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Résumé 
 

Les souches d’Escherichia coli productrices de colibactine, appelées CoPEC pour Colibactin-

producing E.coli, sont apparues comme des acteurs majeurs impliqués dans la pathogénicité du 

cancer colorectal (CCR). Les CoPEC induisent des dommages à l’ADN et une instabilité 

chromosomique dans les cellules eucaryotes qui favorisent la carcinogenèse colorectale dans 

des modèles murins prédisposés au développement du CCR.  Nous avons montré, dans une 

précédente étude, que l’autophagie dans les cellules épithéliales intestinales (CEI) limite les 

effets pro-carcinogènes des CoPEC dans un modèle murin génétiquement susceptible, ApcMin/+.  

Le premier objectif de la thèse était de regarder si les CoPEC sont capables d’induire le 

développement tumoral dans un modèle murin de CCR associé à l’inflammation chronique 

qui ne présente pas de susceptibilité génétique ou d’utilisation d’agents carcinogènes. Nous 

avons montré qu’à la suite de l’infection par la souche CoPEC 11G5 ou son mutant incapable 

de produire la colibactine, le score clinique et le score inflammatoire sont augmentés chez les 

souris sauvages et accentués lors d’une déficiente de l’autophagie dans les CEI. L’infection par 

la souche 11G5 mais pas par le mutant favorise l’apparition de carcinomes invasifs qui est 

augmentée lors d’une autophagie déficiente. La formation des carcinomes invasifs est associée 

avec l’accumulation de dommages à l’ADN, indépendamment de l’inflammation. En 

conclusion, les CoPEC induisent la carcinogenèse colorectale dans un modèle murin de CCR 

associé à l’inflammation chronique ne présentant pas de susceptibilité génétique ou 

l’utilisation d’agents carcinogenèses.  

Comme les cellules myéloïdes (MC) sont une composante importante du microenvironnement 

tumoral, notre second objectif était d’examiner le rôle de l’autophagie au sein de ces cellules 

dans la tumorigenèse colorectale des souris ApcMin/+ à la suite de l’infection par des CoPEC. 

Nous avons montré que la déficience de l’autophagie dans les MC augmente le volume mais 

pas le nombre de tumeurs colorectales chez les souris ApcMin/+ suite à l’infection par la souche 

11G5 mais pas par la souche mutante 11G5ΔclbQ. Ceci est accompagné par une augmentation 

de la production de cytokines, une dérégulation de l’expression des gènes liés à la réponse des 

cellules T infiltrantes et à l’accélération de la prolifération des cellules coliques. Dans les 

BMDM (Bone marrow-derived macrophages), la déficience de l’autophagie entraine une 

augmentation du nombre intracellulaire de la 11G5 et favorise la production de cytokines pro-

inflammatoires induite par la 11G5, mais cet effet est également observé suite à l’infection par 

la 11G5ΔclbQ. Par rapport à la condition non infectée ou infectée avec la 11G5ΔclbQ, l’infection 

par la 11G5 entraîne une augmentation de la production de ROS et de la sécrétion de l’IL-1β 

par les BMDM qui est favorisée par la déficience de l’autophagie. En conclusion, l’autophagie 

dans les MC est nécessaire pour inhiber l’accroissement tumoral dans le modèle murin ApcMin/+ 

infecté avec les CoPEC. Les données préliminaires suggèrent que cela pourrait être médié par 

l’inhibition de la production de ROS induite par CoPEC, qui sont d’importants régulateurs de 

la sécrétion l’IL-1β et de la réponse des cellules T dans le microenvironnement tumoral. 
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Abstract 
 

Colibactin-producing strains of Escherichia coli, called CoPEC for Colibactin-producing E.coli, have 

emerged as major players involved in the pathogenicity of colorectal cancer (CRC). CoPEC induce DNA 

damage and chromosomal instability in eukaryotic cells that promote colorectal carcinogenesis in mouse 

models of CRC development.  We have shown in a previous study that autophagy in intestinal epithelial 

cells (IEC) limits the pro-carcinogenic effects of CoPEC in a genetically susceptible mouse model, ApcMin/+. 

  

The first objective of the thesis was to investigate whether CoPECs are able to induce tumor development 

in a mouse model of CRC associated with chronic inflammation that does not exhibit genetic 

susceptibility or use of carcinogens. We showed that infection with CoPEC strain 11G5 or the colibactin-

deficient strain, clinical and inflammatory scores are increased in wild-type mice and accentuated upon 

autophagy deficiency in ILCs. Infection with the 11G5 strain but not with the mutant promotes the 

development of invasive carcinomas, which is increased upon autophagy deficiency. The formation of 

invasive carcinoma is associated with the accumulation of DNA damage, independently of 

inflammation. In conclusion, CoPEC induce colorectal carcinogenesis in a mouse model of CRC 

associated with chronic inflammation without genetic susceptibility or the use of carcinogenic agents.  
 

As myeloid cells (MCs) are an important component of the tumor microenvironment, our second 

objective was to examine the role of autophagy within these cells in colorectal tumorigenesis in ApcMin/+ 

mice to CoPEC infection. We show that autophagy deficiency in MCs increases the volume but not the 

number of colorectal tumors in ApcMin/+ mice following infection with the 11G5 strain but not the 

11G5ΔclbQ mutant strain. This is accompanied by increased cytokine production, deregulation of gene 

expression related to the infiltrating T-cell response, and accelerated colonic cell proliferation. In BMDM 

(Bone Marrow-Derived Macrophages), autophagy impairment leads to an increase in intracellular 11G5 

numbers and promotes 11G5-induced proinflammatory cytokine production, but this effect is also 

observed following infection with 11G5ΔclbQ. Compared with the uninfected or 11G5ΔclbQ-infected 

condition, 11G5 infection results in increased ROS production and IL-1β secretion by BMDMs that is 

promoted by the impairment of autophagy. In conclusion, autophagy in MCs is required to inhibit tumor 

growth in the ApcMin/+ mouse model infected with CoPECs. Preliminary data suggest that this may be 

mediated by inhibition of CoPEC-induced ROS production, which are important regulators of IL-1β 

secretion and T cell response in the tumor microenvironment. 
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PEX14 Peroxisomal biogenesis bactor 14 

PI(3)P Phosphatidylinositol-3-phosphate 

PI3K Phophoinostide 3 kinase 

PIK3C3 Phosphatitylinositol 3-kinase catalytic subumit type 3 

PIP2 Phophatidylinositol 4,5-bisphosphate 

PIP3 Phosphatidylinositol 3, 4, 5 trisphosphate 

PKS Polyketide synthases 

PPT1 Palmitoy-protein thioesterase 1 

PRR Pathogen recognition receptor 

PTEN Phosphatase and tensing homolog 

RAF  Rapidly accelerated fibrosarcoma 

RAS  Rat sarcoma 

RE  Réticulum endoplasmique 
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ROS  Reactive oxygen species 

SERPINA1 Serpin family A member 1 

SMAD Small mothers against decapentaplegic 

SNAI1  Snail family transcriptional repressor 1 

SSB  Single-strand breaks 

SSTIII  Système de sécrétion de type III) 

TAM  Tumor-associated macrophages 

TAXBP1  Tax1-binding protein 1 

TCF  T-cell factor 

TCR  Recepteur des cellules T 

TEM  Transition epithélio-mésenchymateuse 

TGF-β Transforming growth factor-beta 

TILs Tumor infiltrating lumphocytes 

TLR Toll-like receptor 

TNM  Tumor node metastasis 

TME Tumor microenvironment  

TRAIL Tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing 
ligand 

Treg T régulateurs 

TSC2 Tuberous sclerosis proteine  

TWIST1  Twist Family BHLH Transcription Factor 1 

ULK1 UNC kinase-51-like-kinase 

UPEC Uropathogenic E. coli 

VAMP7 Vesicle associated membrane protein 7 

VEGFR Vascular endothelial growth factor 

VMP1 Vacuole membrane protein 1 

VPS34 Vacuolar protein sorting 

WIPI WD repeat protein interacting with 
phosphoinositides 
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Figure 1 : Incidence du CCR dans le monde.

L’incidence du CCR, chez l’homme ainsi que chez la femme, est plus importante dans les pays
industrialisés comparativement aux pays en voie de développement. Les résultats sont exprimés
pour 100 000 personnes.
(Modifiée d’après l’organisation mondiale de la santé, chiffres de 2020, Sung et al., 2021)

Muqueuse

Musculaire-muqueuse
Sous-muqueuse
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Figure 2 : La paroi du tube digestif du côlon.

La paroi intestinale est composée de cinq couches concentriques nommées, de la lumière
intestinale vers les couches les plus profondes, la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculaire
muqueuse, la musculeuse et la séreuse.
(Modifiée d’après http://www.medillus.com/portfolio/histologie/)
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1. Le cancer colorectal 

1.1. Epidémiologie 

Avec 1.9 million de nouveaux cas et 935 000 décès dans le monde en 2020, le CCR (Cancer 

colorectal) se place au troisième rang en termes d’incidence, derrière le cancer du sein et du 

poumon. Etant à l’origine d’une cause de décès sur dix par cancer, le CCR est la seconde cause 

de mortalité, devancé par le cancer du poumon (Sung et al., 2021). En 2019, en France, le CCR 

a provoqué le décès de 18 000 personnes et 45 000 ont été nouvellement diagnostiquées (selon 

l’Institut National du Cancer). Cependant, il existe une forte disparité entre les pays, puisque 

le nombre de cas augmente trois fois plus dans les pays développés tels que l’Australie, la 

Nouvelle-Zélande, l’Europe ou bien l’Amérique du Nord, comparativement aux pays en voie 

de développement où l’incidence reste encore relativement faible, comme en Afrique ou 

encore en Amérique centrale (Figure 1). Cette augmentation ne se traduit pas nécessairement 

par une hausse de la mortalité qui se voit même décliner, due notamment à l’amélioration des 

techniques de dépistage. Le devenir des patients dépendant largement du stade de la maladie 

au moment du diagnostic, une détection précoce du CCR permet une meilleure prise en charge 

thérapeutique et donc de meilleures chances de survie.  

1.2. Structure et physiologie du côlon 

1.2.1.  Généralités 

Le tractus digestif possède diverses fonctions. Les plus connues sont la digestion et 

l’assimilation des aliments. Il participe aussi activement à la protection de l’organisme contre 

des agents pathogènes et des molécules nocives, grâce à son rôle barrière. Le côlon, situé entre 

l’intestin grêle et le rectum, est, quant à lui, impliqué dans la réabsorption hydroélectrolytique, 

la dégradation des composés non-digestibles et le stockage des selles avant défécation.  

L’organisation histologique permettant le bon déroulement des fonctions attribuées au côlon 

est, comme l’ensemble du tube digestif, divisée en une muqueuse, une sous-muqueuse, une 

musculeuse et une séreuse (Figure 2). La muqueuse est la tunique la plus complexe au contact 

de la lumière. Elle est composée d’un épithélium, d’un chorion (appelée aussi lamina propria) 

riche en vaisseaux sanguins et lymphatiques, et d’une fine couche musculaire de soutien 

appelée musculaire muqueuse (Humphries and Wright, 2008).  



Villosité

Lumière du tube digestif

Microbiote

Mucus

Cellule de 
Goblet

Entérocyte

Cellule entéro-endocrine

Cellule souche
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Cellules de Paneth

Figure 3 : Les cellules de l’épithélium intestinal.

