, *p < .05. 

 

Supplementary Figure S3. Escherichia coli pks
+
 modulates global tumor immune 

infiltrate by inducing a decrease of leucocytes density. (A) Leucocytes density in colonic 

tumor of mice infected with pks
+
 E. coli strain 11G5, or control PBS. Leucocytes density was 

assessed by digital image analysis of whole stained colon section (B), Blue : 4’,6-

diaminodino-2-phenylindole (DAPI); Green : CD45, leucocytes specific surface protein. Data 

are representative from four independent experiment and are expressed as the mean ± SEM. 

*p < .05. 



38 

 

Supplementary Figure S4. Escherichia coli pks
+
 induces a specific decrease of CD8

+
 T 

cells in colonic mucosa. Colonic T cells were observed and quantified at 50 days post-

infection (p.i), using immunofluorescence staining of a whole tissue section and digital image 

analysis respectively. Blue : DAPI ; Orange : CD3, T cell specific membrane protein ; Green : 

CD8, cytotoxic T cell membrane protein. Picture of CD3
+
 and CD8

+
CD3

+
 T cells in lymphoid 

follicle (A) and mucosa (B) of mice infected by pks
+
 E. coli strain 11G5, pks

-
 E. coli strain 

11G5ClbQ, or control uninfected mice, were assessed. (C) Immunofluorescence stainings of 

tumor infiltrating CD3
+
 and CD8

+
CD3

+
 T cells for control and 11G5 pks

+
 E. coli infected 

mice. Data are representative from two independent experiments. 

Supplementary Figure S5. Escherichia coli pks
+
 has no effect on colonic CD4

+ 
T cells 

populations. CD4
+
 T cells from control (PBS) and infected mice by pks

+
 (11G5) or pks

- 

(11G5ClbQ) E. coli strain were observed and quantified at 50 days post-infection (p.i), using 

digital image analysis of stained whole colon. Blue : DAPI ; Orange : CD3, T cell specific 

membrane protein ; Green : CD4, helper T cell membrane protein. (A-F) CD4
+
 T cells 

numbering in lymphoid follicle (A: quantitation , B : immunofluorescence staining (IF) 

picture), mucosa (C : quantitation , D : IF picture) and tumor (E : quantitation , F : IF picture). 

Data are representative from two independent experiments and are expressed as the mean ± 

SEM. 

Supplementary Figure S6. Escherichia coli pks
+
 translocates to mesenteric lymph nodes 

(MLNs) with neither effect on total MLN cells nor on specific FoxP3
+
CD4

+
 T cells. 

MLNs from control uninfected mice (PBS), and mice infected with pks
+
 (11G5) or pks

-
 

(ClbQ) E. coli strain were analyzed at 50 days post-infection (p.i). (A) The quantitation of 

MLNs colonization by 11G5 and 11G5ClbQ E. coli strain. (B) The numbering and viability 

rate of total cells in MLNs were assessed using an automated cell counter. (C) FoxP3
+
CD4

+
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TCR-β+ 
T cells percentages in CD4

+
 TCR-β+

 T cells were obtained by flow cytometry. (D) 

Significant correlation between FoxP3
+
CD4

+ 
TCR-β+ 

T cells and MLNs colonization by 

11G5. Data are expressed as the mean ± SEM (n = from 6 to 8 mice per group). **p < .01.  

Supplementary Figure S7. pks
+
 Escherichia coli colonization in colorectal cancer (CRC) 

patients is not associated with a CD8
+
 tumor-infiltrating T cells (TILs) density variation. 

(A) Immunohistochemistry image of CD8
+
 TILs detection in CRC patients harboring pks

+
 

E.coli strains. (B) Densities of CD8
+
 TILs in tumor and at the invasive margin of patients 

colonized by pks
+
 or pks

-
 E. coli, were assessed by digital image analysis. (n = 40).  

 

 

















Figure 34 : Schéma bilan de la modulation de l’environnement immunitaire et de l’efficacité de

l’immunothérapie anti-PD-1 par Escherichia coli colibactine-positif. Nous avons montré que les

bactéries E. coli colibactine-positives induisent un environnement immunitaire pro-carcinogène

dépendant de la colibactine. En effet d’une part, ces bactéries favorisent l’inflammation dans la

muqueuse via le recrutement des neutrophiles et l’implication directe du stress oxydant (ROS :

espèces réactives de l’oxygène et MPO : myéloperoxydase), l’augmentation de l’aire folliculaire et la

diminution des cytokines anti-inflammatoires (IL-10 : Interleukine 10 et TGF-β : Transforming
Growth Factor β). D’autre part, ces bactéries diminuent la réponse lymphocytaire T anti-tumorale
dans la muqueuse et la tumeur (LT : lymphocyte T ; LT CD8+ : Lymphocyte T cytotoxique) dans le

modèle murin APCMin/+ mais également dans les tumeurs de patients. Les bactéries E. coli

colibactine-positives ont la capacité de transloquer dans les ganglions mésentériques (MLNs) et

d’impacter là encore la réponse LT en diminuant les LT CD4+ CD25+ et LT CD8+ CD25+

potentiellement anti-tumoraux dans le modèle APCMin/+. Ainsi ce déséquilibre des réponses

immunitaires régissant l’homéostasie colique peut être impliqué dans la carcinogénèse colique. Il a

également été montré que ces bactéries induisent une résistance à l’immunothérapie anti-PD-1

pouvant être étroitement liée à leur pouvoir immunosuppresseur via la diminution des LT

cytotoxiques dans la tumeur. En effet, ce traitement quand il fonctionne, permet de lever les

inhibitions de la réponse immunitaire anti-tumorale, en majorité médiée par les LT, en inhibant la

liaison du récepteur PD-1 des LT avec son ligand PDL-1 présent sur les cellules tumorales (ou

myéloïdes). PD-1 : Programmed cell death 1; PDL-1 : Programmed cell death ligand 1.

E. coli colibactine‐
positives CCR
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II.2- Commentaires 

 

À travers ces travaux, nous confirmons l’effet pro-carcinogène de la souche E. coli 

colibactine-positive 11G5 isolée d’un patient atteint de CCR dans un modèle murin de CCR de 

type CIN. Nous montrons également pour la première fois l’induction, dépendante de la 

colibactine, d’un micro-environnement immunitaire colique pro-tumoral via l’augmentation de 

la micro-inflammation, la diminution de la réponse anti-inflammatoire et de la réponse anti-

tumorale des lymphocytes T. Enfin, nous démontrons que l’infection colique avec la souche E. 

coli colibactine-positive 11G5 induit une résistance à une immunothérapie ciblant PD-1 

(Figure 34).  

 

Concernant la confirmation du pouvoir carcinogène de la souche E. coli colibactine-

positive 11G5 dans le modèle APCMin/+ (Article 2_Figure 1), nous montrons pour la première 

fois sur ce modèle murin représentatif du type tumoral CIN que cet effet est dépendant de la 

colibactine. Bien que le niveau de colonisation par les souches E. coli colibactine-positive 

(11G5) et E. coli colibactine-négative (11G5ClbQ) soit identique au niveau du tractus digestif, 

l’augmentation du développement tumoral n’est observée que chez les souris infectées par la 

souche E. coli colibactine-positive 11G5 (Article 2_Figure 1.C et 1.D). Ce résultat confirme 

les études précédentes effectuées sur d’autres modèles murins de CCR (xénogreffes, induction 

d’inflammation par voie chimique ou mutations génétiques). 

Le développement tumoral est observé tout le long du côlon, alors que ces bactéries semblent 

préférentiellement localisées au niveau du caecum et dans la zone proximale du côlon (Article 

2_Figure 1.E et S1). Il s’agit des premières études de distribution in vivo de ce type de bactéries. 

Nos résultats suggèrent un effet carcinogène de la souche E. coli colibactine-positive 11G5, à 

distance de son site de colonisation préférentiel. Pourtant, des études in vitro concernant les 

mécanismes d’action de la colibactine liés au pouvoir carcinogène de cette souche, et 

notamment sa capacité à générer des dommages de l’ADN, ont démontré que cet effet 

nécessitait le contact de la souche E. coli colibactine-positive 11G5 avec les cellules épithéliales 

(Cuevas-Ramos et al., 2010; Nougayrède et al., 2006). Ces deux observations ne s’excluent pas 

l’une et l’autre, mais au contraire peuvent être complémentaires. En effet, il est possible que cet 

effet à distance soit une conséquence d’événements cellulaires ou sécrétoires après contact de 

cette souche avec les cellules épithéliales, au sein de la muqueuse colique. Un effet à distance 

a déjà été montré par le laboratoire M2iSH qui a mis en évidence in vivo que l’infection par la 

souche E. coli colibactine-positive 11G5 induit la sénescence des cellules infectées, associée à 
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la sécrétion du facteur de croissance HGF capable de stimuler la prolifération des cellules 

environnantes (Cougnoux et al., 2014). De même, dans notre travail, nous avons montré un 

effet de l’infection chronique sur certaines populations immunitaires tout le long de la 

muqueuse colique, suggérant là-aussi un effet « bystander » de l’infection bactérienne. 

 

Nous avons mis en évidence que la souche E. coli colibactine-positive 11G5 induit un 

micro-environnement immunitaire colique pro-carcinogène, un déséquilibre entre les réponses 

pro- et anti-inflammatoires en faveur d’une micro-inflammation, et ce, de manière dépendante 

de la colibactine. Plus précisément, nous avons observé une augmentation de l’inflammation 

intra-abdominale (Article 2_Figures 1.F, 1.G), de l’aire folliculaire associée à la muqueuse 

(Article 2_Figures 2.A à 2.C), de la proportion de neutrophiles au sein de la muqueuse (Article 

2_Figure 3) et de la concentration de l’enzyme pro-inflammatoire MPO (Article 2_ S2.A et 

S2.B).  

Les études in vivo décrivant l’impact des souches E. coli colibactine-positives sur le micro-

environnement immunitaire ont jusqu’à présent montré que ces souches sont capables d’induire 

une inflammation colique, de façon indépendante de la colibactine (Arthur et al., 2012, 2014; 

Tomkovich et al., 2017). Il est important de souligner que ces études ont été réalisées dans des 

modèles murins de CCR associés à une colite, donc présentant déjà une réponse inflammatoire 

exacerbée avant l’infection bactérienne, contrairement à notre modèle (Arthur et al., 2012, 

2014; Tomkovich et al., 2017). De plus, il est important de noter que l’inflammation que nous 

observons lors de notre étude est moins forte que celle décrite dans les modèles murins de colite 

induite. Enfin nos résultats suggèrent que le stress oxydant contribuerait à cette micro-

inflammation induite par la souche E. coli colibactine-positive 11G5, comme le témoigne 

l’augmentation de la MPO induite par cette souche, déjà connue comme un effet de la 

colibactine (Cuevas-Ramos et al., 2010; Nougayrède et al., 2006; Veziant et al., 2016). Les 

neutrophiles pourraient participer à établir ce micro-environnement pro-inflammatoire 

puisqu’ils sont augmentés dans la muqueuse colique spécifiquement après infection par la 

souche E. coli colibactine-positive 11G5 dans notre étude, et qu’ils sont des producteurs de la 

MPO (Kjeldsen et al.; Klebanoff et al., 2013; Wieser et al., 2016). Cependant, la proportion de 

neutrophiles dans la muqueuse reste relativement faible, suggérant également que l’induction 

de stress oxydant dans le côlon après infection chronique par cette souche pourrait impliquer 

d’autres cellules, et notamment les cellules épithéliales. 

L’augmentation du nombre de follicules associés à la muqueuse et de leur taille en contexte 

d’infection chronique par la souche E. coli colibactine-positive 11G5 est décrite pour la 
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première fois. Il s’agit d’un événement localisé, qui ne peut pas être mis en évidence par une 

étude globale après dissociation tissulaire ne distinguant pas follicules lymphoïdes et 

muqueuse. La corrélation avec l’augmentation du volume tumoral chez les souris infectées 

suggère que cette exacerbation de l’aire folliculaire est en lien avec la carcinogenèse colique 

(Article 2_Figure 2.D), comme il a été déjà décrit dans un modèle murin de CCR induit par 

une inflammation (AOM/DSS) (Bergomas et al., 2011). Dans cette étude, une augmentation de 

la micro-inflammation est positivement corrélée avec celle de l’aire folliculaire, ces deux 

phénomènes étant également associés à la croissance tumorale. Bien que les mécanismes reliant 

ces processus au CCR restent encore mal connus, nous pouvons suspecter qu’ils sont en lien 

avec l’installation d’une inflammation chronique. Cette induction pourrait être provoquée 

notamment par la sécrétion de cytokines spécifiques par les cellules épithéliales, comme il a été 

montré pour la formation des follicules lymphoïdes induite par l’infection à H. pylori. Dans les 

modèles d’infection par H. pylori in vitro et chez la souris, cet effet est dépendant de 

l’augmentation de la cytokine CXCL13 et de sa fixation sur son récepteur CXCR5 exprimé sur 

les cellules immunitaires et notamment les LT (Shomer et al., 2003; Winter et al., 2010). Des 

études supplémentaires sont nécessaires pour confirmer cette hypothèse dans notre modèle. De 

même, une interaction des E. coli colibactine-positives avec les myofibroblastes et/ou 

fibroblastes de la lamina propria pourrait contribuer à l’induction de ces follicules lymphoïdes, 

puisque ce type cellulaire est fortement impliqué dans la formation des aires folliculaires 

(Barone et al., 2016).  

En parallèle de cet effet pro-inflammatoire de la souche E. coli colibactine-positive, il a été 

également observé, au niveau de la muqueuse colique proximale, une diminution de 

l’expression des cytokines anti-inflammatoires IL-10 et TGF- spécifiquement après infection 

par cette souche (Article 2_Figure S2.C). Cet effet pourrait donc amplifier la mise en place du 

micro-environnement pro-inflammatoire dans la muqueuse, car les cytokines permettant de 

diminuer l’activation du système immunitaire sont ainsi moins présentes dans l’environnement 

colique (Becker et al.; Berg et al.; Erdman et al., 2005; Terzić et al., 2010; Yoshimura et al., 

2010). De plus, il a été montré chez des modèles murins que ces cytokines peuvent diminuer la 

croissance tumorale dans le cas du CCR en diminuant l’inflammation, renforçant ainsi notre 

hypothèse (Becker et al.; Berg et al.; Erdman et al., 2005; Terzić et al., 2010). 

En contexte d’infection chronique par la souche E. coli colibactine-positive 11G5, nous 

avons observé une diminution de la densité des leucocytes totaux dans la muqueuse et les 

tumeurs, induite spécifiquement par cette souche (Article 2_Figure 2.F, 2.G, S2.A et S3.B). 

Ceci est concordant avec notre hypothèse d’une inflammation à bas bruit et suggère que cette 
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inflammation est dépendante non pas des leucocytes totaux mais de populations cellulaires 

précises, telles que les neutrophiles et les cellules épithéliales. Enfin, la répartition des 

leucocytes est différente après l’infection chronique par la souche E. coli colibactine-positive 

11G5, puisqu’en parallèle de la diminution de la densité des leucocytes dans la muqueuse, on 

observe une augmentation de l’aire folliculaire et donc une accumulation des leucocytes dans 

des sites localisés de la muqueuse. La diminution des leucocytes dans la muqueuse pourrait être 

liée à une altération de l’immunosurveillance. Il serait essentiel de caractériser l’activation 

cellulaire des leucocytes dans les follicules lymphoïdes et leur impact potentiel sur les cellules 

épithéliales environnantes. 