Au cours du renouvellement cellulaire de l’épithélium, les cellules souches intestinales se
trouvant au niveau des cryptes intestinales se différencient et remontent le long de la crypte,
pour donner les différentes cellules épithéliales intestinales différenciées, telles que les cellules
de Goblet, les entérocytes et les cellules entéro-endocrines. Seules les cellules de Paneth,
présentes uniquement au sein des cryptes de l’intestin grêle, ne remontent pas le long de la
crypte et gardent un lien étroit avec les cellules souches intestinales.
(Modifiée d’après Dis Model Mech et al., 2016)
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La muqueuse intestinale est pourvue d’invaginations nommées cryptes ou glandes de 

Lieberkühn. Grâce à la présence de cellules souches situées au fond des cryptes, le 

renouvellement de l’épithélium intestinal est constant et rapide (Clevers, 2013). Chez l’homme, 

il est remplacé tous les quatre à cinq jours, faisant de lui le tissu qui se renouvelle le plus 

activement de tout l’organisme.  

1.2.2.  Caractéristiques de l’épithélium colique 

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

présente un nombre important de cryptes. Les cellules souches pluripotentes présentes au 

fond de ces structures sont bordées par des cellules mésenchymateuses, appelées 

myofibroblastes péri-cryptiques (Humphries and Wright, 2008). Les cellules souches, grâce à 

leur division asymétrique, permettent à la fois leur auto-renouvellement mais également la 

production de cellules épithéliales, remontant progressivement à la surface des cryptes au 

cours de leur différenciation (van der Flier and Clevers, 2009).   

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

l’absorption intestinale, (ii) les cellules calciformes qui sécrètent le mucus et des glycoprotéines 

permettant la lubrification des selles et favorisent la fonction barrière de l’épithélium, (iii) les 

cellules endocrines qui sécrètent des hormones ayant une activée paracrine et endocrine et (iv) 

les cellules de Paneth qui sécrètent des peptides (défensines) et des lysozymes  antimicrobiens 

(Figure 3) (Allaire et al., 2018). La proportion de chaque type cellulaire de l’épithélium colique 

est différente de celle observée au niveau de l’intestin. L’épithélium colique présente un 

nombre moins important d’entérocytes, puisque sa fonction première est la réabsorption 

hydrique et d’électrolytes et non pas de nutriments. Il contient également une quantité plus 

faible de cellules de Paneth qui sont présentes seulement au fond des cryptes, à proximité des 

cellules souches pour assurer leur fonction (Ganz, 2000). A contrario, le nombre de cellules 

calciformes est plus important au niveau du côlon.  

1.2.3.  Les tissus intestinaux impliqués dans la réponse immunitaire  

Au sein de la muqueuse intestinale, qui est en constante confrontation avec de possibles 

pathogènes ou  pathobiontes, existent trois lignes de défense immunitaire de l’hôte qui sont :  

(i) l’épithélium, (ii) la lamina propria et (iii) les tissus lymphoïdes associés à l’intestin 

(GALT :  Gut-associated lymphoïd tissue ) (Ahluwalia et al., 2017)  
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Figure 4 : La séquence adénome-cancer.

La transformation d’un épithélium normal en carcinome colorectal fait intervenir une
accumulation de mutations génétiques et épigénétiques induisant la formation tout d’abord de
foyers de cryptes aberrantes puis d’adénomes précoces et tardifs, aboutissant à la formation
d’un carcinome. Cette longue séquence, depuis la première cellule dysplasique jusqu’au cancer
invasif, a été baptisée « séquence adénome-cancer » par Fearon et Vogelstein.
(Modifiée d’aprèsTerzic et al., 2010)

Mutation 
APC

Mutation 
KRAS

Mutation
p53

CCR sporadique



Le cancer colorectal 

18 
 

En plus de sa fonction barrière, l’épithélium colique contient de nombreuses cellules 

immunitaires, appelées lymphocytes intraépithéliaux (IELs : Intraepithelial lymphocytes). Grâce 

à leur proximité avec la lumière intestinale, ils constituent la première ligne de défense 

immunitaire contre des pathogènes (Cheroutre et al., 2011). Ils sont exclusivement composés 

de LT (Lymphocyte T) capables de reconnaître les antigènes via l’interaction de leurs récepteurs 

T avec les complexes d’histocompatibilité des cellules présentatrices d’antigènes. Le maintien 

des IELs au sein de l’épithélium est régulé par leurs interactions avec les cellules épithéliales 

intestinales engageant leurs protéines de surface respectives CD103 et E-cadhérines (Cepek et 

al., 1994). 

La lamina propria 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 (Mowat and Agace, 2014). Ses fonctions 

principales sont de prévenir et de répondre à une invasion de la muqueuse par des 

pathogènes. Les lymphocytes présents sont majoritairement composés de LT et LB (Lymphocyte 

B) sécréteurs d’IgA (Immunoglobuline A)  dont notamment les LT CD4+ auxiliaires, LT CD8+ 

cytotoxiques et les LT régulateurs (Mowat and Agace, 2014).  

Le GALT regroupe trois foyers lymphoïdes différents : les plaques de Peyer, les follicules isolés 

et les ganglions mésentériques (Mason et al., 2008). Les plaques de Peyer, localisées dans la 

partie distale de l’iléon, sont principalement composées de LB mais contiennent également des 

LT CD4+ et CD8+, des cellules dendritiques et des macrophages. Les follicules isolés ont une 

composition et une structure similaire aux plaques de Peyer mais sont répartis tout le long du 

tube digestif y compris le côlon. Contrairement aux autres tissus, les ganglions mésentériques 

sont alimentés par des vaisseaux lymphatiques (Newberry and Lorenz, 2005). Ils permettent 

l’initiation de la réponse immunitaire à la suite d’une présentation des antigènes aux 

lymphocytes par les cellules dendritiques activées provenant de la lamina propria.   

1.3. La séquence adénome-carcinome 

1.3.1. Généralités 

La chronologie des événements amenant la transformation d’un épithélium sain à un 

carcinome a été décrite par Volgestein et Fearon en 1990 et nommée la séquence adénome-

cancer (Figure 4). Des mutations génétiques au niveau des cryptes de Lieberkühn marquent la 
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Figure 5 : La voie Wnt/b-caténine.

En présence d’un ligand WNT sur son récepteur, composé du récepteur Frizzled et de la
protéine LRP5/6, la protéine Dvl (Dishevelled) est recrutée permettant la dissociation du
complexe de destruction de la b-caténine, qui comprend les protéines Axine, APC (Adenomatous
polyposis coli), les kinases GSK3b (Glycogen synthase kinase 3b) et CK1a (Casein kinase 1 a), avec la
b-caténine. Cette dernière transloque dans le noyau où elle s’associe à un ensemble de molécules
impliquées dans la transcription, en particulier les facteurs TCF/LEF (Transcription factor)
permettant la transcription de nombreux gènes de prolifération, dont le gène c-myc et celui de la
cylin D1, tous deux engagés dans la prolifération cellulaire.

En absence de stimulation des récepteurs Frizzled par un ligand WNT, la b-caténine est
phosphorylée par le complexe de destruction. Cette phosphorylation la conduit vers une
unbiquitine-ligase puis vers le protéasome où elle est dégradée.
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transition d’un épithélium normal à un épithélium hyper-prolifératif, puis d’un adénome 

précoce à tardif, jusqu’au développement d’un carcinome et ceci sur une durée de 10 à 20 ans 

(Fearon and Vogelstein, 1990). Le premier événement du processus de la carcinogenèse 

colorectale correspond à une mutation du gène suppresseur de tumeur APC (Adenomatous 

polyposis coli) dans 60% des CCR. L’inactivation de la protéine APC conduit à une activation 

constitutive de la voie WNT, avec pour conséquence une dérégulation de la prolifération 

cellulaire, amenant à la formation d’un adénome précoce à partir d’un épithélium sain. La 

mutation activatrice du proto-oncogène KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogen homolog) 

représente 35-40% des CCR et favorise la transformation d’un adénome précoce à 

intermédiaire, du fait de son rôle dans la prolifération et la survie des cellules. S’ensuivent des 

mutations retrouvées dans les gènes DCC (Deleted in cancer colorectal) et TP53 qui conduisent à 

la transition de l’adénome intermédiaire au carcinome. La protéine DCC ainsi que TP53 jouent 

toutes deux un rôle dans le contrôle du cycle cellulaire. Bien que 85-90% des CCR sporadiques 

résultent de la formation d’adénomes, seulement 10% de ceux-ci se développent en cancer 

(Conteduca et al., 2013). 

1.3.2.  Mécanismes moléculaires impliqués dans la carcinogenèse colorectale 

Les CCR comptent trois phénotypes distincts : le phénotype CIN (Chromosomal instability), le 

phénotype MSI (Microsatellite instability) et le phénotype CIMP (CpG island methylator 

phenotype). Selon le phénotype et les aberrations associées, différentes voies de signalisation, 

régulant des processus comme la prolifération, la survie, la migration ou encore l’invasion, 

sont altérées.  

1.3.2.1. Les principales voies de signalisation impliquées dans la carcinogenèse 

colique 

o La voie Wnt/β-caténine 

La voie Wnt/β-caténine est une voie majeure impliquée dans la carcinogenèse colorectale , où 

plus de 80% des CCR décrits développent des mutations dans l’un de ses composants et 

notamment, dans le gène APC (Aitchison et al., 2020). Dans des conditions physiologiques, la 

β-caténine est maintenue inactive au sein du cytoplasme, grâce à un complexe de dégradation 

qui, par son action de phosphorylation, la conduit à la dégradation dans le protéasome 28S. 
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Figure 6 : La voie p53.

La voie de signalisation p53 est activée en réponse à différents stress cellulaires tels que des
dommages à l’ADN, l’hypoxie ou encore l’activation d’oncogènes. P53 est alors dissociée de sa
protéine inhibitrice, MDM2, est phosphorylée et transloque dans le noyau pour agir comme un
facteur de transcription. Les gènes cibles dont notamment p21, PUMA (Bcl-2-binding component
3) et NOXA (Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein1) agissent sur le cycle cellulaire et
l’apoptose. Alors que P21 inhibe la progression du cycle cellulaire, PUMA et NOXA induisent
l’apoptose via l’inhibition de la protéine anti-apoptotique Bcl-2, conduisant ainsi à l’activation
des protéines pro-apoptotiques, BAK et BAX et l’apoptose cellulaire.
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Le complexe de dégradation est formé de trois protéines adaptatrices, l’Axine, APC et GSK3B 

(Glycogen synthase kinase 3B) (Figure 5).  

Dans le CCR, la mutation d’au moins un allèle du gène suppresseur de tumeur APC entraine 

la formation d’une protéine APC tronquée, incapable d’interagir avec le complexe 

Axine/GSK3. La β-caténine, n’étant plus phosphorylée, migre jusqu’au noyau. Elle interagit 

alors avec les facteurs de transcription TCF (T-cell factor) ou LEF (Lymphoid enhancer factor) pour 

activer l’expression des gènes cibles, impliqués notamment dans la prolifération, 

l’inflammation, l’apoptose et la sénescence cellulaire (Zhang and Shay, 2017). 

Néanmoins, dans 5-10% des CCR sporadiques, des mutations existent dans d’autres 

composants de la voie Wnt/β-caténine, telles que des mutations dans les sites de 

phosphorylation de la β-caténine, dans les gènes codant pour les E3 ligases, RNF43 et Znrf3 

ou encore au niveau des gènes codant pour TCF dont notamment des mutations dans les 

séquences microsatellitaires de TCF7L2 (Chang et al., 2018; Mikaeel et al., 2021; Yu et al., 2016). 

o La voie p53 

La protéine p53 est un facteur de transcription inductible par différents stress cellulaires, tels 

que l’hypoxie, les dommages à l’ADN et l’activation d’oncogène. Par son action sur p21, un 

inhibiteur des cyclines et des kinases dépendantes des cyclines, p53 induit un arrêt du cycle 

cellulaire en phase G1 mais aussi en phase G2/M, permettant ainsi le maintien de la stabilité 

génomique. p53 a également un rôle dans le contrôle de la mort cellulaire puisqu’il peut 

conduire à la surexpression des protéines pro-apoptotiques de la famille de BCL-2, avec pour 

conséquence l’activation de la cascade des caspases et l’induction de la transcription des gènes 

codant pour les récepteurs de mort FAS (Levine, 2020) (Figure 6).  

La prévalence des mutations du gène suppresseur de tumeur TP53 est très élevée dans les 

CCR, puisqu’elle peut atteindre 43,28% (Bouaoun et al., 2016). Plus de 90 % des mutations se 

situent au niveau des sites de liaison à l’ADN, provoquant ainsi la perturbation de l’interaction 

de p53 avec ses gènes cibles. Les conséquences des mutation du gène TP53 sont déterminantes 

quant à l’évolution du CCR, puisqu’elles sont associées à la migration, l’invasion, la capacité 

à induire des métastases et sont impliquées dans l’angiogenèse (Liebl and Hofmann, 2021). 
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Figure 7 : La voie RAS/MAPK.

L’activation de la voie débute par la fixation d’un ligand, les facteurs de croissance, sur un
récepteur à tyrosine kinases tel que EGFR ou VEGFR. La protéine SOS transforme la forme RAS-
GDP inactive en RAS-GTP active. Ceci entraine la phosphorylation et l’activation de la protéine
RAF qui, à son tour, active par phosphorylation la kinase MEK. Puis, la kinase MEK par double
phosphorylation de ERK, entraîne sa translocation au noyau et l’expression de gènes cibles.
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o La voie TGF-β/SMAD 

La voie TGF-β/SMAD (Transforming growth factor-beta/Small mothers against decapentaplegic) est 

qualifiée de voie « suppresseur de tumeur ». La fixation du ligand TGF-β sur son récepteur 

permet son activation par phosphorylation. S’ensuit la formation d’un complexe entre des 

protéines faisant partie de la famille SMAD et la protéine SMAD4. Le complexe nouvellement 

formé transloque dans le noyau où il s’associe avec des facteurs de transcription ou des 

protéines intervenant dans le remodelage de la chromatine, afin d’activer la transcription de 

gènes cibles tels que des initiateurs de l’apoptose ou des inhibiteurs du cycle cellulaire 

(Tzavlaki and Moustakas, 2020). Une fois dérégulée, cette voie intervient dans la progression 

du cancer et dans l’induction de la transition épithélial-mésenchymateuse (Ahmadi et al., 

2019).  

Chez les patients atteints de CCR, 30% d’entre eux présentent des mutations dans le gène 

codant pour la protéine SMAD4 (Mehrvarz Sarshekeh et al., 2017). La perte de cette protéine 

est tenue également responsable de la résistance des patients à un agent cytotoxique, le 5-

fluoruracil et est positivement corrélée avec la progression du CCR (Wasserman et al., 2019). 

Néanmoins, la seule perte de SMAD4 ne suffit pas pour initier la carcinogénèse car le risque 

de développer un carcinome est relativement faible. Cependant, lorsqu’elle est associée à une 

mutation du gène APC, elle en favorise la progression. La perte d’expression de SMAD4 est 

également en lien avec une altération de l’infiltration des monocytes au sein du 

microenvironnement tumoral, contribuant à la formation de métastases (Wasserman et al., 

2019). 

o La voie RAS/MAPK 

La voie de signalisation RAS/MAPK (Rat sarcoma/Mitogen-activated protein kinase) transmet des 

signaux via des récepteurs à tyrosine kinase comme l’EGFR (Epidermal growth factor receptor) 

ou VEGFR (Vascular endothelial growth factor) (Figure 7). La cascade de signalisation qui en 

découle transforme la forme RAS-GDP inactive en RAS-GTP active. Son recrutement à la 

membrane ainsi que son activation entrainent la phosphorylation et l’activation de la protéine 

RAF (Rapidly accelerated fibrosarcoma) puis la kinase MEK (MAPK-ERK-Kinase) et ERK 

(Extracellular signal-regulated kinase). L’activation de cette dernière entraîne sa translocation au 

niveau du noyau et la transcription des gènes cibles codant pour des facteurs de transcription 
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Figure 8 : La voie PI3K/AKT/mTOR.

L’activation de la voie PI3K/AKT/mTOR débute par la fixation d’un ligand, les facteurs de
croissance, sur un récepteur à tyrosine kinase tel que EGFR ou VEGFR. La partie intracellulaire
du récepteur est alors phosphorylée et sert de station d’ancrage aux sous-unités régulatrices de
PI3K, p85 et p110. L’activation de la PI3-kinase conduit au recrutement de la kinase AKT à
proximité de la membrane plasmique où elle est phosphorylée. AKT est un proto-oncogène, qui
a de nombreuses cibles en aval dont mTOR. La protéine mTOR joue différents rôles selon les
protéines qu’elle active ou inhibe, tels que la régulation du cycle cellulaire, de l’apoptose, la
prolifération cellulaire ainsi que l’angiogenèse.
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c-FOS, c-MYC, c-JUN ou JUMB. L’expression d’un grand nombre de gènes est alors stimulée, 

en particulier celle de CYCLIN D1 et CDK (Cyclin-dependant kinase)-6 ayant un rôle majeur dans 

l’initiation du cycle cellulaire en phase G1 (Guo et al., 2020c). 

Dans le cadre du CCR, une dérégulation de la voie MAPK, à travers une altération des 

protéines KRAS et BRAF, est fréquemment détectée dans respectivement 44% et 10% des cas 

(Costigan and Dong, 2020). Des mutations dans le gène KRAS sont associées à un mauvais 

pronostic mais également à un cancer de stade avancé et à la présence de métastases, et sont 

en lien avec une résistance à la chimiothérapie. De ce fait, attribuer une monothérapie est 

souvent un échec, conduisant à un faible taux de survie (Garcia-Carbonero et al., 2020; Wong 

et al., 2020).  

o La voie PI3K/AKT/mTOR 

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

homolog/Mechanistic target of rapamycin), tout comme la précédente, transmet des signaux 

provenant de nombreux récepteurs à tyrosine kinase. À la suite de l’activation de ces 

récepteurs, les protéines kinases PI3K sont recrutées au niveau de la membrane plasmique. La 

phosphorylation du PIP2 (Phophatidylinositol 4,5-bisphosphate) génère du PIP3 

(Phosphatidylinositol 3, 4, 5 trisphosphate) qui agit comme un second messager pour l’activation 

d’un proto-oncogène, une sérines/thréonine kinase, AKT. Cet oncogène dissocie le complexe 

TSC1 et TSC2 (Tuberous sclerosis proteine 1 or 2), ce qui a pour conséquence d’activer la protéine 

mTOR qui joue un rôle clé dans la régulation du cycle cellulaire et de la disponibilité en 

nutriments  (Aoki and Fujishita, 2017) (Figure 8).  

L’importance de la voie PI3K/AKT/mTOR dans le développement du CCR peut être perçue 

par l’utilisation grandissante d’inhibiteurs (Bahrami et al., 2018; Elmenier et al., 2019; Reita et 

al., 2019). Des mutations dans le gène PI3K sont détectées dans 16% des CCR et généralement 

associées à des mutations de KRAS ou BRAF. Le comportement du cancer est en lien direct 

avec ces mutations. Lorsqu’elles sont présentes, le cancer est qualifié d’agressif avec la 

présence de métastases, le pronostic est généralement mauvais, l’apparition d’une chimio 

résistance apparaît et la survie à trois ans est faible (Liao et al., 2012; Narayanankutty*, 2019).  
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o La voie NOTCH 

La voie NOTCH est une voie de signalisation juxtacrine, activée quand le récepteur NOTCH 

interagit avec l’un de ses ligands, situé à la surface d’une cellule voisine. S’ensuit une série de 

clivages dans le but de libérer la partie soluble du récepteur, NICD (NOTCH intracellular 

domain). Après avoir migré dans le noyau, le NICD se lie ensuite aux facteurs de transcription 

CSL (CBF1 suppressor of hairless lag-1) et MAML (Mastermind-like) pour former un complexe 

trimérique et initier la transcription de gènes cibles. La fixation du domaine intracellulaire de 

NOTCH sur l’ADN est finement régulée par deux enzymes : cdk-8 et l’ubiquitine ligase, 

Fbxw7. Ces dernières entraînent l’ubiquitination de NICD qui est nécessaire pour sa 

dégradation protéasomale (Li et al., 2017). 

Des dérégulations de la voie NOTCH ont été rapportées dans 86% des CCR. Elles sont 

particulièrement marquées lors d’un développement tumoral avancé et associées à un faible 

taux de survie. Une expression accrue des récepteurs NOTCH-3 et NOTCH-4 a été définie 

dans respectivement 73% et 56 % des carcinomes. Leurs ligands, Jagged et Delta, sont 

également surexprimés jusqu’à 52% des CCR et leurs gènes cibles, dont notamment HES1 et 

HEY1 ont eux aussi été montrés comme altérés dans 33% et 24% des CCR. Etant donné que la 

voie NOTCH est montrée comme particulièrement dérégulée au sein des carcinomes par 

rapport aux adénomes, elle pourrait être impliquée dans la transition d’un développement 

précoce à tardif du CCR (Shaik et al., 2020). La voie NOTCH a également un rôle dans le 

processus métastatique, puisque les cellules cancéreuses présentant une hyperactivation de la 

voie NOTCH 1, induisent le recrutement de neutrophiles qui sécrètent alors la chimiokine 

CXCL5 et TGF-β. En retour, ces médiateurs agissent sur les cellules cancéreuses en favorisant 

le processus métastatique (Ruland, 2019).  

1.3.2.2. Les différents phénotypes de la carcinogenèse colorectale 

o Le phénotype CIN 

Le phénotype CIN est observé dans 65 à 70% des CCR sporadiques. Les mécanismes sous-

jacents impliquent généralement un défaut de ségrégations chromosomiques telles qu’une 

altération dans le contrôle de séparation des chromatides sœurs ou bien une perte 

d’hétérozygotie. Les pertes alléliques fréquemment retrouvées sont localisées dans des régions 

chromosomiques où se situent des gènes suppresseurs de tumeur tels que APC sur le 
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chromosome 5q, TP53 sur le chromosome 17p, DCC et SMAD2/4 sur le chromosome 18q. A 

contrario, un gain de matériel chromosomique est associé à des régions où se localisent des pro-

oncogènes, tel que KRAS sur le chromosome 12. En plus de ces modifications, le phénotype 

CIN est également identifié par l’accumulation de mutations dans les proto-oncogènes et 

gènes suppresseurs de tumeur décrits précédemment, ce qui contribue davantage à 

l’établissement du CCR (Ham-Karim et al., 2019; Pino and Chung, 2010; Wielandt et al., 2020). 

o Le phénotype MSI 

Le phénotype MSI est rencontré dans 10 à 15% des CCR sporadiques et la quasi-totalité des 

cancers héréditaires sans polypose, appelés également HNPCC (Hereditary non-polyposis 

colorectal cancer). Ce phénotype est caractérisé par des altérations dans de courtes séquences 

répétées, les séquences microsatellitaires. Dans le cadre du MSI, le mécanisme de réparation 

des mésappariements de l’ADN, appelé système MMR, est défaillant. Ceci ayant pour 

conséquence d’instaurer une instabilité génomique à l’intérieur de ces séquences. En 2019, une 

méta-analyse a associé le statut MSI avec un meilleur taux de survie ainsi qu’un meilleur taux 

de survie sans récidive chez les patients atteints d’un CCR de stade II (Petrelli et al., 2019).  

Le statut MSI est déterminé par l’utilisation de marqueurs microsatellitaires définis par 

l’Institut National du Cancer et peut ainsi être classifié en trois catégories :  

-   Les cancers MSI-H (High : à haut niveau d’instabilité) : les tumeurs ont au moins 30% des 

marqueurs mutés. Pour les CCR sporadiques MSI-H, le défaut est principalement dû à une 

hyperméthylation du promoteur du gène MLH1 (Human MutL homolog), un des trois 

composants du système MMR.  