  

 En parallèle, nous avons mis en évidence une signature pro-tumorale du micro-

environnement immunitaire induite par la souche E. coli colibactine-positive 11G5 avec 

notamment la diminution de la densité de LT dans la muqueuse et les tumeurs coliques chez les 

souris APCMin (Article 2_Figure 4). Cette observation a été confirmée sur les prélèvements de 

patients atteints de CCR (Article 2_Figure 6). Les LT, et en particulier les LT CD8+, dont la 

proportion au sein de la population lymphocytaire T globale est diminuée par l’infection par la 

souche E. coli colibactine-positive 11G5, sont largement décrits pour être des effecteurs clés de 

la réponse anti-tumorale, capables de reconnaître et détruire les cellules tumorales in vivo et in 

vitro via leurs fonctions cytotoxiques (Colangelo et al., 2017; Dunn et al., 2006; Gajewski et 

al., 2013; Koebel et al., 2007). Nos résultats suggèrent donc une diminution de 

l’immunosurveillance dans la muqueuse colique ainsi qu’une baisse de la réponse anti-tumorale 

dans la tumeur. Cet effet sur les LT est également observé dans les ganglions mésentériques 

(MLNs) qui drainent le côlon et constituent un des principaux lieux d’initiation des réponses 

lymphocytaires T contre des antigènes intestinaux. En effet, nous avons pu observer, chez les 

souris APCMin/+ chroniquement infectées, que la souche E. coli colibactine-positive 11G5 a la 

capacité de transloquer vers les MLNs de façon dépendante de la colibactine. En parallèle les 

proportions des LT CD4+ CD25+ et CD8+ CD25+ de ce compartiment sont diminuées après 

l’infection chronique (Article 2_Figure 5). La proportion de ces cellules est inversement 

corrélée à la colonisation des MLNs par cette souche, suggérant que le pouvoir 

immunomodulateur de la souche E. coli colibactine-positive 11G5 pourrait être directement lié 

à sa translocation dans cet organe. Bien que d’autres études complémentaires soient nécessaires 

pour élucider le rôle de ces LT CD4+ CD25+ et CD8+ CD25+  dans la carcinogenèse induite par 

E. coli, des données de la littérature suggèrent qu’ils pourraient avoir un rôle de cellules 

régulatrices. En particulier, il a été mis en évidence dans des tissus de patients CCR que les LT 
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CD8+ CD25+ Foxp3+ font partie de la famille des LT régulateurs et ont un profil anti-

inflammatoire (Chaput et al., 2009). Plus intéressant encore, le transfert adoptif de LT CD4+ 

CD25+, apparentés eux aussi aux LT régulateurs, induisent une régression du développement 

tumoral dans le modèle APCMin/+, par la sécrétion d’IL-10 qui diminue l’inflammation 

impliquée dans la carcinogenèse (Erdman et al., 2005). Ceci montre que, bien que les LT 

régulateurs soient surtout connus pour leur rôle pro-tumoral lorsqu’ils infiltrent les tumeurs, ils 

auraient aussi un rôle anti-tumoral dans le CCR s’ils sont présents dans la muqueuse. Ainsi, la 

diminution de ces populations dans les MLNs pourrait être répercutée au niveau du côlon, avec 

un effet potentiellement pro-tumoral. Cette hypothèse est appuyée par la diminution d’IL-10 

que nous observons au niveau du côlon.  

Notre étude est principalement descriptive, et il serait nécessaire de vérifier que la 

diminution de la densité des LT dans la muqueuse colique s’accompagne bien d’une perte de 

l’activité anti-tumorale. Néanmoins, la mise en évidence dans notre étude de la résistance au 

traitement anti-PD-1, suggère que la population de LT affectée après infection par la souche E. 

coli colibactine-positive 11G5, participe à la réponse anti-tumorale. En effet, l’efficacité des 

stratégies thérapeutiques anti-PD-1 reposent sur la restauration de l’activité anti-tumorale des 

lymphocytes en présence de l’anticorps anti-PD-1 (Sharpe and Pauken, 2018). L’absence de 

cette réponse dans les souris infectées par la souche E. coli colibactine-positive 11G5 pourrait 

donc s’expliquer par une perte des LT anti-tumoraux chez ces souris. 

 

Aucune étude n’avait observé cet effet spécifique des souches E. coli colibactine-

positives sur les LT. Toutefois, lors de notre étude nous utilisons une méthode de quantification 

des cellules immunitaires sur une section de côlon entière qui nous permet de distinguer les 

variations dans la muqueuse et dans les follicules lymphoïdes. Au vu de l’importante densité 

de cellules immunitaires dans les follicules lymphoïdes, d’autres techniques d’analyse ne 

permettant pas cette distinction ne seraient peut-être pas capables de détecter les variations des 

LT au sein de la muqueuse colique. De plus, toutes les études analysant l’effet des souches E. 

coli colibactine-positives sur les LT en lien avec le CCR, ont été réalisées dans des modèles de 

colite induite (AOM/DSS ou souris IL-10 KO). Cette inflammation peut moduler à la fois le 

micro-environnement bactérien (Richard et al., 2018b) mais aussi la réponse immunitaire et 

notamment la réponse lymphocytaire T (Shintani et al., 1997; Takizawa et al., 1995). Au 

contraire, notre étude est réalisée sur le modèle murin APCMin/+ ne présentant pas d’altération 

importante du système immunitaire colique par rapport aux souris sauvages (Coletta et al., 
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2003; Kettunen et al., 2003), ce qui pourrait favoriser la mise en évidence de la modulation des 

populations lymphocytaires T par la souche E. coli colibactine-positive 11G5.  

 

La diminution de la densité des LT totaux associée à la présence de bactéries E. coli 

colibactine-positives, observée dans notre étude à la fois dans le modèle murin APCMin/+ et dans 

la zone marginale des tumeurs des patients atteints de CCR, renforce l’hypothèse du laboratoire 

M2iSH que ces bactéries pourraient être un facteur de mauvais pronostic. Les données publiées 

par le laboratoire montrant que les souches E. coli colibactine-positives sont préférentiellement 

détectées dans les stades avancés du CCR (Bonnet et al., 2014) et chez les patients porteurs de 

tumeurs de phénotype MSS, de mauvais pronostic (Gagnière et al., 2017). De plus, il a été 

montré qu’une faible densité de LT infiltrant les tumeurs (TILs) est associée à un mauvais 

pronostic chez les patients atteints de CCR (Galon et al., 2012; Mlecnik et al., 2016; Pagès et 

al., 2005, 2018; Tosolini et al., 2011). Bien qu’il ne s’agisse que de mise en relation d’études 

indépendantes, ces études suggèrent une possible association entre le pronostic des patients 

atteints de CCR et ces trois facteurs : le phénotype tumoral, l’infiltrat lymphocytaire T dans la 

tumeur et la colonisation par des souches E. coli colibactine-positives.  

D’autres part, la présence de bactéries E. coli colibactine-positives dans la muqueuse des 

patients pourrait être un marqueur de non-réponse aux immunothérapies anti-PD-1. En effet, 

nous avons pu démontrer que l’infection par la souche E. coli colibactine-positive 11G5 induit 

une résistance à cette thérapie. Ce résultat pourrait être expliqué par la diminution de densité 

des LT induite par la souche E. coli colibactine-positive 11G5. Des études fonctionnelles sont 

nécessaires pour confirmer cette hypothèse. Une modulation de l’efficacité des anticorps anti-

PD-1 par d’autres composants du microbiote a déjà été montrée dans d’autres cancers, via 

notamment une modulation des LT (Gopalakrishnan et al., 2018; Matson et al., 2018; Routy et 

al., 2018b; Sivan et al., 2015; Vetizou et al., 2015a), ce qui renforce notre hypothèse. Il est 

important de souligner qu’une de ces études montre que l’espèce E. coli est plus abondante dans 

les fèces de patients atteints de mélanome non répondeurs à un anticorps thérapeutique anti-

PD-1 comparativement aux patients répondeurs (Gopalakrishnan et al., 2018).  

 

 En conclusion, ces travaux ont mis en évidence que l’infection chronique par des 

bactéries E. coli colibactine-positives pouvait favoriser un micro-environnement pro-

carcinogène en augmentant les processus pro-inflammatoires, ainsi qu’en diminuant la réponse 

anti-inflammatoire et la réponse anti-tumorale des lymphocytes T. Ces trois mécanismes 

pourraient jouer un rôle promoteur dans le CCR et favoriser une boucle d’amplification de la 



Figure 35 : Hypothèse quant à l’implication des bactéries Escherichia coli colibactine-positives dans

la carcinogénèse colique en lien avec le micro-environnement immunitaire pro-tumoral qu’elles

induisent. 1.Une infection chronique d’une muqueuse colique susceptible à la carcinogénèse colorectale

CCR, par les bactéries E. coli colibactine-positives induirait des modification de l’épithélium via la

génération de dommages à l’ADN, et la production de ROS (espèces réactives de l’oxygène) (éclairs

oranges) par les cellules infectées. Ces cellules infectées peuvent également entrer en sénescence et

produire des facteurs de croissance tels que l’HGF (Hepatocyte Growth Factor) pouvant stimuler la

prolifération anarchique des cellules voisines. 2. Ces effets pro-carcinogènes des souches E. coli

colibactine-positives sur les cellules épithéliales pourraient entraîner la formation de foyers de cryptes

aberrantes, accompagnée du recrutement de neutrophiles pro-inflammatoires. Ces cellules anormales

pourraient ne pas être éliminées par le processus d’immunosurveillance, impliquant notamment les

lymphocytes T (LT et LT CD8+) dans la destruction de ces cellules (phase d’élimination de l’interaction

entre les tumeurs et le système immunitaire, décrit par les 3E), car les bactéries E. coli colibactine-

positives pourraient diminuer le nombre de LT présents dans la muqueuse. 3. La persistance de ces

souches dans la muqueuse colique entrainerait une boucle d’amplification de la carcinogénèse colique par

leurs effets sur les cellules épithéliales et le micro-environnement, pouvant aboutir à la formation d’un

adénome. De plus, l’instabilité génomique que pourraient induire les bactéries E. coli colibactine-positives

sur les cellules épithéliales, et la micro-inflammation potentiellement augmentée par ces souches via la

production de ROS par les neutrophiles et les cellules épithéliales, accompagnée d’une croissance de

l’aire folliculaire colique, pourraient favoriser la génération de clones tumoraux (cellule tumorale violette)

(phase d’équilibre des 3E) pouvant échapper au système immunitaire. 4. Ces processus pourraient

conduire à l’échappement des cellules tumorales au système immunitaire, conduisant à la formation d’un

carcinome. De plus, le maintien des effets des souches E. coli colibactine-positives sur les cellules

épithéliales et les LT, à ce temps tardif de la carcinogénèse, amplifierait cet échappement tumoral via

l’augmentation significative de la micro-inflammation et la diminution de la réponse anti-tumorale LT au

sein des tumeurs. Ainsi, ces bactéries en agissant à la fois sur les cellules épithéliales en favorisant leur

transformation maligne, mais également sur le micro-environnement pour amplifier cette transformation

et inhiber leur destruction par les LT, pourraient entrainer une accélération de la carcinogénèse mais

également le passage à la phase d’échappement tumoral de ces tumeurs. L’implication d’autres

composants du microbiote et d’autres composants du micro-environnement (métabolites, autres

cellules…) est envisageable dans ces mécanismes.
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carcinogenèse induite par ces E. coli colibactine-positives. Au vu à la fois de nos résultats, des 

caractéristiques carcinogènes de ces souches ainsi que du principe d’immunoédition (3E) 

appliqué au CCR décrivant les interactions du système immunitaire avec les cellules tumorales 

coliques (Élimination-Équilibre-Échappement) (Fletcher et al., 2018), nous pouvons proposer 

certaines hypothèses mécanistiques concernant les étapes de la carcinogenèse où ces 

modulations du micro-environnement immunitaire induites par ces souches pourraient 

intervenir (Figure 35). En effet, les bactéries E. coli colibactine-positives étant identifiées dans 

58 % des adénomes c’est-à-dire à une étape précoce de la carcinogenèse colique, nous pouvons 

supposer qu’elles auraient un rôle aux étapes précoces de la tumorigenèse via leurs effets sur 

les cellules épithéliales coliques rapportés dans la littérature (induction de dommages à l’ADN, 

de ROS, profil de sénescence sécrétoire, diminution de la protéine MLH1). Ces processus 

conduiraient à la formation de foyers de cryptes aberrantes dans la muqueuse colique et 

pourraient ensuite induire une micro-inflammation à bas bruit via le recrutement de neutrophiles 

qui sont les premières cellules immunitaires mobilisées lors de la mise en place d’une réponse 

immunitaire anti-tumorale et/ou anti-bactérienne. Cette micro-inflammation pourrait amplifier 

la formation de ces foyers tumoraux qui ne seraient pas correctement éliminés par le processus 

d’immunosurveillance médié par les LT (réponse anti-tumorale basale dans la muqueuse, 

essentielle pour la phase d’élimination) car celui-ci serait altéré en parallèle par les souches E. 

coli colibactine-positives, favorisant la croissance tumorale. L’effet  persistant de ces souches 

à la fois sur les cellules épithéliales (instabilité génomique, production de ROS) et sur le micro-

environnement immunitaire (micro-inflammation, diminution de l’immunosurveillance) lors de 

l’infection chronique pourrait participer à la formation d’adénomes précoces (phase 

d’équilibre ; (Fletcher et al., 2018)). Ces phénomènes, toujours accompagnés par l’altération de 

la réponse des LT, favoriseraient alors l’échappement tumoral, et donc l’évolution vers un stade 

plus tardif dans la carcinogenèse, comme le suggèrent la diminution de la réponse anti-tumorale 

LT dans les tumeurs et la non-réponse à l’immunothérapie anti-PD-1 induite par les souches E. 

coli colibactine-positives qui témoigne de la forte suppression de cette réponse. 
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Ces travaux nous ont permis de confirmer et préciser l’effet pro-carcinogène des 

bactéries E. coli colibactine-positives dans le CCR, notamment en induisant un environnement 

immunitaire pro-tumoral dans le côlon. Cette étude a notamment pu être développée grâce à la 

mise en place d’une technique de quantification des populations cellulaires identifiées par 

immunomarquage, sur la totalité du colon tout en distinguant certaines structures particulières 

(tumeur, muqueuse colique et follicules lymphoïdes). Nous avons aussi montré que l’infection 

chronique de souris par des bactéries E. coli colibactine-positives induit une résistance à une 

immunothérapie ciblant le checkpoint immunologique PD-1. Ces résultats appellent de 

nouvelles études dont les objectifs sont détaillés ci-dessous. .  

 

I- Mécanismes impliqués dans la modulation des cellules 

immunitaires par les Escherichia coli colibactine-positives en 

contexte d’infection chronique du côlon, et impact sur la 

carcinogenèse 
 

I.1-Etude des modulations à des stades plus précoces de l’infection  
 

Dans cette étude, les effets de l’infection chronique ont été étudiés à un stade tardif de 

la carcinogenèse c’est-à-dire 51 jours post-infection. Nous avons montré que les modulations 

induites par l’infection chronique sont réparties tout le long du côlon alors que les bactéries E. 

coli colibactine-positives luminescentes se concentrent, 24 heures après l’infection, 

préférentiellement au niveau du caecum et dans la zone proximale du colon. Ceci suggère que 

l’infection pourrait conduire à une cascade d’évènements cellulaires et moléculaires mettant en 

jeu des effets à distance et notamment des modulations des cellules immunitaires. Même si nous 

proposons des hypothèses mécanistiques (Figure 35),  il est pour l’instant difficile de 

déterminer exactement la cinétique de ces événements au cours des différentes étapes de la 

carcinogenèse. Lors de notre étude, des modulations du microenvironnement ont été observées 

à la fois au niveau des tumeurs coliques mais aussi au niveau de la muqueuse. Ces variations 

observées dans la muqueuse pourraient être représentatives des mécanismes induits lors des 

premières étapes de la carcinogenèse. À l’heure actuelle, la plupart des études sur modèles 

murins ont été effectuées à des stades tardifs de la carcinogenèse. Des mécanismes précoces de 

régulation de certaines cellules immunitaires et de sécrétion de cytokines pourraient ne pas 

perdurer dans le temps et ainsi être non détectables aux temps tardifs de la carcinogenèse Il 
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parait donc indispensable de poursuivre notre travail sur le modèle APCMin/+ en réalisant une 

étude cinétique à différents temps après l’infection. Dejea et al, dans leur travail ont montré une 

induction de la réponse immunitaire T (Th17) 60 heures après co-infection par E. coli 

colibactine-positives et B. fragilis EBFT-positives dans la muqueuse de souris traitées à l’AOM 

(Dejea et al., 2018). Ainsi un temps de 72 heures après infection avec la souche E. coli 

colibactine-positive 11G5 sera étudié en comparaison avec le mutant E. coli colibactine-négatif 

11G5ClbQ et une souche commensale comme contrôles. Un temps de 2 semaines sera 

également étudié pour déterminer les modulations à un stade intermédiaire de l’exposition 

chronique. Dans tous les cas, la méthode de quantification décrite dans l’article 1 sera un outil 

déterminant, car elle permettra de quantifier et discriminer des populations immunitaires dans 

des zones de petites tailles, favorisant ainsi l’analyse des régions néoplasiques et/ou des 

follicules lymphoïdes, quelle que soit leur taille. Les mêmes populations immunitaires que 

celles ciblées dans le contexte d’infection chronique du modèle APCMin/+, décrites dans cette 

thèse, seront étudiées (leucocytes, neutrophiles, lymphocytes T totaux, LT CD4+, CD8+, 

CD4+CD25+ et CD8+CD25+). De plus, des prélèvements coliques proximaux où se concentre 

la bactérie, seront réalisés et des dosages d’enzymes pro-inflammatoires comme la MPO mais 

aussi de cytokines (IL-10, TGF-β, IL-8, INF-, IL-2, CXCL-2) seront effectués par ELISA afin 

de déterminer si une micro-inflammation localisée est induite dans cette zone d’implantation 

des bactéries. La détection de ces cytokines, sur les lames de côlon des souris APCMin/+ pourront 

aussi être envisagées pour cibler ces cytokines et permettre de les localiser finement dans le 

côlon. 

 

À l’heure actuelle, nous n’avons pas localisé les bactéries au niveau cellulaire dans nos 

modèles animaux, ni chez les patients. Une première étude de FISH sur des prélèvements de 

patients CCR avait localisé des E. coli adhérentes dans la muqueuse (Swidsinski et al., 1998). 

Récemment, Dejea et al ont mis en évidence par FISH  des bactéries E. coli au niveau des 

adénomes chez des patients atteints de FAP (Dejea et al., 2018). Nous envisageons de 

déterminer par des techniques de FISH, la localisation des bactéries E. coli colibactine-positives 

sur les sections de côlon et de MLNs des souris APCMin/+ de nos études. Associés au FISH, des 

co-marquages avec des marqueurs spécifiques des cellules T, macrophages, cellules 

dendritiques ou des cellules épithéliales seront effectués pour localiser précisément les bactéries 

dans le tissu et déterminer la nature des cellules infectées lors de la cinétique.  

 

 



Figure 36 : Induction de chimiokines par les souches E. coli colibactine-positives in vitro.

Quantification de l’expression relative (par rapport au gène de ménage GAPDH) des chimiokines

CCL20, CXCL-1 et CXCL-2 par qRT-PCR, sur des cellules coliques non infectées T84 (colonne

verte : NI) ; ou après 3 heures d’infection (MOI =100) par différentes souches E. coli colibactine-

positives isolées de patients atteints de CCR (colonne rouge : 11G5, 16C1, 10D12, 9F1) ou par une

souche commensale E. coli colibactine-négative (Colonne bleue : C600). * P < 0,05
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I.2- Implication des cellules épithéliales coliques dans la modulation du 

micro-environnement immunitaire et de la carcinogenèse 

 

Différents travaux décrivent que les cellules épithéliales pourraient jouer un rôle important dans 

les mécanismes pro-carcinogènes induits par les bactéries via l’induction de stress oxydant, 

d’interactions avec les cellules immunitaires et l’induction de dommages de l’ADN et de la 

sénescence (Bossuet-Greif et al., 2018; Cougnoux et al., 2014; Cuevas-Ramos et al., 2010; 

Dalmasso et al., 2014; Nougayrède et al., 2006). La sénescence des cellules épithéliales coliques 

induites par l’infection pourrait également jouer un rôle sur la modulation de certaines cellules 

immunitaires comme les LT via l’induction de MDSCs (Burton and Stolzing, 2018; Mitri et al., 

2014). Ainsi, il serait intéressant de confirmer si ces processus sont également engagés en 

contexte d’infection chronique du modèle murin APCMin/+ par les E. coli colibactine-positives 

notamment à des temps précoces après l’infection. Pour se faire des immunomarquages ciblant 

l’indicateur de dommage à l’ADN, -H2AX, et des colorations de la β-galactosidase 

caractéristique de la sénescence cellulaire pourront être réalisées sur les sections de côlon de 

ces souris.  

 

Lors de notre étude, bien que la production de la MPO et des ROS puisse être associée 

à l’augmentation des neutrophiles, la faible proportion de ces cellules immunitaires dans la 

muqueuse suggère que les neutrophiles ne sont pas les seuls acteurs impliqués dans l’induction 

du stress oxydant. L’induction du stress oxydant par les cellules épithéliales infectées par la 

souche 11G5 a déjà été démontrée (Gagnière et al. 2017). Pour vérifier cette hypothèse in vivo, 

un co-marquage de la MPO et de la cytokératine 20 pourra être réalisé pour permettre 

l’identification et la quantification de cellules épithéliales impliquées dans l’inflammation.  

De plus, la sécrétion par les cellules épithéliales de chimiokines impliquées dans le CCR 

pourrait être étudiée. Nous avons observé, dans une expérience préliminaire avec la lignée 

cellulaire T84, l’augmentation de l’expression des transcrits codant les chimiokines CCL20, 

CXCL-1 et CXCL-2 après 3 heures d’infection par différentes souches E. coli colibactine-

positives (Figure 36). En plus de leur rôle connu dans le recrutement des LT, des neutrophiles 

ou des cellules myéloïdes suppressives (MDSCs), CXCL-1 et CCL20  sont augmentées chez 

les patients CCR et favorisent l’angiogenèse, la prolifération et/ou la migration cellulaires in 

vitro et dans des modèles murins associés au CCR (Frick et al., 2016; Itatani et al., 2016; Wang 

et al., 2006, 2017a; Yu et al., 2018; Zhuo et al., 2018). Ceci renforce donc l’hypothèse de 

l’implication des cellules épithéliales dans le CCR induit par les souches E. coli colibactine-
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positives via la sécrétion de ces chimiokines. Il est donc nécessaire de vérifier si ces chimiokines 

sont également augmentées dans les côlons des souris APCMin/+ infectées chroniquement, par 

dosage ELISA, qRT-PCR mais également par immunomarquages en ciblant ces chimiokines et 

les cellules épithéliales (Cytokératine 20). Il est également possible que cette chimiokine soit 

augmentée à des temps plus précoces, d’où l’importance d’analyser l’expression des 

chimiokines lors des études de cinétiques décrites précédemment. 

 

I.3-Mécanismes impliqués dans la modulation des cellules LT 
 

Étant donné le rôle clé des lymphocytes T à la fois dans les étapes précoces 

(immunosurveillance) et tardives (réponse anti-tumorale) de la carcinogenèse colique, il est 

essentiel de préciser à quelles étapes de la carcinogenèse les lymphocytes T sont régulés par 

l’infection, mais aussi d’identifier les mécanismes qui conduisent la diminution de leur densité.  

I.3.a) Implication de l’augmentation des cellules myéloïdes induites par 
les cellules épithéliales coliques sénescentes  

 

Il a récemment été montré qu’une accumulation de cellules sénescentes dans les tumeurs 

(prostate, peau) pourrait favoriser la mise en place d’un environnement immunosuppresseur. 

Plus précisément, les cellules sénescentes induiraient un recrutement massif de cellules 

myéloïdes suppressives (MDSCs) qui entraineraient l’inhibition de la réponse lymphocytaire T 

anti-tumorale (Burton and Stolzing, 2018; Mitri et al., 2014). Les bactéries E. coli colibactine-

positives étant responsables de l’induction de la sénescence des cellules épithéliales (Cougnoux 

et al., 2014; Dalmasso et al., 2014), l’implication de ce mécanisme dans la diminution de la 

densité des LT induite par l’infection serait une piste intéressante. Une autre étude impliquant 

B. fragilis dans une immunomodulation en lien avec le CCR a également mis en évidence le 

rôle immunosuppresseur des MDSCs sur la réponse LT anti-tumorale par la production de 

l’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) (Thiele Orberg et al., 2017a). Pour vérifier ces 

hypothèses, des immunomarquages par IHC permettant de détecter les cellules myéloïdes 

suppressives (cellules CD11b+ Gr-1+) et iNOS seront effectués sur les échantillons de côlon de 

souris APCMin/+ aux différents temps d’infection. Les résultats seront corrélés aux données de 

sénescence obtenues (cf ci-dessus). 
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Si une augmentation des MDSCs est observée et est associée à une augmentation des 

cellules sénescentes, le recrutement de ces MDSCs par la sénescence cellulaire pourra être 

exploré, dans le modèle de cellules coliques murines MC-38. Ces cellules pourront être 

infectées in vitro par les bactéries E. coli colibactine-positives puis une fois la senescence 

induite, elles seront injectées en sous-cutanée à des souris C57BL/6. A un temps précoce de 

72H, et à un temps tardif (3 semaines), les souris seront mises à mort et les cellules myéloïdes 

(CD11b+Gr-1+) de l’infiltrat tumoral seront alors quantifiées par cytométrie de flux. 

L’expression de iNOS par ces cellules sera également analysée. Nous pourrons alors vérifier le 

pouvoir immunosuppresseur des MDSCs isolées des tumeurs de ce modèle murin, par leur co-

culture avec des LT CD8+ activés préalablement et marqués au CFSE pour suivre leur 

prolifération. Pour cette expérience, l’utilisation de LT de souris transgéniques OT-I, porteurs 

d’un récepteur T (TCR) transgénique capable de reconnaître spécifiquement le peptide 257-264 

de l’ovalbumine, serait adaptée puisque leur activation est facile in vitro en ajoutant ce peptide 

dans le milieu de culture. 

 

I.3.b) Impact direct des bactéries E. coli colibactine-positives sur la 

réponse LT 

 

Il n’est pas exclu que les E. coli colibactine-positives puissent directement induire une 

diminution des LT par un mécanisme qu’il faut identifier, et ainsi participer à la baisse de 

l’immunosurveillance anti-tumorale. Les mécanismes potentiellement impliqués dans la 

modulation des LT par une infection directe de ces cellules par les E. coli colibactine-positives 

pourraient être liés au pouvoir génotoxique de ces souches. En effet, il a été montré que ces 

bactéries pouvaient induire des dommages de l’ADN puis l’apoptose des LT (Marcq et al., 

2014). De plus, il est connu que la sénescence de cette population cellulaire peut conduire à des 

dysfonctionnements du système immunitaire (Burton and Stolzing, 2018). 

Si lors des expériences de FISH, les bactéries E. coli colibactine-positives sont 

observées dans les LT ou à proximité immédiate de ces cellules, des expérimentations in vitro 

pourront être initiées afin de mieux comprendre les conséquences de cette interaction. Par 

exemple, une infection directe de LT CD3+ et/ou de LT CD8+ (lignées cellulaires et/ou cellules 

primaires de souris) avec les souches E. coli colibactine-positives pourra être réalisée. 

L’induction de dommages à l’ADN et de sénescence cellulaire par les souches E. coli 

colibactine-positives, directement sur les LT pourra être étudiée par coloration de la β-



Implication Espèce/ Genre bactérien à cibler  Effets rapportés Références 

Modulation de l'environnement 

immunitaire 

  Treponema Associés à un infiltrat fort de LT 

dans les tumeurs CCR 

Cremonesi et al, 2018 

  Desulfovibrio 

  Prevotella 
Associés à un infiltrat faible de LT 

dans les tumeurs CCR 
  Bacteroides 

  Fretibacterium 

  Clostridium 

Maturation LT Gaboriau-Routhiau et al, 2009 

Induction de la réponse Th17 
Ivannov et al , 2009 / Lecuyer 

et al, 2014 

Organisation et maturation des 

structures lymphoïdes 
Lecuyer et al, 2014 

  Bacteroides fragilis 

Induction de la réponse Th17 
Wu et al, 2009 / Thiele-Oberg 

et al, 2017 

Induction réponse Th17 quand 

association avec E. coli-colibactine 

-positive 

Dejea et al, 2018 

Induction de MDSCs Thiele-Oberg et al, 2017 

Inhibition de la réponse LT CD8+ Thiele-Oberg et al, 2017 

  Fusobacterium nucleatum 

Induction de MDSCs 

Kostic et al, 2013 

Induction de Neutrophiles  

Induction de Macrophages M2 

Induction de TAMs 

Inhibition de la réponse LT CD8+ 

Associé à faible infiltrat LT CD3+ 

dans les tumeurs CCR 
Mima et al, 2015 

  Streptoccocus pneumoniae 
Augmentation de l'activité des 

neutrophiles 
Clarke et al, 2010 

  Klebsiella pneumoniae 
Induction d'une inflammation 

Garrett et al, 2010 

  Proteus mirabilis Garrett et al, 2010 

  Faecalibacterium prausnitzii Propriétés anti-inflammatoire Sokol et al, 2008 

Table 2 : Liste des genres et espèces microbiens à cibler pour l’étude d’une dysbiose associée à 

l’infection chronique par E. coli colibactine-positifs. Les espèces et genre listées sont capables de 

moduler le micro-environnement immunitaire colique ou certaines cellules immunitaires. Case violette : 

étude chez l’homme ; Case blanche : étude dans modèle murin ; Case kaki : étude in vitro. TAMs : 

Tumor-Associated-Macrophages 
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galactosidase et par le marquage intranucléaire de -H2AX. Des tests de prolifération (suivie 

grâce à un marquage préalable au CFSE) et de sécrétion de cytokines (dosage de l’IFN- sécrété, 

marquage de l’IFN- intracellulaire) seront aussi effectués après stimulation des LT par des 

anticorps anti-CD3 et anti-CD28. 

Un triple marquage des LT CD8+ (CD3+CD8+) et de -H2AX pourra aussi être envisagé 

sur les sections de côlon des souris APCMin/+ aux différents temps de cinétique ce qui permettra 

éventuellement d’observer ces mécanismes avant la diminution de la population lymphocytaire 

T.  

 

I.4- Implication de facteurs microbiens associés à l’infection chronique par 
des E. coli colibactine-positives  

 

En plus des cellules épithéliales et immunitaires, d’autres composants du micro-

environnement colique tel que le microbiote intestinal pourraient participer à l’effet pro-

carcinogène associé à l’infection chronique par les E. coli colibactine-positives.  

 

I.4.a) Interaction des souches E. coli colibactine-positives avec d’autres 
bactéries coliques 

 

A l’heure actuelle, la plupart des études sur les effets pro-carcinogènes des bactéries 

s’intéresse à un seul type de bactéries. Il a été montré récemment qu’un modèle murin de CCR 

(AOM) co-infecté par B. fragilis producteurs de BFT et par E. coli colibactine-positives 

présentait un développement tumoral et une réponse des LT Th17 plus forts que dans les 

modèles mono-colonisés, suggérant un effet synergique de ces deux types bactériens lors de la 

co-infection (Dejea et al., 2018).  

De nombreuses publications rapportent l’effet de multiples espèces bactériennes sur 

l’environnement immunitaire colique dans des modèles animaux et/ou chez l’homme (Tableau 

2). Nous étudierons si l’abondance de ces genres et espèces bactériennes est modifiée lors de 

l’infection chronique par les bactéries E. coli colibactine-positives, afin de savoir si les 

modulations du micro-environnement pourraient être liées à un déséquilibre de ce microbiote 

et/ou à des interactions entre E. coli colibactine-positive et une ou plusieurs de ces espèces. 

Pour ce faire, la détection et la quantification des bactéries listées dans le Tableau 2 pourront 

être réalisées sur les échantillons (fèces, côlons, tumeurs) des modèles murins APCMin/+ utilisés 
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pour les travaux décrits dans ce manuscrit. Des techniques de séquençage de la sous-unité 16S 

de l’ARN ribosomal pourront être utilisées ainsi qu’une quantification par qPCR des espèces 

cibles. Une localisation de ces espèces microbiennes pourra également être réalisée par FISH 

sur les tissus coliques de ces souris. Ces données pourront ensuite être corrélées au niveau de 

colonisation par les bactéries E. coli colibactine-positives, à l’expression de la colibactine et 

aux différents paramètres de l’environnement immunitaire colique (LT, neutrophiles, 

cytokines, MPO…). Ces études du microbiote pourront être réalisées à des temps plus précoces 

de l’infection afin de comprendre si les évolutions du micro-environnement immunitaire 

colique précèdent ou suivent l’évolution du microbiote colique.  