-   Les cancer MSI-L (Low : à faible niveau d’instabilité) : les tumeurs ont moins de 30% des 

marqueurs mutés. Cette instabilité est créée par l’hyperméthylation du gène codant pour 

l’enzyme de réparation de l’ADN, MGMT (Methyguanine DNA methyltransferase).  

-     Les cancers MSS (microsatellite stable) sans instabilité.  

o Le phénotype CIMP 

Le phénotype CIMP est observé dans 20 à 30% des cas de CCR. Les îlots CpG sont des régions 

riches en cytosines et en guanines qui se trouvent préférentiellement au niveau des régions 
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promotrices. L’inactivation transcriptionnelle des gènes suppresseurs de tumeur, par 

l’hyperméthylation de leur promoteur, est un phénomène couramment impliqué dans 

différents types de cancers, dont le CCR  (Jung et al., 2020). Plusieurs études ont montré que 

la perte d’expression du gène APC est dû à une hyperméthylation de son promoteur et 

s’effectue à des temps précoces du développement de la carcinogénèse. Elle est inversement 

corrélée au statut de méthylation des gènes TP53 et BRAF (Liang et al., 2017). La méthylation 

de ces deux gènes est fréquemment associée à des tumeurs CIMP dites à forte 

hyperméthylation. En comparaison, les tumeurs CIMP à hyperméthylation plus faible sont 

plutôt en relation avec la mutation KRAS et possèdent moins de gènes méthylés (Advani et al., 

2018). 

1.3.2.3. Les évènements moléculaires associés aux maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin et rôle de l’inflammation dans le CCR 

Les CCR associés aux MICI (Maladies inflammatoires chronique de l’intestin) que l’on appelle 

aussi CCR associés à une colite (ou CAC : Colitis-associated cancer), représentent seulement 1,4% 

des CCR mais sont à l’origine de 15% des décès dus aux MICI (Zhou et al., 2019). La survie des 

patients est moindre et peut être expliquée par un diagnostic tardif de la maladie (Taylor et 

al., 2020). Bien que les étapes majeures du développement du CCR, de la mise en place d’un 

épithélium hyper-prolifératif jusqu’à l’apparition d’un carcinome, soient similaires avec celles 

des CCR sporadiques, le déroulement des événements moléculaires sont quant à eux bien 

distincts. Contrairement à la séquence adénome-cancer, le CCR associé aux MICI présente des 

mutations précoces dans le gène TP53 et les mutations du gène APC interviennent plus 

tardivement (Kameyama et al., 2018). 

1.4. L’étiologie des CCR 
Seulement 8% des CCR font intervenir des prédispositions génétiques, se présentant sous deux 

formes ; la polypose adénomateuse familiale et le cancer héréditaire sans polype. Dans la 

majorité des cas, environ 90%, les CCR sont dits sporadiques, c’est-à-dire sans prédispositions 

génétiques, dont 20% surviennent au sein de « familles à risque », sans qu’une anomalie 

génétique précise ne soit identifiée. Enfin, 1 à 2% des CCR surviennent dans le cadre des MICI 

(Pearlman et al., 2017; Zhou et al., 2019). 
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1.4.1.  Les maladies génétiques prédisposantes 

o La polypose adénomateuse familiale (PAF) 

La PAF touche une personne sur dix mille et représente environ 1% des CCR. Elle est 

caractérisée par l’apparition de milliers de petits polypes au niveau du côlon et du rectum, dès 

le plus jeune âge. Leur présence garantit le risque de développer un CCR qui peut atteindre 

100% dès l’âge de 40 ans. La PAF résulte d’une mutation sur le gène APC, au sein du 

chromosome 6. La plupart des mutations sont de type non-sens mais, suivant leur localisation, 

le génotype et le phénotype peuvent différer et conduire à une manifestation de la maladie en 

dehors du côlon (Carr and Kasi, 2020). Dans de rare cas, les mutations ne concernent pas le 

gène APC mais plutôt MUTYH (MutY homolog) qui est impliqué dans les réparations des 

dommages à l’ADN par excision de base (Sutcliffe et al., 2019). 

o Le cancer héréditaire sans polypose 

Le cancer héréditaire sans polypose - ou également appelé syndrome de Lynch - est plus 

fréquent que la PAF, puisqu’il représente 2-4% des cas de CCR, avec une prévalence de deux 

pour dix mille habitants (Porkka et al., 2019). Chez les patients atteints du syndrome de Lynch, 

le développement des tumeurs est causé par une instabilité microsatellitaire, où l’on retrouve 

principalement des mutations au niveau des gènes MLH1 et MLH2 (Yao et al., 2021). Les 

patients atteints du syndrome de Lynch sont prédisposés à développer d’autres cancers hors 

du tube digestif tels que le cancer de l’endomètre, estomac, pancréas ou encore voies biliaires 

(Bujanda and Herreros-Villanueva, 2017; Cloyd et al., 2018; Kim et al., 2020b; Singh and 

Resnick, 2017). 

o La polypose juvénile 

La polypose juvénile est caractérisée par le développement de multiples polypes chez les 

adolescents, dès l’âge de 20 ans, majoritairement au niveau du côlon et du rectum. Bien que la 

plupart des polypes soient bénins, certains d’entre eux progressent en tumeurs malignes et 

prédisposent les patients au développement de différents cancers (côlon, estomac, intestin 

grêle, pancréas) dans 9 à 50 % des cas, dès l’âge de 35 ans. La polypose juvénile a une 

prévalence d’un sur un cent mille et les altérations génétiques associées sont similaires à celles 

précédemment décrites dans le CCR puisqu’elle résulte, dans 86 et 91% des cas, d’une 
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altération germinale du gène SMAD4 et BMPR1A (Bone morphogenetic protein receptor type 1A), 

un récepteur de type sérine-thréonine kinase appartenant à la famille des TGF-β (Blatter et al., 

2020; Ma et al., 2018). 

1.4.2.  Les maladies inflammatoires chroniques prédisposantes 

Une relation étroite entre la présence d’une inflammation chronique et le développement de 

cancers n’a cessé d’être confirmée par différentes études cliniques. La première méta-analyse 

en 2001, prenant en compte 54 478 patients de 116 études, a permis d’établir une prévalence 

du CCR s’élevant à 3,7%, chez des patients atteints de la rectocolite hémorragique, une forme 

de MICI (Eaden et al., 2001). Néanmoins, ce chiffre n’a cessé de diminuer pour atteindre 

aujourd’hui une moyenne de 1,4% (Zhou et al., 2019). Chez les patients atteints de la maladie 

de Crohn, une autre forme de MICI, le développement tumoral est plus important et la survie 

à cinq ans est moindre en comparaison avec la rectocolite hémorragique pour atteindre 

respectivement 39,3% et 67,1% (Vetter et al., 2021).  

Le syndrome métabolique est reconnu depuis longtemps comme une maladie inflammatoire 

chronique, qui pourrait favoriser le développement du CCR. Le syndrome métabolique est 

défini par l’association de plusieurs pathologies, telles que l’obésité, une résistance à l’insuline, 

une hyperglycémie ou bien une dyslipidémie (une quantité anormale de lipides) qui augmente 

le risque de développer un diabète de type 2 et des maladies cardiovasculaires. Le risque de 

développer un CCR est plus élevé de 25% à 54% par rapport à des sujets sains, suivant 

l’avancement du syndrome. Néanmoins, une disparité existe entre les hommes et les femmes, 

lesquelles ont un risque moindre allant de 9 à 37% (Lee et al., 2020). Cette distinction entre 

genres pourrait être expliquée par une différence du nombre de sujets pris en compte dans les 

études, mais également par une diversité dans les fonctions biologiques entre hommes et 

femmes. A ce jour, aucune étude n’a pu mettre en lumière pourquoi les hommes et les femmes 

pourraient être affectés différemment par le CCR associé au syndrome métabolique. 

1.4.3.  Les CCR sporadiques 

La majorité des cas de CCR sont dits « sporadiques », c’est-à-dire sans prédispositions 

génétiques ou historique familial. Des facteurs de risque liés au mode de vie ont été décrits 

comme pouvant jouer un rôle important dans le développement tumoral. En 2017, les Fonds 

Mondial de Recherche contre le Cancer et l’Institut Américain de Recherche contre le Cancer 
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ont conclu qu’un régime alimentaire non adapté, la consommation d’alcool et le tabagisme 

sont considérés comme des causes potentielles de développement de la maladie (2017).  

o Impact de l’alimentation 

L’alimentation joue un rôle primordial dans la survenue du cancer, puisqu’il est estimé qu’une 

personne ayant un régime alimentaire non adapté voit le risque de développer un CCR 

augmenté de 25% (Garcia-Larsen et al., 2019). A travers les études menées sur des populations 

du monde entier, deux habitudes alimentaires sont à distinguer. La première, qualifiée de 

« saine », est caractérisée par un apport élevé en fruits, légumes, céréales complètes, poisson 

et autres fruits de mer. La seconde, quant à elle, est qualifiée de « mauvaise » et se définit par 

un apport élevé en viandes rouges, produits transformés, boissons sucrées et grains raffinés 

(Tabung et al., 2017). Les mécanismes biologiques liés à une alimentation saine ou mauvaise 

et le développement du CCR sont probablement multifactoriels et sont le reflet d’une 

interaction complexe entre les différents composés alimentaires. Selon une méta-analyse 

réalisée par WCRF-AICR, la consommation journalière de 100 grammes de viande rouge ou 

transformée augmente de 12% le risque de développer un CCR (Vieira et al., 2017). A l’inverse, 

une alimentation saine, particulièrement riche en fibre, réduit le temps de transit du bol 

alimentaire dans la lumière du tube digestif, diminuant ainsi l’exposition de l’épithélium 

colique aux éléments carcinogènes et est inversement corrélé avec le risque de développer un 

CCR (Hidaka et al., 2020). 

o Impact de la consommation d’alcool 

L’éthanol présent dans les boissons alcoolisées est un facteur de risque reconnu dans le 

développement du CCR. Son premier métabolite, l’acétaldéhyde, est un composé caractérisé 

de carcinogène par l’Agence Internationale pour la Recherche (International Agency for 

Research on Cancer, Agents Classified by the IARC Monograph; 2018). Des études révèlent 

qu’une prise élevée d’alcool, plus de trois verres par jour, ainsi que le temps d’exposition à 

l’alcool est en relation directe avec le risque accru de développer un CCR (Lin et al., 2020; 

McNabb et al., 2020). L’acétaldéhyde formé provoque des lésions à la muqueuse, une 

augmentation de la perméabilité membranaire, des dommages à l’ADN et des altérations 

épigénétiques  (Diao et al., 2020; Dumitrescu, 2018; Hodskinson et al., 2020).  
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o Impact du tabagisme actif 

Le tabagisme actif est responsable de 16,3% des cancers en 2018. Le cancer colorectal est le 

troisième cancer où l’incidence du tabagisme est la plus élevée (Al-Zalabani, 2020). Une méta-

analyse a mis en lumière un lien indéniable entre le temps et l’intensité du tabagisme sur le 

risque de développer un CCR, avec une diminution significative chez des personnes qui ont 

arrêté de fumer, il y a plus de 25 ans (Botteri et al., 2020). Ceci pourrait être dû à un changement 

épigénétique, puisqu’une méthylation à l’ADN similaire entre des anciens fumeurs et des 

personnes n’ayant jamais fumé a été trouvée. Ce résultat suggère que l’arrêt du tabagisme actif 

pourrait rétablir la méthylation du génome, diminuant ainsi le risque de 50 % de développer 

un CCR, dû au tabagisme, lorsque l’arrêt persiste au moins depuis 10 ans (Nishihara et al., 

2013). 

o Implication du microbiote intestinal 

Il a été suggéré que la survenue du CCR pourrait être influencée par le microbiote intestinal, 

étant donné que le tube digestif est en constante exposition avec celui-ci. Une étude, se basant 

sur des échantillons de biopsies de carcinomes coliques et de muqueuses saines, a révélé une 

modification du microbiote, appelée dysbiose, associée à la muqueuse des patients atteints de 

CCR comparativement aux sujets sains (Flemer et al., 2017). L’implication du microbiote 

intestinal dans la carcinogenèse colorectale a été ensuite déterminée en utilisant des modèles 

murins prédisposés au développement du CCR. L’un des modèles les plus connus est le 

modèle de souris ApcMin/+ (Min : Multiple intestinal neoplasia), qui possède une mutation du gène 

Apc induisant la formation d’un codon stop. Ces souris développent de multiples adénomes 

au niveau de l’intestin et du côlon (Moser et al., 1990). Une étude réalisée sur les souris ApcMin/+ 

a montré un nombre plus faible de tumeurs colorectales chez les souris axéniques, par rapport 

à celles possédant un microbiote (Li et al., 2012). Une étude plus récente a montré que les souris 

conventionnelles traitées avec l’agent carcinogène AOM (Azoxymethane) puis gavées avec les 

échantillons fécaux de patients atteints de CCR développent plus de tumeurs colorectales que 

celles recevant les fèces de sujets sains (Wong et al., 2017a), confirmant ainsi l’impact du 

microbiote intestinal dans le développement du CCR. Les mécanismes par lesquels le 

microbiote intestinal peut influencer le CCR sont développés dans la suite de ce manuscrit. 
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Figure 9 : La fonction des NK dans le cancer.