Ces études phylogénétiques pourront être complétées par des études métagénomiques et de 

métabolomiques afin d’évaluer les modulations fonctionnelles du microbiote. Plus 

particulièrement l’étude de métabolites pouvant influer la réponse immunitaire pourra être 

réalisée. Par exemple, il a été observé que les AGCC, tel que le propionate et l’acétate, induisent 

le recrutement mais également l’activation des neutrophiles (Brestoff and Artis, 2013; Sina et 

al., 2009; Vinolo et al., 2011). Ils peuvent également augmenter la prolifération des LT 

régulateurs (Furusawa et al., 2013; Zitvogel et al., 2016). D’autres métabolites sont connus pour 

moduler la réponse des LT, comme le lactate qui inhibe leur fonction cytotoxique et qui est 

impliqué dans leur entrée en état d’anergie au sein du micro-environnement tumoral 

(Beckermann et al., 2017; Busk et al., 2011). Une étude des métabolites présents dans les fèces, 

le côlon et la tumeur pourra donc également être réalisée en parallèle de l’étude du microbiote 

sur notre modèle murin d’infection, en ciblant plus particulièrement les AGCC et le lactate.  

 

I.4.b) Précision concernant l’implication des facteurs de virulence des 
souches E. coli colibactine-positives 

 

L’étude de l’expression des facteurs de virulence des souches E. coli colibactine-

positives, en particulier la colibactine, et de leur association avec la carcinogenèse colique, 

pourra également être réalisée sur les prélèvements des souris APCMin/+ mais également dans 

les prélèvements de patients atteints de CCR. 

 

En effet, comme décrit plus haut, il sera important de localiser les bactéries dans les 

tissus pour mieux comprendre leur interaction avec le micro-environnement. En plus de la 

localisation il sera intéressant de déterminer et quantifier l’expression de la colibactine par ces 
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souches dans les trois compartiments du côlon des souris APCMin/+ (muqueuse, follicule 

lymphoïdes, tumeurs) mais également dans les MLNs. Pour ce faire  des techniques de qRT-

PCR des gènes de l’îlot pks pourront être utilisées, puisque la colibactine n’a pas été purifiée à 

ce jour. Ces mêmes études sur la localisation des souches et l’expression de la colibactine 

pourront être réalisées sur les prélèvements de muqueuses et de tumeurs de la cohorte de 

patients atteints du CCR opérés au CHU de Clermont-Ferrand. L’interaction entre la colibactine 

et d’autres acteurs du micro-environnement dans la carcinogenèse induite par les souches E. 

coli colibactine-positives, pourra ainsi être étudiée.  

 

Enfin, il pourrait être intéressant de séquencer le génome des souches isolées de patients 

CCR pour identifier des facteurs de virulence permettant l’infection chronique dans le colon : 

comme la présence d’adhésines particulières ou de mucinases. 

 

II- Étude de la fonctionnalité des cellules immunitaires modulées 

par l’infection chronique  
 

Les modulations du micro-environnement dans notre étude sont mises en évidence par 

la détection de phénotypes cellulaires et restent pour l’instant descriptives. Il est nécessaire de 

vérifier la fonctionnalité des cellules immunitaires mises en cause, pour mieux préciser les 

propriétés pro-carcinogènes de ce type de souche. 

 

Le meilleur outil pour les tests de fonctionnalité reste la cytométrie de flux. De 

nombreux tests ont été réalisés lors de cette thèse pour utiliser cette technique sur les tumeurs 

coliques des souris APCMin/+, mais la taille des tumeurs (6 à 30 mg) ne permet pas l’extraction 

d’un nombre suffisant de cellules pour permettre une analyse précise de l’infiltrat immunitaire 

tumoral. Ainsi, des marquages par immunohistochimie en ciblant les LT ou/et les neutrophiles 

ainsi que les cytokines/enzymes respectives qu’elles produisent (IFN-, MPO, IL-8…) sur les 

côlons de souris APCMin/+ sont envisageables en utilisant la technique de l’algorithme pour la 

quantification. 
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II.1- Étude de la fonctionnalité des LT anti-tumoraux (LT CD8+, LT 
CD4+CD25+, et LT CD8+CD25+) 

 

En fonction de leur localisation, de leur phénotype et de leur état d’activation, 

l’implication des LT peut être différente dans le CCR. L’étude de leur fonctionnalité via 

l’analyse des cytokines qu’ils produisent est donc essentielle. En particulier, les LT anti-

tumoraux CD8+ activés produisent de l’IFN- qui leur permet d’avoir une activité cytotoxique 

contre la tumeur (Dunn et al., 2002; Pardoll, 2012). Les LT régulateurs CD4+ CD25+ peuvent 

également avoir un rôle anti-tumoral dans le CCR s’ils réduisent l’inflammation de la 

muqueuse, par la production de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 (Erdman et al., 2005). 

Ainsi, dans notre étude la diminution des cytokines anti-inflammatoires IL-10 et TGF-β dans 

le côlon peut être reliée à la diminution des LT régulateurs observée dans les MLNs, qui sont 

les principaux organes sources d’effecteurs immunitaires pour le côlon. Nous n’avons pas vu 

de variations d’IFN- par PCR dans la muqueuse proximale colique mais cela ne veut pas dire 

qu’aucune variation n’existe au niveau cellulaire. Nous envisageons donc d’effectuer sur les 

sections de côlon des souris APCMin/+ des co-marquages des LT CD3+ CD8+ et de l’IFN- pour 

permettre de co-localiser ces cellules et cette cytokine, ce qui témoignera de leur activation 

cytotoxique (Fiorelli et al., 1998; Pardoll, 2012)La sécrétion d’IL-10 par les LT CD4+ CD25+ 

et LT CD8+ CD25+ pourrait aussi être étudiée de la même manière au niveau des MLNs.  

 

II.2- Étude de la fonctionnalité des neutrophiles 
 

L’induction de l’inflammation et du stress oxydant observée par luminescence en 

caméra dédiée petit animal, ainsi que l’augmentation de la MPO dans les fèces et dans le colon 

suite à l’infection chronique, suggèrent que les neutrophiles détectés seraient activés et 

sécréteurs de MPO et de ROS (Klebanoff et al., 2013; Sionov et al., 2014). Il est nécessaire de 

confirmer que cette activation des neutrophiles, via notamment l’étude de leur capacité à 

sécréter de la MPO. Ainsi, un double marquage Ly6G/MPO pourra être effectué pour vérifier 

que les neutrophiles qui sont augmentés chez les souris APCMin/+ sont actifs et jouent un rôle 

dans l’induction de la micro-inflammation. L’implication des neutrophiles et leur fonction dans 

le développement tumoral pourront également être vérifiées en les déplétant chez les souris 

APCMin/+ grâce à l’utilisation d’anticorps anti-Ly6G (clone 1A-8), d’après le protocole déjà 
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utilisé par Lakritz et al (Lakritz et al., 2015). Après déplétion puis infection par la souche 11G5, 

l’inflammation et le développement tumoral pourront être étudiés.  

 

III - Induction d’une résistance aux immunothérapies ciblant le 

couple de checkpoints immunologique PD-1/PDL-1 
 

Nos travaux décrits dans ce manuscrit ont mis en évidence pour la première fois que 

l’infection par les bactéries E. coli colibactine-positives entraînent une résistance à une 

immunothérapie ciblant le checkpoint immunologique PD-1 dans le modèle murin de greffe 

syngénique sous-cutanée MC-38. Il est indispensable de comprendre les mécanismes impliqués 

dans cette résistance, ce qui pourra être entrepris dans les modèles murins de CCR disponibles 

au laboratoire M2iSH.  

 

III.1- Confirmation de la résistance induite par l’infection par les E. coli 
colibactine-positives sur la réponse à l’immunothérapie anti-PD-1 dans 
d’autres modèles 

 

Nous avons choisi de réaliser nos premières expériences sur le modèle de greffes sous-

cutanées de cellules tumorales coliques MC-38. Ce modèle semblait pertinent car les études 

récentes cherchant à comprendre l’impact du microbiote sur la réponse aux immunothérapies 

contre le mélanome, utilisent notamment les greffes sous-cutanées de cellules MC-38 avec 

inoculation des bactéries dans le tube digestif des animaux (Gopalakrishnan et al., 2018; Matson 

et al., 2018; Routy et al., 2018b; Sivan et al., 2015; Vetizou et al., 2015a). Grâce à un nombre 

d’animaux non limitant, l’utilisation de ce modèle nous permet d’accroître la puissance 

statistique de nos études par rapport aux modèles APCMin/+. De plus la croissance tumorale est 

beaucoup plus rapide (1 mois contre 3 mois pour le modèle APCMin/+) et son suivi est facilité 

grâce à l’accessibilité sous-cutanée de la tumeur.  

Étant donnés les résultats prometteurs que nous avons obtenus sur le modèle MC38, il 

parait maintenant intéressant de les confirmer dans le modèle APCMin/+. Cela implique de 

vérifier préalablement que le modèle de souris APCMin/+ répond à ce type de traitement. L’effet 

immunosuppresseur de l’interaction du checkpoint immunologique PD-1 avec son ligand PDL-

1 a été observé dans le modèle APCMin/+ (Jayakumar and Bothwell, 2017) suggérant que ce 

modèle animal pourrait être utilisé pour évaluer l’efficacité de ce type d’immunothérapie. Après 
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validation de la réponse à l’anti-PD-1 dans le modèle APCMin/+, l’impact de l’infection 

chronique par les bactéries E. coli colibactine-positives sur l’efficacité de cette immunothérapie 

pourra être évalué. Comme dans ce modèle la croissance tumorale ne peut être suivie 

manuellement, il est envisagé d’utiliser la plateforme d’imagerie petit animal (IMOST, 

Clermont-Ferrand) et notamment une détection par PET/CT (Tomographie par Émission de 

Positrons et tomodensitomètre à rayons X). Des études supplémentaires pour confirmer 

l’implication de la colibactine dans cette résistance au traitement pourront également être 

réalisées en utilisant le mutant isogénique ClbQ de la souche E. coli colibactine-positive 

11G5. 

 

Ces études pourront être élargies à d’autres types de cancer, aux vues de l’effet 

bénéfiques ou délétères de certains composants du microbiote sur des immunothérapies anti-

checkpoints immunologiques (Derosa et al., 2018; Routy et al., 2018a). L’effet de l’infection 

chronique par les souches E. coli colibactine-positives sur l’efficacité des anti-PD-1 pourra être 

étudié sur les cellules de mélanomes B16Bl6 injectées en sous-cutanées chez de souris 

C57BL/6J. 

 

III.2- Étude des mécanismes liés à la résistance à l’immunothérapie  

anti-PD-1 
 

III.2.a) Implication de la diminution de l’infiltrat de LT dans la tumeur en 
contexte d’infection chronique par E. coli colibactine-positive 

 

Il est bien décrit que l’effet anti-tumoral des immunothérapies ciblant PD-1/PDL-1 est dû en 

majorité à la restauration de la réponse des LT présents sur le site tumoral (Pardoll, 2012; Sharpe 

and Pauken, 2018; Simon and Labarriere, 2017). Dans le mélanome, il a été décrit que la 

résistance aux immunothérapies anti-checkpoints immunologiques est associée à un faible 

infiltrat de LT intra-tumoraux, à la fois dans les modèles murins et chez les patients (Jenkins et 

al., 2018; Peng et al., 2016). De même, dans le CCR, le phénotype MSS résistant à 

l’immunothérapie est associé à un faible infiltrat immunitaire comparativement au phénotype 

MSI (Xiao and Freeman, 2015). Ces données vont bien dans le sens d’un rôle essentiel de 

l’infiltrat immunitaire dans la réponse à ce type de traitement. Nos résultats obtenus sur le 

modèle APCMin/+ et sur les patients atteints de CCR, montrent une diminution des LT associée 
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Figure 37 : Augmentation de l’expression du ligand de checkpoint immunologique PDL-1

induite par l’internalisation des bactéries E. coli colibactine-positives 11G5. Après 24h

d’infection par la souche E. coli colibactine-positive 11G5 GFP+ (souche isolée de patient atteint de

CCR et transformée avec le plasmide CmR pH56575 specR-GFP) de la lignée cellulaire HCT116

(adénocarcinome colique humain), l’expression de la protéine membranaire PDL-1 a été analysée

par cytométrie de flux. (A) La proportion de cellules infectées exprimant PDL-1 a été mesurée. Les

cellules ayant internalisé les bactéries (soit 30 % de la population cellulaire infectée) (GFP+PDL-1+

; Q2) ont été comparées aux cellules infectées n’ayant pas internalisé les bactéries (soit 70% des

cellules (GFP-PDL-1+ ; Q1). On observe une augmentation de la proportion de cellules exprimant

PDL-1 lorsqu’elles ont internalisé les bactéries (C) comparativement aux cellules n’ayant pas

internalisé les bactéries (B). (D) En effet 68% des cellules ayant internalisé la souche E. coli

colibactine-positive 11G5 GFP+ expriment PDL-1 à leur membrane contre seulement 47% des

cellules n’ayant pas internalisé ces bactéries. Ces résultats nécessitent d’être reproduits et confirmés.

PDL-1 : Programmed cell death ligand 1; *** P < 0,001

A

B C

D
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à l’infection chronique par E. coli colibactine-positive, qui pourrait expliquer la résistance à 

l’immunothérapie anti-PD-1. Néanmoins, il est nécessaire de confirmer cette hypothèse en 

comparant l’infiltrat des tumeurs MC-38 provenant des souris infectées par E. coli colibactine-

positive n’ayant pas répondu au traitement avec les souris infectées ayant répondu au traitement 

at avec les souris non infectées. Les lymphocytes T seront quantifiés par cytométrie en flux 

après dissociation des tumeurs.  

III.2.b) Modulation de l’expression du ligand PDL-1 par E. coli 

colibactine-positive  

 

L’effet direct de E. coli colibactine-positive sur l’expression des checkpoints 

immunologiques ou de leur ligands sera également exploré. En effet, une augmentation de 

l’expression du ligand inhibiteur des LT PDL-1 sur les cellules coliques pourrait également 

expliquer une moindre réponse au traitement anti-PD-1, en renforçant l’inhibition des LT. Il a 

déjà été observé que des pathogènes pouvaient stimuler l’expression de ces checkpoints 

immunologiques, par exemple H. pylori induit l’expression de PDL-1 sur les cellules 

épithéliales gastriques et sur les cellules dendritiques (Beswick et al., 2007; Keir et al., 2008; 

Silva et al., 2016; Wu et al., 2010c). Des études préliminaires ont été réalisées dans le cadre du 

stage de DUT de Fanny Lauterbach, encadrée lors de cette thèse. Des cellules épithéliales 

coliques HCT116 ont été infectées par la souche E. coli colibactine-positive 11G5 exprimant la 

GFP. En parallèle l’expression de PDL-1 a été étudiée par cytométrie de flux. Nous avons mis 

en évidence une augmentation de l’expression de PDL-1 seulement sur les cellules présentant 

une infection intracellulaire (Figures 37 et 38). Ces résultats sont préliminaires et cet effet de 

la souche sera confirmé in vivo.  