Les cellules NK (Natural killer) fonctionnent comme des effecteurs cytotoxiques et comme des
régulateurs de l’immunité innée et adaptative.
A) Étant des cellules tueuses innées, les NK reconnaissent le niveau d’expression des ligands

tumoraux ainsi que le CMH (Complexe majeur d’histocompatibilité) de classe I des cellules
tumorales, respectivement par leurs récepteurs activateurs et inhibiteurs. L’équilibre qui
existe entre les deux détermine l’état d’activation des cellules NK.

B) Après activation, les cellules NK induisent la lyse de la cellule tumorale cible par la sécrétion
de granules (granzyme B et perforine), l’interaction avec les récepteurs de mort (FAS/TRAIL)
et les anticorps cytotoxiques (CD16).

C) Les cellules NK activées secrètent des chimiokines et cytokines (CCL3, CCL4, IFN-y) qui
favorisent la maturation et le recrutement des cellules dendritiques qui, en retour modulent
la réponse immunitaire adaptative par l’activation des LT CD8+ cytotoxiques et des LT CD4+

à travers l’interaction entre le CMH et les récepteurs TCR.
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1.5. Rôle du microenvironnement tumoral dans la carcinogenèse colique  

1.5.1.  Les cellules impliquées dans le CCR 

En condition physiologique, différentes populations immunitaires sont présentes au sein du 

tissu colique pour maintenir l’homéostasie. Suite à l’apparition de cellules tumorales, le 

système immunitaire est programmé pour les éliminer. Le micro-environnement tumoral est 

composé d’un ensemble de cellules immunitaires qui comprend plus particulièrement des 

cellules myéloïdes comme les cellules myéloïdes suppressives, les macrophages et les 

neutrophiles mais également des lymphocytes, tels que les cellules NK (Natural killer),  les LT 

(Lymphocyte T) et les LB (Lymphocyte B). Bien que le système immunitaire soit d’abord 

préjudiciable pour les cellules tumorales, elles sont capables d’échapper à sa surveillance, 

facilitant ainsi la progression du CCR.  

1.5.1.1. Rôles des lymphocytes dans le CCR 

o Les Natural killers 

Les NK 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’antigènes. Les NK jouent un rôle majeur dans la réponse immunitaire du cancer puisqu’ils 

limitent l’apparition des tumeurs et contrôlent leur développement ainsi que leur 

dissémination (Wu et al., 2020). Les mécanismes mis en jeu sont de deux types : (i) l’induction 

de l’apoptose par l’interaction de récepteurs membranaires entre la cellule cible et la cellule 

immunitaire et (ii) la mise en place d’une cytotoxicité par la dégranulation de granzymes et de 

perforines cytotoxiques et la production d’IFN- . Les NK reconnaissent une expression altérée 

des protéines de surface des cellules aberrantes et tumorales, comme par exemple une 

diminution des protéines du CMH (Complexe majeur d’histocompatibilité) de classe I, via le 

récepteur NCR (Natural cytoxicity recepors) ou NKG2D (Natural killer Group 2D) (Long et al., 

2013).  Bien que les NK participent à la destruction des cellules aberrantes et tumorales, leur 

rôle est surtout important à un stade précoce de la carcinogenèse (Sconocchia et al., 2014) 

(Figure 9). 

Dans le cadre du CCR, une récente étude a montré que les NK agissent sur les cellules 

cancéreuses à travers la sécrétion de perforines et granzymes, comme précédemment décrit 

(Díaz-Basabe et al., 2021). Cependant l’analyse de l’activité des NK circulants, au sein d’une 
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cohorte de 872 patients, montre qu’elle est affaiblie chez ceux atteints d’un CCR (Jobin et al., 

2017). Il est intéressant de noter à ce propos que, bien que les tumeurs primaires coliques 

expriment d’avantage les ligands aux récepteurs des cellules NK, l’expression de ces derniers 

dans la circulation sanguine est diminuée chez les patients atteints de CCR (Krijgsman et al., 

2020). L’hypothèse pourrait être une possible modulation du phénotype des NK ainsi que de 

leur fonction, par les cellules tumorales. Ces dernières pourraient alors échapper à la 

reconnaissance immunitaire dans la circulation systémique, amenant à la formation de 

métastases. En lien avec cette hypothèse, un nombre très faible de cellules NK au sein des 

métastases hépatiques dans le CCR est d’ailleurs observé (Pugh et al., 2014). Cependant, 

malgré leur infiltration appauvrie tout du long de la séquence adénome-cancer, le rôle des NK 

dans le pronostic du CCR n’a pas encore été spécifié. Une quantification d’IFN-  sécrété par 

les cellules NK sanguins a néanmoins été utilisée pour évaluer leur statut cytotoxique et se 

révèle être efficace puisque dans l’étude, elle présente une valeur prédictive de 99,4% (Jobin et 

al., 2017). 

o Les LT CD8+ 

Les LT CD8+ sont des cellules qui présentent un fort pouvoir cytotoxique médié par la sécrétion 

de perforines, Fas ligand et TFN-α (Raskov et al., 2021). Des études ont montré qu’une 

infiltration importante des LT CD8+ au sein des tumeurs pourrait prédire une survie sans 

récidive dans plusieurs types de cancers, comme celui du mélanome ou du poumon (Djenidi 

et al., 2015; Koh et al., 2017).  

Dans le cadre du CCR, une forte concentration en LT CD8+  dans les tissus cancéreux est 

significativement associée avec un pronostic et une issue favorables pour le patient (Hu et al., 

2019). L’augmentation de l’infiltrat en LT CD8+ dans les tumeurs est également inversement 

corrélée avec la formation de métastases (Hu et al., 2019). Ce résultat suggère donc qu’une 

expression augmentée en LT CD8+ contribuerait à prévenir la formation de métastases des 

cellules cancéreuses. Ainsi, l’infiltration des LT CD8+ dans les tissus cancéreux pourrait être 

un marqueur pronostic. Un immunoscore a d’ailleurs été élaboré. Il prend en considération : 

(i) la densité de l’infiltrat des LT CD8+ dans le centre de la tumeur, (ii) dans la marge invasive 

et (iii) la densité des LT CD8+ mémoires dans le centre de la tumeur et dans la marge invasive 
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(Pagès et al., 2018). Ce score immunologique semble d’ailleurs être un meilleur facteur de 

prédiction de la récurrence tumorale que celui couramment employé.  

o Les LT CD4+ auxiliaires 

Les LT CD4+ sont activés grâce aux cellules présentatrices d’antigènes et principalement les 

cellules dendritiques (DC : Dentritic cells), à travers le CMH de classe II. Une fois activés, les 

LT CD4+ se différencient en plusieurs sous-groupes : (i) les Th1 qui permettent la sécrétion de 

cytokines et favorisent la réponse anti-tumorale, (ii) les Th2 qui accélèrent le développement 

tumoral, (iii) les Th17 qui sécrètent de l’IL-17 mais leur rôle reste aujourd’hui controversé et 

(iv) les Treg (T régulateurs) qui inhibent la réponse immunitaire et représentent un mécanisme 

d’échappement du système immunitaire.  

Les Th1 jouent un rôle dans la réponse contre les cellules aberrantes et tumorales coliques, en 

amplifiant la réponse CD8+ et en activant les macrophages antitumoraux. L’expression des 

gènes de la réponse Th1 (T-bet, IRF1, IL12RB2 et STAT4) dans les tissus tumoraux est ainsi 

associée à une meilleure survie des patients atteints de CCR (Tosolini et al., 2011). 

Les Th2 sont dits pro-tumoraux puisqu’ils limitent l’activité des LT cytotoxiques et favorisent 

l’angiogenèse. Cependant, leur présence dans le micro-environnement tumoral ne semble pas 

avoir d’impact sur le pronostic des patients atteints de CCR (Tosolini et al., 2011). Plus 

récemment, chez des patients atteints de CCR présentant des métastases dans les ganglions 

lymphatiques, le ratio Th1/Th2 a été observé dans le tissu métastasé. Ce ratio est en corrélation 

avec la survie du patient puisqu’un ratio supérieur à 1 est significativement associé à une 

amélioration de la survie globale, avec une médiane de 83,5 mois, comparativement à des 

patients présentant un faible ratio, qui est de 35,5 mois (Nizri et al., 2016).  

Les Th17 sont impliqués dans l’inflammation chronique et la carcinogenèse (Korn et al., 2009). 

Cependant, à ce jour, son rôle reste controversé. Les premières études leur attribuent un rôle 

antitumoral, car ils favorisent le recrutement et l’activité de plusieurs cellules immunitaires 

comme les lymphocytes, les NK et les DC au sein des tumeurs de l’œsophage (Lu et al., 2013). 

Les patients atteints de CCR qui ont un niveau élevé en IL-17, auraient tendance à avoir un 

meilleur pronostic (Lin et al., 2015). Néanmoins, la majorité des publications suggèrent que la 

réponse Th17 amplifie la carcinogenèse colorectale (Razi et al., 2019). Le pourcentage de 
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cellules Th17 est accentué de façon significative dans les tumeurs de patients atteints de CCR 

par rapport aux patients contrôles, à des stades précoces du développement (Doulabi et al., 

2018). La production de l’IL-17 a été également examinée tout du long de la séquence 

adénome-cancer. Bien qu’elle s’intensifie au sein des adénomes, l’IL-17 persiste jusqu’au stade 

carcinome (Cui et al., 2012). Singulièrement, l’augmentation de l’expression de l’IL-17 est 

associée à une augmentation du score dysplasique, qui est l’un des paramètres histologiques 

les plus importants pour évaluer la progression néoplasique. Pour terminer, l’IL-17 se révèle 

être un acteur majeur dans l’induction d’une chimiorésistance chez des patients atteints de 

CCR, qui serait notamment médiée par son interaction avec des régulateurs-clés de l’apoptose 

(Sui et al., 2019). 

Les Treg sont décrits comme une sous-population de LT qui a pour rôle principal la 

suppression de la réponse immunitaire, afin d’éviter une auto-immunité. Ils sont caractérisés 

par l’expression du récepteur de l’IL-2, CD25  (Sakaguchi et al., 1995). Les Treg utilisent 

différents mécanismes pour supprimer la réponse immunitaire, comme : (i) la privation d’IL-

2 au sein du microenvironnement, (ii) la sécrétion de cytokines immunosuppressives, (iii) 

l’utilisation de perforines et de granzymes et enfin, (iv) la manipulation des cellules 

présentatrices d’antigènes (Figure 10). Dans le cadre du CCR, les Treg sont associés avec la 

progression du développement tumoral (Ling et al., 2018). Ainsi, l’infiltration des Treg dans 

le côlon est significativement augmentée dans les tumeurs au regard de la muqueuse saine, 

tout comme chez les patients atteints d’un CCR métastasé comparativement aux patients ne 

présentant aucune métastase (Loddenkemper et al., 2006). Plus récemment, les Treg ont été 

décrits comme pouvant inhiber la réponse cytotoxique des LT CD8+ dans le CCR (Fujimoto et 

al., 2018).  

o Les LB 

Les LB ont un rôle fondamental dans la production d’anticorps, la présentation antigénique 

ainsi que l’immunosuppression (Deng and Galipeau, 2014). Lorsque le CCR apparaît, les LB 

présents dans la circulation sanguine et les ganglions mésentériques modifient leur phénotype 

pour devenir actifs (Zirakzadeh et al., 2013). Ils peuvent alors activer les LT antitumoraux 

grâce à leur fonction de cellule présentatrice d’antigènes. Cependant, une densité accrue en LB 
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Les MDSC (Myeloid-derived suppressor cell) suppriment la prolifération et la fonction des LT ainsi
que celles des NK par la production de ARG1 (Arginase-1), iNOS (Oxyde nitrique synthase) et ROS
(Reactive oxygen species). La peroxynitrite (ONOO-) induit une diminution de l’infiltrat des LT
CD8+, alors que TGF-b inhibe le récepteur activateur des NK (NKG2D : Natural Killer Group 2D).
La sécrétion d’IL-10 et la production de NO agissent sur les dendritiques en supprimant leur
fonction de présentation antigénique. L’IL-10 favorise également la différenciation des TAM
(Tumor-associated macrophages) en phénotype M2. Pour finir, les Treg sécrètent du VEGF qui
promeut la formation de métastases.
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au sein des tumeurs est seulement prédictive d’une issue clinique favorable, lorsque les 

patients présentent un CCR à droite du côlon plutôt qu’à gauche (Berntsson et al., 2016).  

1.5.1.2. Rôles des cellules myéloïdes dans le CCR 

Les MDSC (Cellule myéloïde suppressive), TAN (Tumor-associated neutrophil) et TAM (Tumor-

associated macrophages) sont des acteurs essentiels impliqués dans le développement et la 

progression du cancer. 

o Les cellules myéloïdes suppressives 

Les MDSC représentent une population hétérogène de granulocytes et monocytes qui 

prolifèrent rapidement lors d’une infection, d’une inflammation et d’un cancer (Gabrilovich 

and Nagaraj, 2009). Comme son nom l’indique, ces cellules possèdent une fonction 

immunosuppressive et aident les cellules cancéreuses à échapper à la surveillance du système 

immunitaire. Leur fonction est associée avec l’activation de deux enzymes, la iNOs (NO 

synthase inductible) et l’ARG1 (Arginase 1) qui sont responsables du métabolisme de L-arginine, 

essentielle pour la prolifération et la fonction des LT (Geiger et al., 2016; Rodriguez et al., 2017). 

La production de NO et de ROS (Reactive oxygen species) lors de cette réaction est impliquée 

dans l’inactivation du TCR (Recepteur des cellules T) des lymphocyte T, amenant à la mort 

cellulaire  (Bronte and Zanovello, 2005) (Figure 11).  

Dans le cadre du CCR, une corrélation positive entre la présence de MDSC dans la circulation 

périphérique des patients a été montrée et est positivement associée avec un cancer de stade 

avancé (Toor et al., 2016). L’analyse transcriptomique des MDSC circulants révèle une 

augmentation de l’expression de la voie JAK/STAT (Janus kinase) par rapport aux cellules 

présentatrices d’antigènes (Shirasuna et al., 2020). Ceci est lié à une augmentation notamment, 

des voies du TGF-β et de chimiotactisme, favorisant la progression du CCR (Shirasuna et al., 

2020). Les MDSC jouent aussi un rôle dans le développement métastatique puisqu’ils sont à 

l’origine de niches prémétastatiques (Lin et al., 2019a). La concentration des MDSC dans le foie 

est également associée avec un nombre important de métastases hépatiques dans un modèle 

murin de CRLM (CRC liver metastasis) (Lin et al., 2019a). Comme évoqué précédemment, les 

MDSC agissent plus particulièrement sur les LT. Dans ce modèle murin, les MDSC présents 

dans les tissus métastatiques inhibent de façon significative la prolifération des LT (Lin et al., 
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Figure 12 : Les mécanismes impliqués dans la fonction pro-tumorale des TAN dans le cancer.

Les neutrophiles peuvent soutenir le développement tumoral par différents mécanismes incluant
la suppression de l’activité des LT, l’induction d’une instabilité génétique, la prolifération des
cellules tumorales, la mise en place d’une angiogenèse et la formation de métastases.

Mise en place de métastases : La mobilisation des neutrophiles dans les niches pré-
métastatiques soutient l’arrivée des cellules métastatiques par la production de différents
médiateurs comme IL-1b, la MMP9 (Matrix metalloproteinase 9) ou le NE (Neutrophil elastase). Les
neutrophiles circulants escortent les cellules tumorales circulantes par leur interaction avec le
récepteur b2-intégrine et ICAM1 et favorisent leur survie ainsi que leur extravasion.

L’immunosuppression : Les molécules présentes dans le micro-environnement, comme
TGF-b induisent l’expression de ARG1, ROS et NO qui inhibent la fonction des LT CD8+.

L’instabilité génétique : les neutrophiles induisent une instabilité génétique au sein des
cellules tumorales par notamment la production de ROS.

La prolifération tumorale : les neutrophiles soutiennent la prolifération tumorale par la
production de facteurs de croissance comme EGF (Epidermal growth factor) and PDGF (Platelet-
derived growth factor). La sécrétion de NE et MMP9 clive l’intégrine qui active la prolifération des
cellules cancéreuses.

Favorise l’angiogénèse : les neutrophiles soutiennent l’angiogénèse à travers la sécrétion de
facteurs pro-angiogénique tels que MMP9 qui activent VEGF de la matrice extracellulaire.
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2019a).  Chez les patients, les MDSC seraient à l’origine d’une chimiorésistance et prédicteurs 

de mauvais pronostic (Lin et al., 2019a; Liu et al., 2020b). 

o Les neutrophiles 

Les neutrophiles sont, à l’origine, décrits comme les premières cellules à répondre de 

l’immunité innée. Ils sont classiquement caractérisés par leur habilité à induire la phagocytose, 

la sécrétion d’enzymes permettant la lyse cellulaire ainsi que la production de ROS (Nathan, 

2006). Dans le contexte d’un microenvironnement tumoral, les neutrophiles associés aux 

tumeurs présentent une grande plasticité. Ils peuvent ainsi se différencier en phénotype N1 

dits antitumoraux ou en phénotype N2 dits protumoraux (Giese et al., 2019). Les neutrophiles 

de type N1 ont un rôle cytotoxique, ils limitent l’immunosuppression ainsi que la production 

d’arginase. A contrario, les neutrophiles N2 favorisent le développement tumoral en exprimant 

de l’arginase et supportant l’angiogenèse (Giese et al., 2019) (Figure 12).  

Dans le cadre du CCR, aucune association entre l’infiltration au sein des tumeurs des TAN 

(Tumor-associated neutrophils) et le pronostic des patients n’a été encore établi. Cependant, 

l’augmentation du ratio neutrophiles sur lymphocytes dans la circulation sanguine est associée 

avec un mauvais pronostic (Li et al., 2018). Un ratio élevé a également été rapporté comme une 

issue défavorable à la suite d’une résection de métastases hépatiques, chez des patients atteints 

de CCR (Halazun et al., 2008). Pour finir, l’effet des TAN sur la survie des patients est à ce jour 

incertain. Cependant, un comptage manuel des neutrophiles au sein de tissu cancéreux basé 

sur leur morphologie, puisqu’il n’existe aucun anticorps spécifique, montre qu’une 

augmentation des TAN favoriserait la survie globale des patients en stade II (Berry et al., 

2017).  

o Les macrophages 

Les macrophages associés aux tumeurs sont des cellules clés de l’immunité innée présentes au 

sein du micro-environnement tumoral. Elles régulent le développement tumoral, la réponse 

immunitaire adaptive, l’angiogenèse ainsi que la formation de métastases (Cassetta and 

Pollard, 2020). Les TAM (Tumor-assiated macrophages) représentent la principale composante 

du système immunitaire inné au sein du microenvironnement et constituent jusqu’à 50% de la 

masse tumorale (Solinas et al., 2009). Tout comme les TAN, les TAM peuvent se différencier 
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Figure 13 : Les principaux rôles des TAM dans le cancer.

Des marqueurs spécifiques et différents facteurs dérivés des TAM sont impliqués dans de
multiples processus allant de l’initiation jusqu’au développement tumoral. Les TAM favorisent la
croissance tumorale et l’angiogenèse par la sécrétion de TNF-a/b et VEGF, l’induction des LT
régulateurs par la sécrétion de l’IL-10 et TGF-b, la privation métabolique des LT par la production
de l’ARG1 et IDO, l’inactivation des LT par la sécrétion de prostaglandine, la transition épithélio-
mésenchymateuse, l’invasion la migration ainsi que la formation de métastases par la sécrétion de
la CSF-1 et MMP9.
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en deux phénotypes, le phénotype M1 et M2 (Cassetta and Pollard, 2020). Les macrophages 

de types M1 sont caractérisés par leur habilité à sécréter une quantité importante de cytokines 

pro-inflammatoires, de favoriser la réponse Th1, de produire des ROS et d’avoir une forte 

activité tumoricide (Cassetta and Pollard, 2020). A contrario, les macrophages de type M2 

favorisent la réponse Th2, la stimulation des LTreg immunosuppresseurs, l’angiogenèse et 

donc la progression tumorale (Cassetta and Pollard, 2020) (Figure 13).  L’activité anti et pro-

tumorale des TAM dépend largement des conditions hypoxiques de son environnement. Les 

TAM auront une activité tumoricide accrue, s’ils sont localisés dans un contexte où le stress 

hypoxique est moindre alors que dans une situation où le développement tumoral est avancé, 

les macrophages auront tendance à se différencier en phénotype M2 et donc à avoir des 

capacités pro-tumorales. 

 Dans le cadre du CCR, les première études montrent qu’une augmentation de l’infiltrat 

macrophagique au sein du microenvironnement tumoral est corrélée avec une amélioration 

de la survie des patients et inversement associée avec l’avancement de la maladie (Forssell et 

al., 2007; Nakayama et al., 2002). Cependant, de récentes publications mettent en évidence 

l’importance de distinguer le phénotype M1 ou M2 des TAM dans le pronostic des patients. 

Les macrophages de type M2 sont associés avec une survie amoindrie alors qu’aucune 

association pour les macrophages de type M1 n’a été réalisée (Väyrynen et al., 2021). 

Néanmoins, un ratio M1/M2 élevé est en corrélation avec de meilleures chances de survie 

(Väyrynen et al., 2021). Les TAM favorisent la chimiorésistance chez des patients atteints de 

CCR  affichant des métastases hépatiques, puisque ces derniers présentent une progression 

sans récidive amoindrie lorsque la concentration des TAM dans les tissus métastasés est 

enrichie (Shibutani et al., 2021). En lien avec ce résultat, une dernière étude montre que les 

macrophages de phénotype M2 favorisent la progression tumorale, ainsi que son pouvoir 

invasif. En effet, un nombre élevé de TAM de type M2 est retrouvé au niveau du front invasif 

spécifiquement au stade du développement qui correspond à l’invasion de la sous-muqueuse 

(Inagaki et al., 2021). Le nombre de M2 est enfin associé à une invasion lymphatique et à la 

formation de métastases au niveau des ganglions mésentériques (Inagaki et al., 2021). 
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Figure 14 : Le principe de l’immunoédition dans le cancer.