 

III.2.c) Implication du microbiote associé à l’infection par E. coli 
colibactine-positive  

 

Le microbiote intestinal associé à l’infection par E. coli colibactine-positive pourrait 

également contribuer à la résistance à l’anticorps anti-PD-1 induite par cette infection. En effet, 

il est connu que le microbiote peut impacter la réponse aux anti-cancéreux, que ce soit la 

chimiothérapie (Daillère et al., 2016; Viaud et al., 2013) ou les traitements par immunothérapie 

ciblant les checkpoints immunologiques (Gopalakrishnan et al., 2018; Matson et al., 2018; 

Routy et al., 2018b; Sivan et al., 2015; Vetizou et al., 2015a) (Tableau 3). Il a été montré que 



52 %

HCT116 infectées + anticorps anti-PDL-1

48 %

HCT116 non infectées + anticorps anti-PDL-1

HCT116 infectées sans anticorps anti-PDL-1

0,5%

Figure 38 : L’augmentation de l’expression de PDL-1 induite par les bactéries E. coli

colibactine-positives, nécessite l’internalisation des bactéries. Après 24h d’infection par la

souche E. coli colibactine-positive 11G5 GFP+ (souche isolée de patient atteint de CCR et

transformée avec le plasmide CmR pH56575 specR-GFP) de la lignée cellulaire HCT116

(adénocarcinome colique humain), l’expression de la protéine membranaire PDL-1 a été

analysée par cytométrie de flux. (A) Témoin négatif de l’expression de PDL-1 : cellules

HCT116 sans anticorps anti-PDL-1. (B-C) Nous n’avons pas constaté de différence

d’expression de PDL-1, entre les cellules non infectées (B) et infectées (C) après 24h

d’infection par la souche E. coli colibactine-positive 11G5 GFP+. (D) Néanmoins

l’augmentation de la proportion des cellules exprimant PDL-1 après l’internalisation de la

bactérie suggère que les bactéries E. coli colibactine-positives 11G5 doivent être internalisées

pour augmenter l’expression de PDL-1 sur la membrane de ces cellules. Ces résultats

nécessitent d’être reproduits et confirmés. PDL-1 : Programmed cell death ligand 1

A

B C

PDL‐1 +
GFP +

D



Implication Espèce/ Genre bactérien à cibler  Effets reportés Références 

Efficacité des immnothérapies  

  Bacteroidales  
Associés aux patients non 

répondeurs à anti-PD1 

Gopalakrishan et al, 2018   Faecalibacterium 
Associés aux patients répondeurs à 

anti-PD1 

  Clostridiales  
Associés aux patients répondeurs à 

anti-PD1 

  Bacteroides 
Augmentation de l'efficacité d'un 

anti-CTLA-4 
Vétizou et al, 2015 

  Lactobacillus johnsonii  

Augmentation de l'efficacité du 

cyclophosphamide par modulation 

du système immunitaire 

Viaud et al, 2013 

  Enteroccocus hirae  
Viaud et al, 2013 / Daillières 

et al, 2016 

  Barnesiella intestinihominis  
Viaud et al, 2013 / Daillières 

et al, 2016 

  Akkermansia muciniphila  
Augmentation de l'efficacité d'un 

anti-PD1 et/ou anti-CTLA-4 
Routy et al, 2018 

  Bifidobacterium longum Augmentation de l'efficacité d'un 

anti-PDL1 
Sivan et al, 2015  

  Bifidobacterium breve 

  Bifidobacterium longum 

Associés aux patients répondeurs à 

anti-PD1 
Matson et al, 2018 

  Bifidobacterium adolescentis 

  Enterococcus faecium 

  Klebsiella pneumoniae 

  Veillonella parvula 

  Parabacteroides merdae 

  Lactobacillus sp. 

  Ruminococcus obeum Associés aux patients non 

répondeurs à anti-PD1 
Matson et al, 2018 

  Roseburia intestinalis 

  Bacteroides thetaiotaomicron 
Associés aux patients non 

répondeurs à anti-PD1 
Gopalakrishan et al, 2018 

Tableau 3 : Liste des genres et espèces microbiens à cibler pour l’étude d’une dysbiose associée 

à l’induction de la résistance à l’immunothérapie anti-PD-1, en contexte d’une infection 

chronique à E . coli colibactine-positifs. Certains de ces genres et espèces listés sont capables 

d’augmenter ou de diminuer l’efficacité des chimiothérapie et/ou immunothérapies anti-cancéreuses 

ciblant des checkpoints immunologiques dans des modèles murins. D’autres ont une abondance 

enrichie soit chez les patients répondeurs ou soit chez les patients non répondeurs à ce type 

d’immunothérapie. PD-1 : Programmed cell death 1. PDL-1 : Programmed cell death ligand 1. 

CTLA-4 : cytotoxic T-lymphocyte–associated antigen 4. 

Case violette : étude chez l’homme ; Case blanche : étude dans modèle murin ; Case kaki : étude in 

vitro 
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la sur-représentation de certaines espèces bactériennes est associée à une meilleure réponse à 

des immunothérapies ciblant PD-1 chez des patients atteints de différents types de cancers 

(mélanome, poumons... ) alors que d’autres espèces sont associées à une résistance des patients 

à ce type de traitement (Gopalakrishnan et al., 2018; Matson et al., 2018; Routy et al., 2018b). 

Ainsi, il serait intéressant d’identifier si certaines espèces ayant un effet bénéfique sur la 

réponse à ce type de traitement, telles que Bifidobacterium longum et Akkermansia muciniphila, 

sont diminuées après l’infection chronique par E. coli colibactine-positives dans les souris 

C57BL/6 porteuses de tumeurs MC38. De la même manière nous pourrons observer si les 

espèces déjà décrites comme étant associées à une résistance au traitement chez l’homme, sont 

enrichies chez ces souris après infection par ces bactéries, comme par exemple Bacteroides 

thetaiomicron, Ruminococcus obeum et Roseburia intestinalis. La détection et la quantification 

de ces bactéries seront étudiées comme décrit précédemment, dans les fèces et les muqueuses 

de ces souris, et les données seront comparées entre souris répondeuses et non répondeuses au 

traitement. Pour confirmer le rôle clé du microbiote dans la résistance au traitement, l’efficacité 

de l’immunothérapie anti-PD-1 sera testée chez des souris axéniques porteuses des tumeurs 

MC-38 auxquelles sera transféré le microbiote des souris infectées par E. coli colibactine-

positives résistantes au traitement ou répondeuses. La réponse de ces souris pourra être 

comparée à celle d’animaux mono-colonisés par la souche E. coli colibactine-positive 11G5 

afin de déterminer si la résistance à cette immunothérapie est induite uniquement par la 

monocolonisation ou par une interaction des souches E. coli colibactine-positives avec d’autres 

composants du microbiote.  

 

La compréhension des mécanismes par lesquels les bactéries E. coli colibactine-positives 

induiraient cette résistance à l’anti-PD-1 pourrait apporter de nouvelles cibles thérapeutiques 

pour lever la résistance à ce type de traitement chez des patients colonisés par ce type de souche. 
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IV- Escherichia coli colibactine-positive : nouveau marqueur de 

mauvais pronostic pour la réponse aux immunothérapies anti-PD-

1 chez les patients atteints de CCR ? 
 

Plusieurs études suggèrent que différentes dysbioses pourraient être des marqueurs de 

mauvais pronostic du CCR (Routy et al., 2018a; Tilg et al., 2018b; Villéger et al., 2018). Le 

laboratoire M2iSH a montré une relation entre colonisation de la muqueuse par les E. coli 

cyclomoduline-positives et les formes de CCR de mauvais pronostic (stade TNM élevé) 

(Bonnet et al., 2014). Ces résultats ont été confirmés par une étude menée par Eklöf et al, dans 

un autre laboratoire, qui montre que les E. coli cyclomoduline-positives (clbA+) sont détectées 

dans les fèces de patients CCR, leur abondance étant plus forte à un stade avancé 

(adénocarcinome par rapport à lésions dysplasiques) (Eklöf et al., 2017). 

 

La diminution spécifique des LT observée lors de notre étude à la marge des tumeurs de 

patients atteints de CCR porteurs de souches E. coli colibactine-positives suggère aussi la valeur 

pronostique de la présence de ce type de souche. En effet, il est établi grâce à de nombreuses 

études chez l’homme qu’un infiltrat pauvre en LT (LT CD3+, LT CD45RO+ et LT CD8+) dans 

la marge des tumeurs CCR est un marqueur de mauvais pronostic chez les patients. En effet, la 

détermination de la densité de deux populations de LT (CD3+/CD45RO+ ou CD3+/CD8+ ou 

CD8+/CD45RO+) dans la marge et au centre des tumeurs de patients permet de définir un 

Immunoscore variant de 0 (faible densité de LT dans les deux régions tumorales) à 4 (forte 

densité des LT dans les deux régions tumorales). Il a été montré que plus la valeur de 

l’Immunoscore est élevée, meilleur sera le pronostic du patient (Galon et al., 2012, 2014, 2016; 

Mlecnik et al., 2016; Pagès et al., 2018; Tosolini et al., 2011). Ainsi il serait intéressant d’étudier 

si la colonisation par E. coli colibactine-positives pourrait être un marqueur de l’infiltrat 

immunitaire T des tumeurs. Pour ce faire, d’autres études sur un nombre plus important de 

patients atteints de CCR pourront être réalisées, à travers lesquelles la densité de LT dans les 

tumeurs et l’Immunoscore des patients pourront être corrélés à leur colonisation par ces souches 

aussi bien dans les selles que dans les tissus (muqueuse, tumeur).  

 

Récemment, l’immunothérapie ciblant le checkpoint immunologique PD-1 a montré de très 

bons résultats sur des cancers colorectaux de phénotype MSI ou déficients pour le système de 

réparation de l’ADN MMR (dMMR), alors que les cancers colorectaux de phénotype MSS sont 
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résistants à ce type de thérapie (Le et al., 2015). Depuis, le pembrolizumab (nouvel anticorps 

thérapeutique anti-PD-1) a été approuvé par l’Agence américaine des produits alimentaires et 

médicamenteux (FDA) pour les patients atteints de CCR de phénotypes MSI ou dMMR (O’Neil 

et al., 2017). Le laboratoire M2iSH a mis en évidence pour la première fois dans nos travaux 

que l’infection par les bactéries E. coli colibactine-positives peut induire une résistance à une 

immunothérapie ciblant le checkpoint immunologique PD-1 dans le modèle murin de CCR de 

greffe syngénique sous-cutanée MC-38. De manière intéressante, la prévalence des bactéries E. 

coli colibactine-positives est plus élevée chez les patients avec des tumeurs de phénotype MSS 

(Gagnière et al., 2017). La présence de ces bactéries chez les patients pourrait donc être un 

marqueur prédictif de la résistance aux immunothérapies anti-PD-1 dans les CCR de type MSS.  

 

Afin de confirmer ces hypothèses, des études cliniques sont nécessaires. Il serait 

envisageable, dans des essais cliniques testant des thérapies anti-PD-1, d’inclure des 

prélèvements de fèces et des biopsies de tissus pour détecter la présence de bactéries 

colibactine-positives. Pour détecter ce type de bactéries rapidement chez les patients, la 

méthode de référence est d’effectuer une PCR ciblant les gènes de l’îlot pks (Arthur et al., 2012; 

Dejea et al., 2018; Gagnière et al., 2017). Il est important de noter que l’îlot pks n’est pas 

seulement porté par l’espèce E. coli mais aussi par d’autres espèces bactériennes : Klebsiella 

pneumoniae, Enterobacter aerogenes, et Citrobacter koseri (Faïs et al., 2018). Ainsi il sera 

important de compléter cette détection d’un gène ou plusieurs gènes de l’îlot pks par une 

quantification par PCR quantitative de l’espèce E. coli. Dans l’idéal, la détection dans les fèces 

sera privilégiée pour son caractère non invasif. L’analyse de l’infiltrat des LT et la 

détermination de l’Immunoscore des tumeurs pourront être menées en parallèle pour vérifier la 

prédictibilité et l’interdépendance de ces marqueurs. La réponse au traitement anti-PD-1 sera 

suivie, notamment la survie sans récidive à 5 ans, ainsi que la survie globale. Il est important 

de préciser qu’il sera essentiel de distinguer les patients en fonction de leur phénotype MSS et 

MSI lors de l’analyse si l’étude inclut les deux types de phénotypes tumoraux. 
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Ces travaux de thèse ont permis de préciser l’effet d’une infection chronique par E. coli 

colibactine-positive, d’une part sur le micro-environnement immunitaire colique et son 

implication sur la carcinogenèse colique, et d’autre part sur l’efficacité anti-tumorale des 

traitements par immunothérapie ciblant le checkpoint immunologique PD-1. Afin d’étudier les 
interactions microbiote-système immunitaire-hôte, nous avons choisi de travailler sur le modèle 

APCMin/+, modèle murin de référence du CCR et immunocompétent.  

 Nous avons développé et validé une nouvelle méthode pour quantifier les cellules 

immunitaires dans le côlon du modèle murin APCMin/+. En complément des techniques déjà en 

place au laboratoire, cette méthode basée sur des marquages immunofluorescents et sur 

l’analyse numérique semi-automatisée des images nous a permis de distinguer, quantifier et 

localiser des populations cellulaires dans trois compartiments d’intérêt d’une section colique 
entière : la muqueuse, les follicules lymphoïdes et les tumeurs. Une analyse précise de 

l’environnement immunitaire colique a ainsi été obtenue dans le modèle de souris APCMin/+ 

chroniquement infectées par la souche E. coli colibactine-positive 11G5 isolée de patient atteint 

de CCR. Nous avons ainsi montré in vivo que cette bactérie induit un environnement pro-

carcinogène dépendant de la présence de la colibactine, avec le recrutement d’une population 
pro-inflammatoire, les neutrophiles, l’expression accrue de l’enzyme pro-inflammatoire MPO 

et la diminution de la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires. Cet environnement pro-

carcinogène est également caractérisé par un nombre plus faible des Lymphocytes T (LT) dans 

la muqueuse, la tumeur et les ganglions mésentériques en contexte d’infection par E. coli 

colibactine-positive, suggérant une altération de la réponse anti-tumorale. Cet effet 

immunosuppresseur sur la défense anti-tumorale de l’hôte a été confirmé chez les patients 
atteints de CCR et porteurs des E. coli colibactine-positives. Enfin, nous avons démontré qu’une 
infection par E. coli colibactine-positive induit une résistance à une immunothérapie anti-

tumorale ciblant le checkpoint immunologique PD-1, connu pour être surexprimé notamment 

par les LT dans le micro-environnement tumoral. Ces résultats suggèrent que la diminution de 

l’infiltrat  lymphocytaire T induite par l’infection chronique du tube digestif par des E. coli 

colibactine-positives pourrait être liée à cette résistance aux traitements.  

 Ainsi, les travaux effectués lors de cette thèse confirment le rôle clé de certaines 

bactéries du microbiote intestinal dans la carcinogenèse colique et la réponse aux traitements 

anti-cancéreux. À plus long terme, ces résultats pourraient permettre d’utiliser la détection des 
E. coli colibactine-positives comme marqueur de mauvais pronostic du CCR, notamment vis-

à-vis de la réponse aux stratégies ciblant le checkpoint immunologique PD-1/PDL1. 
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the second leading cause of 
cancer worldwide. CRC is still associated with a poor 
prognosis among patients with advanced disease. On 
the contrary, due to its slow progression from detectable 
precancerous lesions, the prognosis for patients with early 
stages of CRC is encouraging. While most robust methods 
are invasive and costly, actual patient-friendly screening 
methods for CRC suffer of lack of sensitivity and specificity. 
Therefore, the development of sensitive, non-invasive and 
cost-effective methods for CRC detection and prognosis 
are necessary for increasing the chances of a cure. Be-
yond its beneficial functions for the host, increasing 
evidence suggests that the intestinal microbiota is a 
key factor associated with carcinogenesis. Many clinical 
studies have reported a disruption in the gut microbiota 
balance and an alteration in the faecal metabolome of 
CRC patients, suggesting the potential use of a microbial-
based test as a non-invasive diagnostic and/or prognostic 
tool for CRC screening. This review aims to discuss the 
microbial signatures associated with CRC known to date, 
including dysbiosis and faecal metabolome alterations, and 
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the potential use of microbial variation markers for non-
invasive early diagnosis and/or prognostic assessment of 
CRC and advanced adenomas. We will finally discuss the 
possible use of these markers as predicators for treatment 
response and their limitations.
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Core tip: Many clinical studies have reported a disruption 
in the gut microbiota balance and in the faecal meta-
bolome in colorectal cancer. In this review, we describe 
the modifications in the microbiota composition and 
metabolome observed in colorectal cancer (CRC) tissue 
and stool samples. Then, we detail how these microbiota 
modifications may represent novel and promising non-
invasive diagnostic and/or prognostic markers for CRC and 
advanced adenoma.

Villéger R, Lopès A, Veziant J, Gagnière J, Barnich N, Billard 

E, Boucher D, Bonnet M. Microbial markers in colorectal 

cancer detection and/or prognosis. World J Gastroenterol 2018; 

24(22): 2327-2347  Available from: URL: http://www.wjgnet.
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INTRODUCTION

Approximately 5% of the population in Western coun

tries will develop colorectal cancer (CRC) during their 

lifetime[1]. CRC is a heterogeneous disease with a 

wide range of longterm outcomes and responses to 

treatment. Despite recent advances in the genetic and 

molecular characterization of tumours, CRC remains 

associated with a poor prognosis and very low rates 

of longterm survival among patients with advanced 

disease[2,3]. On the contrary, the 5year survival of 

patients treated during the early stages of CRC, which 

represent only onethird of all CRC patients, is encour

aging, ranging from 72% to 100%[4]. Therefore, early 

detection of both premalignant lesions and CRC is cru

cial for increasing the chances of a cure[5]. Moreover, 

accurate determination of the prognosis is crucial for 

the practitioners, in order to optimize and personalize 

treatment strategies. Given the poor prognosis of 

this cancer, it is essential to validate new diagnostic 

and prognostic markers. Studies on the implications 

of the gut microbiota in CRC are now increasing[611]. 