Lors du développement tumoral, l’expression des antigènes tumoraux et du ligand des cellules
NK, activent l’immunité innée et adaptative pour détecter et détruire les cellules tumorales. Des
variants cellulaires ayant survécu à la phase d’élimination rentrent dans la phase d’équilibre où
seule l’immunité adaptative, représentée par les LT CD4+ CD8+ et IFN-y, est nécessaire à leur
maintien en dormance. Après une pression de sélection constante de ces cellules génétiquement
instables, des variants ne sont plus reconnus par l’immunité adaptative, deviennent insensibles
aux mécanismes des effecteurs immunitaires et induisent un état immunosuppressif par
l’expression de PD-L1, TGF-b et IDO. Ces cellules tumorales rentrent alors dans la phase
d’échappement qui favorise une croissance tumorale jusqu’à l’apparition clinique de la
pathologie.
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1.5.2. Le concept d’immuno-édition ou des 3E 

Le rôle de l’immunité dans le cancer a émergé avec la possibilité de développer, dès les années 

90, des modèles immunodéficients. L’idée que le système immunitaire contrôle le 

développement tumoral, appelée immunosurveillance, a été décrite pour la première fois à 

partir du constat que les individus immunosupprimés ou immunodéficients présentaient un 

risque plus élevé de développer un cancer. En 2002, trois phases d’immuno-édition sont 

exposée par Schreiber et collègues : (i) la phase d’élimination dans laquelle le système 

immunitaire parvient à détruire les cellules épithéliales aberrantes, (ii) la phase d’équilibre, où 

le système immunitaire contient le développement tumoral mais n’empêche pas la génération 

de nouveaux clones tumoraux, et (iii) la phase d’échappement dans laquelle les cellules 

tumorales résistantes à l’immunité antitumorale échappent au système immunitaire. C’est lors 

de cette dernière phase que les tumeurs apparaissent (Tavakoli et al., 2021) (Figure 14).  

o L’élimination 

Durant la phase d’élimination, les systèmes immunitaires innés et adaptatifs agissent 

conjointement pour détecter et détruire les lésions cancéreuses avant qu’elles ne deviennent 

cliniquement visibles. Les cellules tumorales expriment des molécules de surface comme celles 

induites par le stress, des antigènes tumoraux comme les molécules du CMH de classe I ou 

bien les ligands du récepteur NKG2D, reconnus respectivement par les LT CD8+ et les cellules 

NK. Les cellules dendritiques peuvent également prendre en charge ces antigènes et les 

présenter aux LT. Ces effecteurs ainsi activés, sécrètent de l’IFN-y, qui assure un effet anti-

tumoral via l’induction de l’apoptose (Wang et al., 2018a). Les LT CD8+ induisent également 

l’apoptose des cellules cancéreuses, soit en interagissant avec les récepteurs de mort FAS et 

TRAIL (Tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand), exprimés à la surface des cellules 

tumorales, soit en sécrétant des perforines et des granzymes. Les LT effecteurs expriment des 

molécules co-stimulantes telles que CD28, CD137, OX40 qui favorisent leur prolifération ainsi 

que leur survie. Les cellules immunitaires innées telles que les macrophages (M1) et les 

granulocytes contribuent aussi à l’immunité antitumorale par la sécrétion de TNF-α, IL-1, IL-

12 et ROS. Durant la phase d’élimination, la balance est en faveur de l’immunité antitumorale 

due à l’augmentation de l’expression des antigènes tumoraux, du CMH de classe I et des 
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récepteurs FAS et TRAIL à la surface des cellules tumorales et l’augmentation de perforine, 

granzymes, IFN-ϒ, IL-1, IL-12 TNF-α au sein du microenvironnement (Tavakoli et al., 2021).  

o L’équilibre 

Durant la phase d’équilibre, le système immunitaire adaptatif maintient la tumeur dans un 

état d’une dormance fonctionnelle. Certaines cellules cancéreuses subissent des changements 

génétiques ou épigénétiques à cause d’une pression immunitaire constante, faisant naître de 

nouveaux clones cancéreux. Ces derniers résistent à la reconnaissance immunitaire, par 

exemple, grâce à une perte d’antigène ou un défaut dans la présentation antigénique, et 

induisent une immunosuppression. La phase d’équilibre est alors une balance entre la 

présence de cytokines anti-tumorales (IL-12, IFN-ϒ) et pro-tumorales (IL-10, IL-23) (Tavakoli 

et al., 2021).  

o L’échappement 

Durant la phase d’échappement, le système immunitaire échoue à restreindre la croissance 

tumorale et des signes cliniques commencent à apparaitre. Les cellules cancéreuses échappent 

à la reconnaissance immunitaire, expriment des molécules permettant d’augmenter leur 

résistance, leur survie, instaurent une immunosuppression (PD-L1 : Programmed-death cell) et 

sécrètent des cytokines pro-angiogéniques. Par ailleurs, les MDSC, les macrophages de 

phénotype M2, et les DC expriment des molécules immunorégulatrices (arginase, iNOS) et 

sécrètent des cytokines immunosuppressives (IL-10, TGF-β) qui inhibent la prolifération des 

LT CD8+ et l’apoptose des cellules cancéreuses. Les MDSC induisent la génération de LTreg 

qui expriment des récepteurs inhibiteurs (CTLA-4 : Cytotoxic T-lymphocytes-associated protein 

4), LAG-3 (Lymphocytes-activation gene 3), suppriment la réponse antitumorale et favorise donc 

la croissance tumorale. Durant cette phase, la balance est renversée en faveur d’une 

progression tumorale de par la présence de cytokines et molécules immunosuppressives [IL-

10, TGF-β, VEGF, IDO (Indoleamine 2,3-dioxygenase), PD-L1 ] (Tavakoli et al., 2021).  

1.5.3.  Immuno-édition et CCR 

Les théories de l’immunosurveillance et immuno-édition sont également valables pour le CCR 

et se déroulent comme décrit précédemment. Chez l’homme, les connaissances restent 
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limitées. Néanmoins, il a été montré des associations en faveur des principes 

d’immunosurveillance et immuno-édition (Fletcher et al., 2018). 

Le concept d’immunosurveillance se manifeste très précocement dans le CCR et des 

changements dans la composition, la densité et la localisation des lymphocytes infiltrés aux 

tumeurs (TILs : tumor infiltrating lumphocytes) peuvent être utilisés avec précision comme 

facteur de pronostic (Galon et al., 2006). Par exemple, un infiltrat riche en TIL et cellules NK 

est associé à un bon pronostic surtout s’il est accompagné par la présence de LT CD3+, CD8+ 

ou de LT mémoires (Anitei et al., 2014). L’accumulation des altérations génétiques, tout au 

long de la séquence adénome-cancer est source d’antigènes tumoraux potentiellement 

impliqués dans l’immunosurveillance. Ainsi, des motifs de TIL CD4+, CD8+, DC et autres 

cellules immunitaires se voient progressivement altérés durant le développement tumoral 

(Jang, 2013; Maglietta et al., 2016).  

L’utilisation d’animaux génétiquement modifiés a permis de mieux comprendre le mécanisme 

sous-jacent de l’immunosurveillance dans la carcinogenèse colique. Les modèles murins 

immunodéprimés, tels que ifn-/-, rag2-/- et Balbc, présentent une susceptibilité accrue à un agent 

chimique – AOM - induisant l’apparition de tumeurs spontanées. Un nombre important 

d’études menées sur l’immunité ont utilisé le modèle murin ApcMin/+. Il a été montré que la 

composition en cellules immunitaires ainsi que le profil cytokinique pro-inflammatoire sont 

altérés au sein des adénomes dans ce modèle (Akeus et al., 2014; Kettunen et al., 2003). Le 

nombre de tumeurs est retrouvé comme significativement augmenté dans le modèle rag2-/- 

ApcMin/+ et un transfert adoptif de LT régulateurs CD4+ CD25+ permet de réduire la progression 

tumorale (Erdman et al., 2005). La modulation du phénotype des polypes observés, en 

invalidant différents gènes tels que STAT6 ou FasL, est associée à un changement de l’infiltrat 

immunitaire et notamment en neutrophiles, MDSC et TIL (Fingleton et al., 2007; Jayakumar 

and Bothwell, 2017). Pour finir, une étude plus récente montre qu’une inhibition de 

l’autophagie dans le modèle ApcMin/+ induit une régression du développement tumoral, 

dépendante des LT CD8+ (Lévy et al., 2015). Ainsi les données cliniques et celles fournies à 

partir de modèles murins soutiennent fortement que l’immunosurveillance se manifeste à des 

stades très précoces du CCR et peut être modifiée par des altérations génétiques se produisant 

au cours de la tumorigenèse colique. 
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Une perte ou une diminution d’expression des molécules du CMH de classe I, également 

connues comme les antigènes de leucocytes humains (HLA : Human leukocyte antigens), sont 

fréquemment détectées dans les cancers, comme le CCR (Dunne et al., 2020). Dû à la 

diminution de HLA, des mutations ou une diminution de la régulation des composants de la 

machinerie traitant les antigènes (APM : Antigen processing machinery) sont retrouvées 

augmentées dans les CCR de phénotype MSI ou présentant une mutation KRAS (Ferrone and 

Dranoff, 2010). Les tumeurs avec un défaut de l’APM ne possèdent pas d’antigènes de surface 

et ne sont ainsi pas détectées par les LT CD8+.  

Les cellules NK et quelques LT expriment à leur surface un récepteur NKG2D. Les ligands 

spécifiques de ce récepteur sont quant à eux exprimés par les cellules cancéreuses et corrélés 

avec l’infiltration des cellules NK (Meckawy et al., 2019). Néanmoins, au cours de la 

carcinogenèse colique, l’expression des ligands est diminuée, suggérant la mise en place d’une 

sélection, au cours de l’immunoedition, des cellules cancéreuses qui ne peuvent pas être 

reconnues par les cellules NK et LT NKG2D+ (McGilvray et al., 2009).  

Les cellules tumorales produisent également des molécules immunosuppressives telles que 

TGF-β ou IDO. Plus le développement tumoral évolue, plus le microenvironnement devient 

progressivement immunosuppresseur. Les cellules participant à ce phénomène sont les LT 

régulateurs et MDSC qui deviennent plus abondantes que les cellules cytotoxiques, comme les 

LT CD8+ (Finn, 2008).  

Plusieurs voies de signalisation sont couramment régulées à la hausse dans le CCR, ce sont 

celles impliquant PD-1 et CTLA-4. PD-1 est exprimé à la surface des LT activés. Une fois lié à 

ses ligands PD-L1 et PD-L2, qui se situent à la surface des cellules cancéreuses, la réponse des 

LT est freinée. Ceci est dû notamment à une diminution de la production de cytokines ainsi 

qu’une réduction de leur prolifération. De façon similaire, CTLA-4 présent à la surface des LT, 

se lie à ses ligands CD80/CD86 qui se situent à la surface des cellules présentatrices 

d’antigènes. Ceci a pour conséquence de prévenir la co-stimulation et ainsi l’activation 

constitutionnelle des LT (Teng et al., 2015). Malgré la détection de TIL PD-1+, son ligand PD-

L1 est rarement exprimé dans les adénomes coliques mais surexprimé à des stades plus 

avancés (Wei et al., 2020). Il en est de même pour CTLA-4 qui est d’ailleurs associé à de 

mauvais pronostics (Omura et al., 2020). L’immunosureveillance se révèle être une barrière 
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Figure 15 : Les différents stades du CCR selon la classification « TNM ».