Identification of a CRCassociated dysbiosis and/or the 

targeted detection of procarcinogenic bacterial species 

and/or their effectors in stool or tissue samples may 

represent promising tools to overcome the limitations 

and the poor performance of current CRC screening 

tools and prognostic/predictive factors. This review will 

focus on gut microbiotarelated markers, which may be 

new biological markers for CRC screening or prognosis 

determination.

CURRENT STRATEGIES FOR CRC 

SCREENING AND PROGNOSTIC 

FACTORS

Screening strategies
Individual (opportunistic) and populationbased (orga

nized) screening strategies have been established 

permitting the reduction of CRC mortality either by 

detecting CRC or removing premalignant lesions[12]. 

Several CRC screening tests have been used and have 

different degrees of performance that vary worldwide 

and are primarily driven by costs, lifestyle and endoscopic 

resource constraints. In addition to the classic invasive 

endoscopic approaches, there has been great interest 

in developing and evaluating noninvasive methods, 

including radiographic examinations and stool and 

bloodbased tests, with the goal of creating efficient, 

safe, convenient and costeffective screening tools[1318].

Endoscopy is currently the most effective modality for 

detecting asymptomatic premalignant polyps and CRC 

and for preventing CRC development by the immediate 

removal of premalignant lesions[13]. However, this 

procedure requires prior bowel cleansing and causes 

postprocedural discomfort, which are both responsible 

for low participation rates in colonoscopy CRC screening 

programmes[13]. Moreover, the need for general an

aesthesia and the invasiveness of the procedure exposes 

patients to potentially severe complications[19,20]. Com

puted tomography (CT) colonography, also known 

as “virtual colonoscopy”, is a noninvasive alternative 

to colonoscopy[2123]. However, CT colonography pre

sents some drawbacks such as its high cost, lack of 

standardized methods, need for bowel cleansing, poor 

performance for detecting small or flat lesions, and lack 
of ability to perform immediate biopsy[14,24]. For these 

reasons, other noninvasive stool and bloodbased tests 

are more promising tools for initial CRC screening in two

step approaches.

Noninvasive stoolbased early CRC screening mo

dalities involve either detecting occult bleeding in the 

stool, such as with guaiac fecal occult blood test (gFOBT) 

and faecal immunohistochemical testing (FIT), or 

detecting DNA, RNA and protein markers of neoplasia 

in faeces. The rationale for the use of such tools is that 

the mucosa of both polyps and CRC is more fragile and 

vascularized and thus bleeds and desquamates more 

easily than normal colonic mucosa. The effectiveness 

of gFOBT and FIT have been established for reducing 

both CRC incidence and mortality, thus permitting their 

use in many CRC screening programmes[2,19,21,2536]. 

However, these techniques have been criticized for their 

relatively low specificity[14]. Therefore, new molecular 
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CRC screening methods targeting abnormal proteins 

or mRNA expression (e.g., PKM2, βactin expression), 

gene mutations (e.g., KRAS, APC, P53), microsatellite 

instability (MSI) or aberrantly methylated promoter 

regions present in stool or body fluids are a developing 
area of investigation to establish innovative large

scale screening programmes[13,14,3745]. As many tissues 

release some of their constituents in the bloodstream, 

the detection of circulating tumour cells DNA (cfDNA) 

in the blood is a recent area of great interest in CRC 

screening[4649]. Although these biomarker tests show 

promising sensitivities, their high costs and high test 

positivity rates may lead to greater demands on endo

scopy departments, and the absence of largescale 

validation currently remains the main limitation of their 

routine use in populationbased CRC screening pro

grammes[18,40,41]. 

Prognostic and predictive factors
Many prognostic factors including many socioeconomic 

and clinical factors are routinely used to optimize 

and personalize treatment strategies[5053]. However, 

pathological factors are currently the most powerful tools 

that are routinely used to adapt therapeutic strategies, 

especially for conditioning the administration of non

operative treatments, such as chemotherapy and radio

therapy. The TNM international staging system remains 

the goldstandard for determining both CRC prognosis 

and treatment indications[4,5456]. Unfortunately, this 

classification is largely imperfect, which is highlighted by 
the constant changes it undergoes with the advances 

in the field of CRC research. Furthermore, it has some 
limitations. In particular, it is inaccurate for some sub

groups of patients whose prognosis and indications for 

adjuvant treatments remain unclear. Therefore, some 

other pathological prognostic factors are routinely used, 

such as the presence of lymphovenous and/or perineural 

invasion[5760], tumour budding[61,62] and tumour differen

tiation grade[63,64].

In addition, studies have shown tumour genomics 

and cellular alterations can supplement clinicopatho

logical factors. Aneuploidy[65], tumour-infiltrating lympho-
cytes[66,67], overexpression of the CEA in tumours[68], 

allelic loss in DCC, TP53, APC and MCC genes[69,70], TP53 

gene mutations[71], expression of CD44 protein[72], high 

levels of thymidylate synthetase[73], and the detection of 

MSI and both RAS and BRAF genes mutations all play 

prominent roles in determining CRC prognosis and in 

personalizing treatments. They are independent strong 

prognostic factors[7482] and are also predictive of the 

response to some widely used chemotherapy regimens, 

including targeted therapies and immunotherapy[74,76,8394].

Serum prognostic factors [e.g., Creactive protein 

(CRP), carcinoembryonic antigen (CEA), and cfDNA] can 

also be very useful tools. Both CRP and serum albumin 

levels are associated with a worse prognosis but are 

not routinely used as prognostic factors for CRC[95101]. 

The CEA level is a wellrecognized and routinely used 

independent prognostic factor for CRC[102,103]. Persis

tently elevated CEA levels after treatment are correlated 

to both a higher risk of recurrence and decreased sur

vival. Similarly, normal CEA levels after treatment are 

associated with improved recurrencefree and overall 

survival[104]. In addition to CRC screening, investigations 

evaluating cfDNA have recently gained attention in the 

field of CRC research. The detection and the quanti

fication of specific gene mutations (RAS and BRAF genes) 

or DNA methylation alterations[105,106] are correlated with 

CRC prognosis[107,108], independent of the tumour stage. 

In the future, monitoring of cfDNA levels may guide 

therapeutic strategies[109,110] and improve patient follow

up, allowing the earlier detection of recurrence.

As we previously mentioned, all these screening 

strategies and prognostic markers present many limita

tions. Therefore, there is still a need to develop other 

effective noninvasive screening and prognostic tools 

to replace or supplement those currently in use, with 

the aim of decreasing CRC mortality and optimizing 

treatment strategies. The study of intestinal microbiota 

provides new leads to identify powerful biomarkers.

MICROBIAL SIGNATURES IN CRC

Functions of intestinal microbiota on gut homeostasis
The intestinal microbiota and its host have coevolved 

to establish a symbiotic relationship leading to digestive 

system homeostasis. Many metabolic, immunological, 

structural and protection functions that are essential to 

the health of the host are performed by the intestinal 

microbiota. Thus, one of the major functions of the gut 

microbiota is to ferment complex carbohydrates in order 

to produce a large amount of metabolites (short chain 

fatty acids (SCFAs), bile acids, choline, essential vitamins, 

etc.), some of which represent energetic and nutrient 

substrates for intestinal cells[111,112]. Others are involved 

in the regulation of cellular processes or participate in 

regulating hepatic lipid and glucose homeostasis[112,113]. 

Another function of the gut microbiota is the main

tenance of epithelial homeostasis since commensal 

bacteria can promote epithelial integrity[114]. They can 

induce structural and functional maturation of the colonic 

epithelium with strong modulation of mucus cells[115]. 

The intestinal microbiota also plays a fundamental role 

in the development, maturation and function of the host 

immune system[115,116] and also confers resistance to 

colonization by pathogenic microorganisms by competing 

both for nutrients and attachment sites to the intestinal 

epithelium, by producing and secreting antimicrobial 

compounds, such as bacteriocins, and by strengthening 

epithelial tight junctions[117].

CRC-associated gut microbiota dysbiosis
Approaches used to study the gut microbiome: 

The gut microbiota has a very large diversity of microbial 

populations such as bacteria, archaea, eukaryotes 

and viruses. Because the colonic microbiota is mostly 

represented by bacteria, the bacterial community 

is the most studied. Both tissue and faecal samples 
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with samples from healthy individuals. The complexity 

of the gut microbial ecosystem associated with other 

technical or biological parameters, such as the geo

graphical location of the studied populations, the lifestyle, 

the diet, the sample type (faeces, mucosa, tumour), the 

location of the tissue sampled (i.e., right or left colon), 

the age of the individual, the stage of the disease, the 

number of patients studied, the molecular approach 

used (metagenomics, 16S rRNA gene NGS), the regions 

of the 16S rRNA targeted (V1V2, V3, V3V5, V4V6 

regions) for the NGS approach, and the taxonomic level 

considered, contribute to the lack of consensus on the 

definition of the composition of dysbiotic microbiota in 

patients with CRC. 

Alpha diversity metrics, which represent the specific 
richness and the distribution of individuals within the 

species were found to be increased in adenoma and 

adenocarcinoma tissues compared with in normal mu

cosa[134136]. However, these parameters were unchanged 

in faecal samples[125,134,137,138], suggesting that the in

crease in diversity was limited to the neoplastic lesions 

and did not extend to the entire mucosa.

Significant shifts can be observed in the composition 
of the bacterial community at the phylum taxonomic 

level but also on a finer phylogenetic scale in CRC 

samples. However, these modifications vary depending 

on the analytic techniques used and the sample location 

(mucosa, adenocarcinoma, stool). It is accepted 

that Bacteroidetes, Fusobacteria and Proteobacteria 

are enriched, while Firmicutes is decreased in CRC 

patients[10,139] (Figure 1). A similar dysbiosis has been 

described in CRC animal models[140,141]. In a taxonomy

based analyses conducted in 2013, Ahn et al
[142] de

scribed a lower relative abundance of Clostridia and 

increased Fusobacterium and Porphyromonas in case 

subjects compared with control subjects. Additionally, 

the genera Bacteroides and Prevotella, Bacteroides 

fragilis, Enterococcus faecalis, Streptococcus bovis, 

Streptococcus gallolyticus and Escherichia coli 

were overrepresented, while Bacteroides vulgatus, 

Lactobacillus and Faecalibacterium prausnitzii were 

decreased in the faeces or tumours of patients with 

CRC[123125,131,143146]. Other studies found that Parvimonas 

micra, Solobacterium moorei, Peptostreptococcus sto

matis were consistently enriched in the microbiomes of 

the stools of CRC patients[126,131]. Many studies showed 

an enrichment of Fusobacterium nucleatum in stool and 

tissue samples from patients with colorectal carcinoma, 

which were confirmed by quantitative polymerase chain 
reaction (PCR)[126,131,147149] (Figure 1). In addition to 

taxonomic studies, a metagenomics analysis showed an 

enrichment of virulenceassociated bacterial genes in the 

tumour microenvironment[132]. Many studies reported 

a high prevalence of toxin genes expressed by some 

species described above. Most of enterotoxigenic B. 

fragilis (ETBF) strains detected in mucosal samples from 

patients with CRC harboured the bft gene, which encodes 

the bacterial toxin B. fragilis toxin (BFT)[149] (Figure 1). 

ETBF and BFT carrying strains were detected more 

provide information about the structure of bacterial 

populations. The analysis of tissues is more relevant for 

evaluating the mechanisms of microbiota involvement 

in physiopathology. However, sampling of mucosa

associated bacteria by endoscopic biopsy of intestinal 

tissue is an invasive procedure. It is more difficult to 

implement than collection of a faecal sample, especially 

in healthy donors. Therefore, the vast majority of studies 

on the diversity and richness of the gut microbiota are 

conducted on stool samples, which are more useful for 

identifying diagnostic or prognostic markers for patho

logies such as CRC.

The first data concerning the gut microbiota were 

provided by cultural approaches. However, these ap

proaches allow only limited evaluation of this ecosystem, 

since less than 30% of intestinal bacteria have been 

cultivated to date. Since the 1990s, the advent of 

molecular tools targeting the bacterial 16S ribosomal 

RNA (rRNA) gene has revolutionized our knowledge of 

the gut microbiota from both faeces and tissues. Thus, 

genetic fingerprinting techniques (terminal restriction 

fragment length polymorphism (TRFLP), denaturing 

gradient gel electrophoresis (DGGE), hybridization 

approaches (fluorescence in situ hybridization (FISH), 

microarrays) and clone library analysis have been ap

plied to provide a more complete description of its struc

ture[118122]. Currently, quantitative PCR (QPCR) and 

16S rRNA gene nextgeneration sequencing (NGS) are 

the most used methods for describing the composition 

of the intestinal bacterial community and therefore for 

comparing the gut microbiota of healthy individual to 

that of patients with diseases. Thus, modifications in 

the microbiota composition, also called dysbiosis, in 

faeces and tissues have been described in CRC[123130]. 

These different approaches allow only taxonomic identi

fication of microbial communities. However, the gut is 

a complex and variable ecosystem. Understanding its 

function and the specific role of the different bacterial 

populations is essential. A metagenomics approach 

(shotgun sequencing) makes taxa identification possible 
and allows exploration of the metabolic potential of 

the intestinal microbiota[126,131,132]. Thus, the American 

Human Microbiome Project (HMP) and the European 

“MetaHIT” (Metagenomics of the Human Intestinal Tract) 

consortia were formed in order to generate a catalogue 

of genes carried by the gut microbiota[133]. Intestinal 

microbial dysbiosis was recently investigated in patients 

with CRC[125,126,131,132]. Combining the metagenomics data 

available in databases with the application of other high

throughput metaomics approaches, it is now possible 

to gain a better insight into the microbial function and to 

reveal the link between genetic potential and functionality 

in the gut microbiota. 

Cancer-associated microbiome alterations: To 

date, there is no consensus in terms of the microbiota 

modifications observed in CRC using highthroughput 

sequencing of the bacterial 16S rRNA gene and meta

genomics both in faecal and tissue samples compared 
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often in stool samples from CRC patients compared 

with samples from controls[150]. Many studies reported 

that mucosaassociated BFTproducing B. fragilis was 

more prevalent in latestage CRC[130,149]. Other toxins 

named cyclomodulins [cytolethal distending toxin 

(CDT), colibactin, cytotoxic necrotizing factor and 

cycle inhibiting factor], which are carried by E. coli, 

were more prevalent in CRC samples[145,146,151,152]. In 

particular, the colibactin toxin, which is synthesised 

from the pks island, was preferentially detected in 

strains isolated from CRC patients[145,146,152] (Figure 

1). These toxin genes could be targets of interest for 

developing new prognostic or diagnostic factors.

The majority of published data were obtained in the 

adenocarcinoma stage. However, the intestinal mucosa 

might present different ecological niches according to 

the stage of colorectal tumour progression. Due to dif

ficulties in sampling patients during the early stages of 
the disease, studies focusing on the temporal evolution 

of microbiota dysbiosis during colorectal carcinogenesis 

are scarce. Nevertheless, metacommunities can be 

defined from the bacterial community configurations 

by Nakatsu et al
[153]. In early stages of CRC, bacteria 

belonging to Fusobacterium, Parvimonas, Gemella and 

Leptotrichia genera were more abundant[153]. Moreover, 

the occurrence of Escherichia coli, Pseudomonas 

veronii and Lactococcus were specific to adenomatous 

lesions[135,153], whereas Fusobacterium enrichment 

was observed in carcinomas[153]. Additionally, the abun

dance of Bacteroides fragilis and Granulicatella were 

progressively increased during the adenomacarcinoma 

sequence. Lu et al
[135] showed that there was a clear 

increase in both Proteobacteria and Bacteroidetes in 

tissues from patients with colorectal adenoma compared 

with tissues from healthy volunteers. Kostic et al
[147] 

found that Fusobacterium spp. were enriched in human 

colonic adenomas relative to the surrounding tissues and 

in stool samples from patients with colorectal adenoma 

compared with samples from healthy subjects. In 

addition, Lactococcus and Pseudomonas were enriched in 

preneoplastic tissue, whereas Enterococcus, Bacillus, and 

Solibacillus were reduced. A high frequency of colibactin

producing E. coli and enterotoxigenic Bacteroides fragilis 

were also observed in adenomas from patients with 
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Figure 1  Bacterial and metabolic composition shifts during carcinogenesis. BFT: B. fragilis toxin.
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Familial Adenomatous Polyposis[154]. Recently, Eklöf et 

al
[151] showed that the prevalence of colibactinproducing 

E. coli were progressively increased in the adenoma

carcinoma sequence.

Finally, most of these studies do not take into account 

the heterogeneity of this pathology. As an example, 

Prevotella and Firmicutes populations were more 

abundant in individuals with proximal tumours, whereas 

Bacteroidetes populations were overrepresented in distal 

cancers[155]. More recently, a drastic difference in the 

microbial composition has been observed in the mucosa 

of colitisassociated CRC patients, with an increase in the 

Enterobacteriaceae family and the Sphingomonas genus 

and a decrease in Fusobacterium and Ruminococcus 

genera, when compared with the mucosa of sporadic 

CRC patients[156]. Similarly, we observed that colibactin

producing E. coli were more frequently identified 

in microsatellite stable (MSS) CRC[157]. In the same 

way, high colonization by F. nucleatum and negative

colibactin E. coli bacteria were detected in patients with 

MSI (microsatellite instability) compared with the MSS 

phenotype[149,157,158]. All these data suggest that the 

dysbiosis signature of CRC might be different according 

to the tumour phenotype and/or molecular alterations.

In conclusion, all these data show that there is an 

adenoma and a CRCassociated signature in the micro

biome (Figure 1). Metagenomics studies showed a 

redundancy in the metabolic functions of the intestinal 

microbiota. Therefore, studies of metabolites might 

reflect the CRCassociated microbiota dysbiosis with a 

lower heterogeneity than taxonomic determination.

Profiling metabolome alterations in CRC 
Metabolite analysis procedures: The metabolome 

has been defined as the complete complement of all 

small molecule (< 1500 Da) metabolites found in a 

specific cell, organ or organism[159]. Global metabolomics 

alterations reflect changes due to environmental factors, 
diet, drugs, exercise, genetic variation and regulation, 

changes in the gut microflora, and altered kinetic 

activity or levels of enzymes[160]. The most widely used 

analytical highthroughput tools for metabolomics 

studies are nuclear magnetic resonance (NMR) and mass 

spectrometry (MS), and they both can provide comple

mentary snapshots of the metabolome of body fluids[161]. 

Sample preparation is arguably the most critical step 

in metabolomics, but there is no universal, robust and 

repeatable approach defined. NMR spectroscopy benefits 
from being highly reproducible[162] and offers the potential 

to precisely quantify compounds in complex mixtures 

without complex sample preparation requirements[163]. 

Gas chromatography coupled with MS (GCMS), which 

is used for the analysis of volatile low molecular weight 

metabolites, and liquid chromatography coupled with MS 

(LCMS), which is used for the analysis of nonvolatile 

components, have a higher sensitivity than NMR, but the 

sample preparation must be more fastidious. For more 

details regarding sample preparation in metabolomics, 

several authors previously described methods for NMR, 

GCMS and LCMS analysis[163].

During the last decade, using NMR and/or MS, 

metabolic profiles of colorectal tumour biopsies and 

matched colon mucosa samples revealed potential 

biomarkers in carbohydrate metabolism, shortchain fatty 

acid and other lipid metabolism, nucleotide biosynthesis, 

and secondary bile and steroid metabolism[164,165]. 

The repertoire of metabolic derangements derived 

from cancer cells, their microenvironment and the gut 

microbiota composition and activity may culminate in a 

distinct metabolic phenotype (also called metabotype) 

that characterizes the pathology of CRC. Metabolome 

analysis of blood and urine samples from CRC patients 

were performed, and several studies reported relevant 

biomarkers for CRC[166168]. However, the transient loca

lization of faeces in the colon and rectum makes it an 

ideal matrix for gaining information about the health 

and pathological state of the colon and rectum, and 

thus for colorectal cancer diagnosis[169]. Faecal samples 

consist of a diverse range of endogenous metabolites 

including tumour cell metabolites and gut microbiota 

metabolites[169].

Microbial influence on the faecal metabolome: 

When ingested, the majority of food nutrients are ab

sorbed in the small intestine. The residues that reach the 

colon are complex nutrients, generally fibres (complex 

carbohydrates), but also protein residues and host 

products such as mucin and bile acids secreted by the 

liver in response to fat ingestion[170]. These compounds 

are metabolized by the microbial populations into a 

diversity of metabolites that can be use by the host 

colonic cells[171]. The gut microbiota makes an important 

contribution to human metabolism by providing 

enzymatic functions that are not encoded by the human 

genome, such as the breakdown of polysaccharides 

and polyphenols and the synthesis of vitamins by fer

mentation and anaerobic degradation[172].

Polysaccharides and nondigestible carbohydrates are 

the primary substrates for microbial fermentation[173]. 

Saccharolytic fermentation of carbohydrates produces 

beneficial metabolites such as short-chain fatty acids[174]. 

However, if there is limited carbohydrate intake, bac

teria use alternative energy sources, resulting in the 

production of other metabolites that may be more detri

mental to human health[172]. The three SCFAs acetate, 

propionate and butyrate, which are considered beneficial 
metabolites, are mainly produced from polysaccharides 

and oligosaccharides through their metabolism into 

pyruvate (Figure 2). Propionate and acetate can be 

produced from lactate, while butyrate and acetate can 

be produced from acetyl CoA (Figure 2)[171]. Butyrate 

is an important energy source for gut epithelial cells, 

while propionate and acetate are mostly metabolized 

in the liver for cholesterol synthesis, gluconeogenesis 

or lipogenesis[175]. For more information, the complete 

synthesis and functions of SCFAs was extensively and 

previously described[113,175]. Microbial use of bile salts is 

a classic example of the relationship between the gut 
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microbiota metabolism and the host metabolism. The 

primary bile acids cholic acid and chenodeoxycholic 

acid are produced in the liver from cholesterol and are 

conjugated to glycine or taurine. They are secreted by 

the liver following high fat intakes[176]. The intestinal 

microbiota can affect the biotransformation of bile acids 

via deconjugation, dehydrogenation, epimerization, 

and 7α/βdehydroxylation of primary bile acids to 

generate secondary bile acids[177]. A number of gut 

bacteria possess bile salt hydrolase enzymes that are 

capable of hydrolysing the amide bond between the 

bile acid and its conjugated amino acid, producing 

the secondary bile acids deoxycholate and litocholate 

(Figure 2). Bile salt hydrolase genes were identified in 

Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium, Lactobacillus, 

and Listeria
[178]. Deconjugation of bile acids by microbial 

hydrolases leads to an increased level of secondary bile 

acids, especially deoxycholic acid, which is also known 

to exert carcinogenic activity[179]. Polyphenols from fruits 

and vegetables are poorly absorbed in the intestine, 

and 9095% are metabolized by the gut microbiota[180]. 

The diversity of polyphenol compounds is wide and 

has been summarized by Marín et al
[181] and Rowland 

et al
[172]. Several gut microbial enzymes can transform 

plant polyphenols, such as phenolic acids, flavonoids, 

and lignans into simple phenolic metabolites[172,181,182]. 

These microbial phenolic metabolites are mostly known 

for their antioxidant activity and have been shown 

to inhibit the production of proinflammatory media

tors[183]. Microbial protein fermentation generates 

potentially toxic and procarcinogenic metabolites in

volved in CRC, such as phenols, sulfides, ammonia 

and nitrosamines[7]. A subset of bacteria, including 

Bacteroidetes and Firmicutes species, produce potentially 

bioactive substances via the degradation of amino 

acids, especially nitrogenous compounds that can exert 

carcinogenic effects[184186]. Moreover, sulfides produced 

in the gut by the bacterial reduction of dietary sulfate are 

enterotoxic[187]. Microbial metabolism may contribute to 

the toxicity of alcohol, especially in the gastrointestinal 

tract where aerobic and facultative anaerobic bacteria 

convert ethanol to acetaldehyde, which is known to be 

a highly toxic and procarcinogenic compound[188]. A 

specific role for bacterial biofilms in colonic metabolome 
was also reported[189]. With organic acids, gas is the 

major products of microbial fermentation in anaerobic 

systems. Anaerobic bacterial fermentation can lead to 

the synthesis of hydrogen, carbon dioxide, or methane 

for the majority. Some minor gases, such as NH3, NH2, 

volatile amines, indolic and phenolic compounds , that 

are mainly associated with peptide fermentation, are also 

produced[190,191] (Figure 2). Among them, H2S is produced 

by sulfatereducing bacteria (Desulfovibrio spp.) by sulfur 

amino acids and taurine metabolism.

Given the key role of the gut microbiota in dietary 

metabolism and the growing evidence of its potential 

impact on host health, studies were performed to 

elucidate the metabolic functions of the gut micro
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biota. These studies mostly used metagenomic, meta

transcriptomic, or metaproteomic approaches, but using 

metabolomics to study the gut microbiota appears to be 

a promising method. Indeed, metabolomics allow the 

measurement of both host and microbial metabolites, 

including metabolites in host samples derived from 

the microbiota and host metabolites processed by the 

microbial population.

Metabolome alterations in CRC: The analysis of the 

CRCassociated metabolome has highlighted differences 

in the biochemical composition of CRC patients’ stools. 

Few animal studies have investigated the metabolomic 

profile of faeces in CRC models. Significant alterations 
were observed in fatty acid metabolites and metabolites 

associated with bile acids (hypoxanthine xanthine, 

taurine) in faeces of Hmga1 mice as analysed by ultra

performance liquid chromatography UPLC/MS/MS and 

GCMS[192]. Increased levels of short, arginineenriched, 

tetrapeptide fragments were reported in the transgenic 

mouse faeces[192]. Similarly, CRC patients were found to 

have higher levels of some amino acids and alterations 

in the levels of some SCFA in their stools compared with 

controls[193]. Butyrate and several butyrateproducing 

bacteria were depleted in CRC patients’ stools[194]. 

Chen et al
[143] observed that butyrate and butyrate

producing bacteria were more prevalent in healthy 

controls than in advanced colorectal adenoma patients, 

with a lower prevalence of Clostridium, Roseburia, 

and Eubacterium spp. and a higher prevalence of 

Enterococcus and Streptococcus spp. Moreover, faecal 

βglucuronidase activity is increased in patients with 

CRC compared with healthy controls[195]. Highfat 

diets, which are positively correlated with the incidence 

of CRC, lead to an increase in bile secretion, and 

increased faecal bile acid concentrations were reported 

in patients with CRC[196]. High faecal bile concentrations 

were positively correlated with the incidence of CRC, 

with potential tumourpromoting effects of bile acids 

themselves[176]. Furthermore, strong antimicrobial bile 

acid activities lead to significant changes in the gut 

microbiota composition, with a relative increase in 

some Gammaproteobacteria and Bacteroidetes species 

that are associated with CRC[197]. The dietary intake of 

preformed Nnitroso compounds is positively correlated 

with CRC in European populations[185], but these 

compounds can also be formed endogenously via acid

driven nitrosation in the stomach and by the nitrosation 

of amines that are derived from the microbial 

fermentation of protein in the large intestine[198]. Higher 

levels of H2S were detected in CRC patients than those 

in healthy controls, but no increases in Desulfovibrio 

spp. were observed in faecal samples from patients 

with CRC[199]. Using metabolome screening, a metabolic 

influence of microbial biofilms on colonic tissues and 

the related occurrence of cancer has been reported. It 

was found that host cancer and specific bacterial biofilm 
structures contributed to the polyamine metabolite pool 

(N1,N12diacetylspermine), which might have an impact 

on cancer development and progression[189].

All these data suggest that faecal metabolomics 

may not only be used for diagnostic purposes but may 

also serve as a prognostic tool for CRC treatment in 

the future.

MICROBIAL-RELATED BIOMARKERS FOR 

CRC DIAGNOSIS AND CLASSIFICATION

Validation of multi-bacteria models for early detection 

and/or prognosis determination
Even if a precise microbial signature associated with 

CRC and a precancerous lesion have not been exactly 

defined, different works have shown that dysbiosis may 
provide new significant biomarkers for CRC diagnosis or 
prognostic determination. 

Several studies were able to determine a correlation 

between faecal microbial dysbiosis and CRC prognosis/

diagnosis. In 2014, Zackular et al
[140] used faecal samples 

from 30 CRC patients, 30 colonic adenoma patients 

and 30 healthy controls to establish a classification 

model. The authors observed significant differences in 

the gut microbiome of healthy controls when compared 

with those with adenoma or CRC, and faecal microbial 

screening had an accuracy of 0.798 AUC for predicting 

CRC. By combining their gut microbiome data with 

known clinical risk factors (body mass index, age, race), 

they were able to significantly improve the ability of 

faecal microbial screening to discriminate between the 

three clinical groups when compared with risk factors 

alone. Zeller et al
[131], with 53 CRC patients, 42 adenoma 

patients and 61 controls, established a 16Sbased 

classifier for CRC detection and validated their model 

with an accuracy of 0.82. More recently, Ai et al
[200] 

sequenced the 16S rRNA gene from the faeces of 141 

Chinese participants and evaluated the performance of 

different classifiers for predicting CRC based on faecal 

microbiota. The authors reported a strong variation 

in the CRC prediction between the different models 

tested, with the Bayes Net algorithm displaying the best 

performance. Their prediction test, with 0.93 AUC, was 

more accurate than the FOBT, while combining both tests 

improved the accuracy. This list of studies that assessed 

the use of changes in the faecal microbiota for colorectal 

adenoma and CRC screening is nonexhaustive. Among 

these studies, while an association between CRC and 

microbiota is clear, there is limited agreement in the taxa 

reported.

For this reason, Shah et al
[201] conducted a micro

biomebased metaanalysis for CRC, using the results 

from 9 studies and including 79 colorectal adenomas 

patients, 195 CRC patients and 235 controls, in order to 

identify a common microbial marker in stool samples. In 

addition to the previously reported taxa, they highlighted 

a significant increase in Parvimonas micra ATCC 33270, 

Streptococcus anginosus, Parabacteroides distasonis and 

other members of Proteobacteria. Their microbiome

based CRC versus control classification produced an area 
under the receiver operating characteristic (AUROC) 
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curve of 80.3%, which was 91.3% when combined 

with clinical markers from the bioinformatics pipeline. 

Similarly, Amitay et al
[202] conducted a systematic review 

of 19 studies (including most of the studies cited above) 

examining the differences in the gut microbial community 

in faecal samples from people diagnosed with CRC or 

adenomas and from people without colorectal neoplasia 

to generate faecal multibacterial models for early 

detection of adenomas and CRC. Overall, they concluded 

that there was limited but encouraging evidence that 

the differences in the faecal gut microbiome between 

people diagnosed with CRC or adenoma and healthy 

controls could be used to develop new faecal tests. The 

authors suggested that future research should focus 

on developing unified documented and reproducible 

protocols for studying the human gut microbiome from 

faecal samples for more comparable results between 

cohorts[202].

In many studies, patients had a corresponding 

decrease in the Firmicutes/Bacteroidetes ratio, which 

might be an important marker for intestinal dysbiosis 

in colorectal precancerous lesions. F. nucleatum, BFT

producing B. fragilis, and colibactinproducing E. coli are 

known to be associated with a more aggressive TNM 

stage[130,145,149,158]. Their detection by PCR in tissues or 

faeces might allow the development of rapid tests for new 

prognostic factors. With a 16S rRNA gene sequencing 

approach, F. nucleatum, B. fragilis and Faecalibacterium 

prausnitzii were identified as useful prognostic biomarkers 
for CRC[203]. Indeed, in this study, F. nucleatum and 

B. fragilis were more abundant in the groups with a 

worse prognosis, while Faecalibacterium prausnitzii was 

more abundant in the survival group. Similarly, Mima 

et al
[158]

 showed that the amount of F. nucleatum DNA 

in colorectal cancer tissue was associated with shorter 

survival. Another study demonstrated that the detection 

of F. nucleatum associated with the noninvasive 

screening FIT could be a promising marker for detecting 

neoplastic lesions[204]. Recently, Eklöf et al
[151] explored 

the use of microbial markers for bacteria harbouring 

the pks island, which codes for colibactin synthesis, and 

F. nucleatum in stool as potential screening markers 

for CRC. Authors suggested that the presence of the 

pks island and F. nucleatum detection could predict 

cancer with a specificity of 63.1% and a sensitivity of 

84.6%, suggesting the potential value of these microbial 

parameters as putative noninvasive biomarkers for 

CRC detection[151]. Multicentric clinical studies need to 

be performed to validate all these promising results in a 

larger cohort. Moreover, these bacterial markers might 

provide a CRCassociated microbiome risk profile that 

might aid in the early identification of individuals who are 
at risk and require close surveillance.

Screening faecal microbial-related metabolites for CRC 

detection
Screening the faecal metabolome is a promising non

invasive procedure for obtaining a unique metabolic 

fingerprint to diagnose or determine the prognosis of 

CRC. To our knowledge, only a few studies with different 

metabolomics methods have shown the diagnostic 

potential of faecal samples for human colorectal cancer. 

They are summarized in Table 1. In 2009, Bezabeh 

et al
[205] used 1H NMR to detect colorectal neoplasia in 

111 CRC human faecal samples and compared them 

with samples from 412 healthy controls. NMRbased 

metabolic profiling of faecal water extracts from patients 
with colorectal cancer and healthy individuals was able 

to identify potential diagnostic markers, such as SCFA 

(acetate and butyrate) and amino acids (proline and 

cysteine)[206]. More recently, the analysis of lyophilized 

stools by HPLC-GC/MS-MS resulted in the identification 
of 41 relevant faecal metabolites, such as xenobiotics, 

heme, peptides/amino acids, vitamins and cofactors, 

that had increased or decreased concentrations in CRC 

samples[207]. Volatile metabolome profiling of faecal 

samples using GC/TOFMS also had diagnostic potential 

for detecting colorectal cancer. Phua et al
[208] evaluated 

a small cohort and identified three specific markers 

(fructose, linoleic acid, and nicotinic acid) that were 

found at lower levels in the faecal volatile metabolome of 

CRC patients than in that of healthy subjects. A similar 

study using an electronic nose on samples from 40 CRC 

patients, 60 advanced adenoma patients, and 57 healthy 

controls was able to strongly distinguish the faecal 

volatile organic compounds (VOC) profile of patients 

with CRC and advanced adenoma from controls[209]. 

Given the volatility of the analysed compounds, improper 

sample collection and storage can drastically reduce the 

repeatability and robustness of the method. Batty et 

al
[210] proposed the use of selected ion flow tube mass 

spectrometry (SIFTMS) to classify 62 human faecal 

samples with a positive result on FOBT. Indeed, their 

method showed a 75% correct discrimination between 

CRC samples and low risk samples[210]. More recently, 

Sinha et al
[211] intended to establish a microbemetabolite 

correlation through the analysis of lyophilized faecal 

samples of 42 CRC patients and 89 healthy controls 

using HPLCGC/MSMS. They reported that CRC was 

independently associated with lower levels of Clostridia, 

Lachnospiraceae, paminobenzoate and conjugated 

linoleate and with higher levels of Fusobacterium, 

Porphyromonas, phydroxybenzaldehyde, and palmitoyl

sphingomyelin. The authors identified a strong microbe-
metabolite correlation in CRC patients. In conclusion, 

the diagnostic potential of metabolic profiling of faeces is 
strongly supported by several human studies, but these 

analytical techniques require standard procedures in 

order to obtain comparable and robust highquality data.

Prediction of treatment response with microbial-

associated markers
It has long been recognized that the gut microbiota can 

modify the pharmacokinetics of various drugs including 

anticancer therapies thus influencing therapeutic out

comes[212217] and/or side effects[218220]. Irinotecan, which 

is a firstline chemotherapeutic agent for metastatic 

CRC, causes adverse and doselimiting effects that are 
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largely influenced by bacterial βglucuronidase[214,219]. 

Metagenomic and metabolomic profiling of patients’ gut 
microbiota could thus be informative before choosing this 

drug to predict side effects. Moreover, specific members 
of the gut microbiota might also drive chemoresistance 

to treatment. Indeed, Fusobacterium nucleatum, causes 

resistance to oxaliplatin and 5FU through autophagy 

induction in colorectal cancer cell lines in vitro and in vivo 

in mouse models of colorectal xenografts[221]. Conversely, 

the sensitivity of cancer cells to many chemotherapeutic 

agents has been shown to be modulated by intra

tumoural microbial agents[212,215,216,221,222]. Moreover, the 

gut microbiota also has a longterm impact on both 

the efficacy and toxicity of anticancer therapies. In 

particular, it can modulate the concomitant antitumour 

immune response[223227]. Indeed, various preclinical 

mouse models of subcutaneous tumours (melanoma, 

lung cancer, sarcoma) have suggested that specific 

crosstalk between bacteria and immune cells may affect 

responses to anticancer chemotherapies[223227]. In terms 

of CRC in particular, the efficacy of oxaliplatin, which is a 
drug routinely used for CRC treatment, has been shown 

to be strongly reinforced by gut microbiota in mice 

that were transplanted with MC38 colorectal syngeneic 

tumours, due to myeloid cells with increased antitumour 

functions[224]. In addition, it has been described that the 

gut microbiota contributes to antitumour functions of 

adoptively transferred T cells in several models, including 

colorectal tumours implanted in mice[225,228,229]. This 

suggests that the patients’ microbiota should also be 

taken into account in future clinical studies involving 

infusion of autologous anticancer T cells.

Immune checkpoint therapies are often used in as

sociation with chemotherapies and can also be positively 

or negatively impacted by the gut microbiota in terms 

of toxicity[230233] and therapeutic effect, as shown for 

antiCTLA4[231,233], antiPDL1[234] and antiPD1[235237] 

antibodies. Interestingly, three clinical investigations 

demonstrated that the gut microbiota can be used 

to predict responder and nonresponder patients to 

PD1/PDL1 immunotherapies in several solid epithelial 

tumours[235237]. In terms of CRC, many studies have 

shown the capacity of the gut microbiota to modulate 

tumourinfiltrating myeloid cell[238240] and T cell re

sponses[241244], while improvement in immunotherapy 

efficacy by the microbiota is mediated precisely by these 
immune pathways in solid human epithelial tumours 

(e.g., melanoma)[235237]. Moreover, in a subcutaneous 

CRC mouse model, a positive impact of some microbial 

species on antiCTLA4 immunotherapy was observed[233]. 

Given the severe colitis observed in some patients 

receiving immunotherapies (e.g., antibodies to CTLA4 

and PDL1) and the role of gut microbes in colitis, it is 

possible that the gut microbiota influences this toxicity. 

Table 1  Fecal metabolic profiling studies in colorectal cancer

Matrix Cohort Study observations Analytical method Ref.

Aqueous dispersion 

of stools

111 CRC, 412 healthy 

controls

Potential to detect colorectal neoplasia One-dimensional 1H 

magnetic resonance 

spectroscopy

 [205]

Fecal water extract 21 CRC

11 healthy controls

Reproducible and effective method for detecting colorectal cancer markers.

(↘) SCFA (acetate, butyrate) appears to be the most effective marker in CRC.

NMR [206]

Lyophilized human 

faeces

11 CRC

10 healthy controls

(↘) butyric acid, linoleic acid, glycerol, 

(↘) secondary bile acid associated with (↘) Ruminococcus spp., 

(↗) leucine, valine, acetic acid, valeric acid, isobutyric acid, isovaleric acid,

(↗) A. muciniphila associated with (↗) proline, serine, threonine

GC-MS [193]

Lyophilized human 

faeces

11 CRC, 10 healthy 

controls

(↘) fructose, linoleic acid, and nicotinic acid in CRC stools. GC/TOF-MS [208]

Volatile organic 

compounds in 

the headspace of 

lyophilized stool 

samples

40 CRC, 60 advanced 

adenomas, 

57 healthy controls

Discrimination of fecal VOC profiles of patients with adenomas and CRC. Electronic nose [209]

Lyophilized human 

faeces

48 CRC, 

102 healthy controls

41 metabolites significantly associated with CRC (↘) xenobiotics (↘) heme, 

peptides/amino acids, vitamins, co-factors,  other CRC associated molecules.

HPLC-GC/MS-MS [207]

Human faeces 31 CRC, 

31 controls with 

positive FOBT

Discrimination of CRC samples with better specificity and sensitivity than 
FOBT. 

(↘)  ammonia, sulfides, acetaldehyde

SIFT-MS [210]

Lyophilized human 

faeces

42 CRC, 

89 healthy controls

Microbe-metabolite correlation in CRC: (↗) Clostridia, Lachnospiraceae, 

p-aminobenzoate and conjugated linoleate.

(↗) Fusobacterium, Porphyromonas, p-hydroxy-benzaldehyde, and palmitoyl-

sphingomyelin.

HPLC-GC/MS-MS [211]

Human faeces 13 CRC Discrimination of CRC samples with 7 metabolites: 

alphahydroxyisovalerate, isovalerate, N1-methyl-2-pyridine-5-carboxamide, 

7-ketodeoxycholate, deoxycholate, valerate, and tryptophylglycine

UPLC-MS/MS; 

GC/MS

[165]

CRC: Colorectal cancer; CT: Computed tomography; gFOBT: Guaiac fecal occult blood test; NMR: Nuclear magnetic resonance; MS: Mass spectrometry; 

GC-MS: Gas chromatography coupled with MS; LC-MS: Liquid chromatography coupled with MS; UPLC: Ultra-performance liquid chromatography; 

HPLC: High-performance liquid chromatography; TOF: Time of flight; VOC: Volatile organic compounds; SIFT-MS: Selected ion flow tube MS.
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Investigations are thus needed to elucidate the potential 

role of the microbiota on immunotherapy efficacy and 

toxicity in preclinical models and patients. Gut microbiota 

profiling of CRC patients might be useful in the future to 
predict treatment responses and/or side effects of cancer 

chemotherapies and immunotherapies. All these data 

could lead to “personalized medicine 2.0” that is being 

developed in an ongoing study investigating the impact 

of the intestinal microbiome on treatment responses and 

the toxicity of capecitabine or TAS102 chemotherapies 

in patients with metastatic and/or irresectable CRC[245]. 

Perioperative antibiotic prophylaxis strategies tar

geting the gut microbiota are widely used in colorectal 

surgery. The aim of such approaches is to prevent both 

surgical site and wound infections, protecting against 

potential contamination by the microorganisms that 

are spread from surgically induced alterations of the 

intestinal epithelial barrier. However, these antibiotic 

prophylaxis strategies may also impair the beneficial 

impact of the gut microbiota on intestinal immune 

function and healing (for review[246]). Few studies 

have investigated the impact that bowel preparation 

prior to colorectal surgery may have on the mucosa

associated and luminal colonic microbiota[247]. After the 

suppression of beneficial bacteria, the host may lose 

its colonization resistance to pathogens and may have 

decreased local stimulation of systemic immunity and the 

healing process[248,249]. After surgery, if the commensal 

microbiota does not repopulate the tract, the situation 

can lead to the development of pathogenic bacteria 

such as C. difficile
[250]. Moreover, data from animal 

and human studies have suggested that some of the 

bacteria present at the anastomotic site may respond 

to surgical stress by activating virulence pathways, 

which results in alterations in the healing process. An 

investigation of the faecal microbiota of patients before 

and after colorectal surgery for CRC revealed that 

Enterococcus faecalis and Pseudomonas aeruginosa 

were the dominant pathogens present postoperatively 

in the stools, with a several logfold increase during the 

postoperative recovery period[251]. Postoperative sepsis 

(e.g., anastomotic leakage, perianastomotic abscess) 

is the most feared complication after colorectal surgery 

and is responsible for potentially deadly complications 

and significant alterations in the patient’s quality of life. 
The critical role of the intestinal microbiome in sepsis 

has been illustrated by studies on germfree animals, 

which demonstrated improved survival in these animals 

compared with conventional animals[252]. Therefore, 

the restoration and/or maintenance of a microbiota 

favouring intestinal healing and preventing surgical site 

infections after colorectal surgery could be a promising 

approach for the development of new therapeutic strat

egies, thus targeting the gut microbiota to improve 

surgical outcomes. Moreover, the parallel development of 

tools, such as the “personalized microbiota composition 

analysis”, to be performed pre and postoperatively 

to evaluate the clinical relevance of gut microbiota 

modulation to positively influence the clinical outcomes 

and to optimize the perioperative strategies appears 

promising.

Limitations of microbial markers and future challenges 

and directions 
The complexity of the microbiome turns the need for 

microbial markerbased diagnosis techniques into 

a real challenge. Numerous studies have reported 

associations between microbial markers, such as F. 

nucleatum, or colibactinproducing E. coli, and CRC, but 

to date, there is no universal microbial marker defined 
for CRC detection. Several limitations should be taken 

into consideration for the future development of new 

tests. First, the very high variability of the microbiota 

composition between individuals due to sex, age, diet, 

lifestyle, genetic background, medication use, ethnicity, 

or geographical location make finding a universal 

microbial marker almost impossible. Antibiotic therapy 

greatly influences the expression of microbial markers 

and is a critical limitation to microbial marker use. 

Moreover, standardization in terms sample collection and 

storage, RNA or metabolite extraction, sample analysis, 

and data processing is essential to compare studies. 

If studies that screen for microbiota composition use 

the same method of 16S rRNA sequencing, the use 

of metabolomics technologies will require exhaustive 

standardization between studies. Stary et al
[253] shared 

a very interesting and detailed list of recommendations 

for using microbial markers for CRC screening. (1) Any 

studies should be prepared carefully, taking into account 

the recommendations and limitations of techniques 

published previously. (2) Validation of CRC screening 

markers on specific populations should be encouraged 

because differences in the gut microbiome are observed 

in different geographical locations or in different racial/

ethnic groups. (3) Whenever possible, conventional 

culture should be used to confirm the findings from 

sequencing studies. Particularly, the candidate marker 

status of species or genes revealed by molecular tech

niques should be confirmed or refuted by culture and vice 
versa. Systematic highthroughput culturomics should be 

developed because cultivation represents an approach 

that is economical. (4) Screening techniques for CRC 

risk should evaluate all the known candidate markers, 

combining particular species, genotoxin production and 

possibly further strain characteristics whenever relevant. 

And (5) the potential for practical detection should 

always be considered. For example, tumour screening, 

which requires colonoscopy, is costly, uncomfortable for 

patient and is the gold standard tool for CRC screening. 

Faecal samples are better noninvasive specimens 

for developing these microbialassociatedmarkers. 

However, faeces are likely to contain a large number 

of microbial species unrelated to the disease site, 

which may introduce noise in the detection of potential 

biomarkers of the disease. Because some bacteria that 

are associated with CRC, such as F. nucleatum, are 

indigenous to the human oral cavity, analysing the oral 

microbiome may be an alternative screening method 
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for CRC. Saliva is a biological fluid that may be suitable 
for biomarker detection. The oral microbial compositions 

may theoretically reflect the oral and general health 

status. Flemer et al
[254] found that several oral taxa (such 

as Streptococcus and Prevotella spp.) were differentially 

abundant in CRC patients versus controls. Moreover, they 

developed a classification model based on the oral swab 
microbiota that distinguished individuals with CRC or 

polyps from controls (sensitivity: 53% CRC, 67% polyps; 

specificity: 96%). Importantly, when data from both the 
faecal and oral swab microbiota were considered in this 

model, the sensitivity increased to 76% for CRC and 

88% for polyps. In addition to Stary’s recommendations, 

we showed that microbial markers might be different 

depending on the tumour CRC phenotype[157]. Moreover, 

a deeper understanding of the gut microbiota structure 

and function may help to identify several bacteria that 

when combined may provide a real CRCassociated 

microbial signature. 

Finally, the therapeutic efficacy of anticancer drugs 

could also be improved by active modulation of the 

gut microbiota through the use of probiotics, prebiotics 

or specific inhibitors. This perspective is supported by 

the fact that immunotherapy resistance observed in 

germfree mice, in antibiotictreated mice, and in those 

that have previously received faecal microbiota trans

plantation (FMT) from nonresponder patients, can 

be reversed by FMT from responder patients[233,235237]. 

Moreover, it has been highlighted that specific bacterial 
species, such as Lactobacillus johnsonii

[226], Enterococcus 

hirae
[223,226] Barnesiella intestinihominis

[223], Akkermansia 

muciniphila
[237], Bacteroides

[233]
 and Bifidobacterium[234,236] 

species, are beneficial in this context, which may lead the 
way to innovative “oncobiotics” strategies that combine 

anticancer and microbiotatargeting agents.

CONCLUSION 

In this review, we discuss both predictive and prognostic 

microbialassociated markers identified in CRC. The 

faecalassociated microbiota may be dynamically linked 

to colon cancer, which, in turn, may offer evidence 

for microfloraassociated diagnostic, preventive, and 

prognostic approaches for CRC. However, it is clear that 

additional clinical studies are necessary to validate these 

parameters to improve the diagnosis and therapeutic 

management of CRC.
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