Les stades du CCR sont déterminés à partir de la classification « TNM » prenant en compte la
taille de la tumeur (T), la présence ou non d’atteinte ganglionnaire (N) et la présence ou non de
métastases (M).
Stade 0 : la tumeur est in situ, elle ne touche que la muqueuse.
Stade I : la tumeur envahit la sous-muqueuse ou la musculeuse.
Stade II : les cellules cancéreuses ont traversé plusieurs couches de la paroi colorectale.
Stade III : les cellules cancéreuses ont envahi les ganglions lymphatiques voisins.
Stade IV : le cancer s’est propagé au-delà du côlon ou du rectum, via des métastases,
généralement hépathiques ou pulmonaires.
(Modifiée d’après INCa, 2013)
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critique pour le développement du CCR, que ce soit à des stades précoces ou invasifs et 

représente une cible attractive pour lutter contre le CCR. 

1.6. Diagnostic du CCR 

Les patients atteints de CCR peuvent présenter une multitude de symptômes comme un 

saignement du rectum, de l’anémie ou bien des douleurs abdominales. Néanmoins, dans la 

plupart des cas, le CCR est une maladie asymptomatique jusqu’à atteindre des degrés plus 

tardifs. C’est pourquoi en France, un test de dépistage est préconisé tous les deux ans à partir 

de 50 ans, l’âge étant un facteur de risque. Il s’agit du test Hemoccult ou test au Gaïac qui 

permet de détecter grâce à la présence, en petite quantité, de sang dans les selles, l’existence 

de lésions précancéreuses ou d’un cancer. Une seconde méthode de dépistage fait son 

apparition, c’est le test ADN fecal multicibles (Mutitarget stool DNA testing) (Imperiale et al., 

2014). Ce dernier a pour avantage de tester, en plus de la présence d’hémoglobines, l’existence 

d’aberrations moléculaires fréquemment associées au CCR. Bien que ces deux tests aient 

montré une sensibilité équivalente, un résultat positif ne suffit pas à lui seul à poser un 

diagnostic et doit être systématiquement accompagné d’une coloscopie (Brenner and Chen, 

2017). 

1.6.1. Les facteurs pronostiques 

A ce jour, de nombreux facteurs tels que la morphologie tumorale, la présence d’infiltrat 

inflammatoire ou bien de marqueurs protéiques et génotypiques ont été démontrés comme 

influençant le pronostic du CCR. Toutefois, par manque de standardisation, aucun de ces 

paramètres n’est utilisé en clinique et seule la classification TNM (Tumor node metastasis) 

permet de caractériser le stade d’avancement de la maladie au moment du diagnostic. 

1.6.2.  Les facteurs histologiques 

La classification TNM établie par l’Union Internationale Contre le Cancer est aujourd’hui 

incontestée et indispensable quant à l’évaluation CCR (Figure 15). Elle renseigne sur le niveau 

d’envahissement de la tumeur dans les couches tissulaires sous-jacentes (T), la présence 

d’attente ganglionnaire mesurée après l’examen d’au moins douze ganglions (N) ainsi que le 

statut métastatique (M). Cinq stades tumoraux sont répertoriés (Tis à T4), trois niveaux 

d’extension ganglionnaire (N0 à N2) et la présence ou non de métastase (M0, M1). La 

combinaison de ces trois facteurs sert à définir de façon globale l’avancée de la maladie et de 
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neoantigènique

Activation
Wnt-Bcaténine

Pas de recrutement 
de  CD

Mutation KRAS

Inflammation

Infiltration 
stromale

TGF-B

Fortement 
immunologique

Faiblement 
immunologique

Faiblement 
immunologique

Phénotype 
immunitaire enflammé

Régulation 
immunitaire

Pas dé régulation 
immunitaire

Pas dé régulation 
immunitaire

Régulation 
immunitaire

Th1

Cytokines 
effectrices

Cytokines    
CXCR3/CCR5

Angiogenèse

Chimiokine CCL2

TGF-B,  CXCL12Expression de 
PD1, CTL4A 
IDO1

Figure 16 : Classification CMS du CCR.

Le profil transcriptomique et mutationnel du CMS (Consensus molecular subtypes) est associé avec
les caractéristiques immunitaires intra-tumorales. Le microenvironnement tumoral de type CMS1
ou CMS4 est caractérisé par un haut niveau de lymphocytes intra-tumoraux (bleu) alors que les
fibroblastes associés au cancer (rouge) sont surtout présents dans le CMS4. Ces deux consensus
présentent des orientations fonctionnelles du système immunitaire différentes : alors que les
tumeurs CMS1 ont une orientation favorable par une forte expression immunogène associée avec
une augmentation de points de contrôle immunitaire, les tumeurs de type CMS4 ont un
phénotype immunitaire enflammé, caractérisé par une augmentation de la voie de signalisation
de TGF-B et une augmentation de l’angiogenèse. CMS2 et CMS3 sont tous les deux faiblement
immunogènes caractérisés par une exclusion des lymphocytes intra-tumoraux et une faible
expression des transcrits associés à l’immunité.
(Modifiée d’après Roelands et al., 2017)
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la distinguer parmi 5 stades, TNM 0, TNM I, TNM II, TNM III et TNM IV sur lesquelles sera 

basé le traitement. Le stade 0 est le stade le plus précoce. Les cellules cancéreuses sont 

localisées in situ au niveau de la muqueuse de la paroi intestinale. Les cliniciens ne parlent pas 

encore de cancer mais de lésions pouvant évoluer en cancer. Au stade I, le cancer est décrit 

comme localisé, la tumeur envahit les couches de tissu qui entourent la muqueuse, la sous-

muqueuse et la musculeuse. Au stade II, le cancer est localement avancé mais est toujours 

considéré comme un stade précoce. Les cellules cancéreuses envahissent toutes les couches de 

la paroi intestinale sans pour autant atteindre d’autres organes. Au stade III, le cancer 

localement avancé est défini comme étant à des stades tardifs puisqu’apparait l’envahissement 

des ganglions lymphatiques voisins par les cellules cancéreuses. Enfin le stade IV est décrit 

comme cancer métastatique, il s’est alors propagé au-delà du côlon (Rosen and Sapra, 2020). 

Comme mentionné précédemment, une prise en charge précoce de la maladie permet aux 

patients d’avoir de meilleures chances de survie. Ainsi, la survie à 5 ans dépend directement 

du stade auquel le CCR a été diagnostiqué puisqu’elle est de 74% pour un stade I et chute à 

5% pour un stade métastatique (Recio-Boiles et al., 2020).  

1.6.3.  Les facteurs moléculaires et sériques  

Afin de déterminer le traitement le plus approprié, un bilan d’extension peut être ordonné. 

Celui-ci s’effectue par un dosage sérique des ACE (antigène carcino-embryonnaire). Un taux 

élevé d’ACE est un facteur de mauvais pronostic puisque ces derniers, par leur action sur la 

prolifération cellulaire, l’angiogenèse, la migration et la formation des métastases, influencent 

positivement le développement de la pathologie (Zhang et al., 2019). 

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 ) (Sawayama et al., 2020). Elle a été établie à 

partir de l’analyse des données provenant de plus de 4 000 échantillons tumoraux de patients 

et est basée sur des facteurs moléculaires, cliniques et biologiques. Cette classification CMS 

prend en compte le phénotype tumoral, l’activation des voies de signalisation impliquées dans 

la carcinogenèse colique ainsi que l’abondance et la nature des cellules immunitaires infiltrant 

les tumeurs (Figure 16).  
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1.7. La prise en charge thérapeutique 

La chirurgie est le principal traitement du CCR. Elle peut être accompagnée de chimiothérapie 

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

(néoadjuvante), après la chirurgie, pour diminuer le risque de récidives en éliminant 

d’éventuelles cellules tumorales résiduelles (adjuvante) ou alors lorsque la chirurgie est 

impossible en raison d’un développement tumoral trop avancé et/ou de l’état général trop 

précaire du patient. 

En pratique, la prise en charge thérapeutique des patients atteints de CCR se base sur deux 

critères principaux : la classification TNM et des facteurs propres aux patients tels que la 

comorbidité. Cela permet de catégoriser les patients en quatre groupes distincts, afin d’adopter 

la meilleure stratégie thérapeutique (Van Cutsem et al., 2014). 

 Le groupe 0 réunit des patients ne présentant aucune métastase et avec un pronostic favorable 

(TNM I et II). Dans ce cas-là, le traitement consiste à la simple résection chirurgicale, c’est-à-

dire à l’ablation du segment atteint. La chimiothérapie n’ayant pas montré de bénéfice quant 

à une meilleure survie des patients, elle ne se voit pas administrée.  

Le groupe 1 englobe des patients avec des métastases opérables, sous traitement d’une 

chimiothérapie néoadjuvante et pouvant subir une résection chirurgicale. 

Parmi le groupe 2, les patients ont un cancer disséminé inopérable. Le traitement proposé n’est 

plus curatif mais palliatif avec l’intention de réduire les symptômes, l’agressivité et l’extension 

de la maladie. Dans un premier temps, une chimiothérapie néoadjuvante sera préconisée. Si 

le patient répond à ce traitement, une ablation est envisageable pour maintenir une survie sans 

progression sinon le traitement par chimiothérapie sera maintenu.  

Pour finir, le groupe 3 comprend les patients avec un cancer inopérable, pour lesquels un 

traitement intensif n’est pas envisageable, où les symptômes sont inexistants et qui ne 

présentent pas de risques de détérioration, la stratégie est d’augmenter le temps sans 

traitement et de prévenir la progression tumorale en utilisant un agent cytotoxique.  

Comme évoqué précédemment, les patients atteints de CCR et présentant des métastases sont 

traités principalement par chimiothérapie. Elle est composée de 5-FU (5-fluoro-uracile), acide 

folinique et oxaliplatine (FLOXFOX) (Thésaurus national de cancérologie digestive 2018). Pour 
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les CCR présentant des stades avancés (TNM III), l’administration d’une bi ou tri-

chimiothérapie de type CAPOX (Capecitamine et Oxiliplatine) ou FLOXFOX est préconisée 

(Thésaurus National de cancérologie digestive, 2018).  

1.8. Immunothérapies à l’essai 

Afin de contrer l’état immunosuppressif au sein du TME et favoriser l’immunité antitumorale, 

plusieurs stratégies sont à ce jour à l’essai. Ceci inclut : (i) la suppression des cellules ou voies 

de signalisation qui favorisent l’immunosuppression du TME, (ii) l’engagement de cellules 

immunostimulantes à travers des stimulations externes ou traitements et (iii) le remplacement 

des cellules immunitaires avec des cellules immunitaires réactivées. Bien évidemment, une 

combinaison de ces trois stratégies parviendrait à l’obtention de résultats prometteurs.   

Alors que les thérapies anti PD-1/PD-L1 ont démontré une grande efficacité chez les patients 

atteints de CCR avec MSI-H/déficient pour le système de réparation des mésappariements, la 

monothérapie se voit inefficace pour les patients présentant un CCR avancé de type MSS (Le 

et al., 2015). Une stratégie combinant des anti-PD-1 ou anti-PD-L1 avec des anti-CTLA-4 a été 

examinée pour favoriser la réponse immunitaire antitumorale. Le durvalumab (anti-PD-L1) 

associé au tremelimumab (anti-CTLA-4) a montré une amélioration modérée de la survie 

globale chez les patients avec des CCR de type MSS qui sont normalement traités avec une 

chimiothérapie. Toutefois, aucune différence dans la survie sans progression n’est observable 

(Chen et al., 2019a). 

Les thérapies ciblant VEGF, telles que le bevacizumab, ont montré une atténuation du 

microenvironnement immunosuppressif, en diminuant le nombre de LT régulateurs dans des 

études pré-cliniques et chez les patients atteints de CCR (Terme et al., 2013). Cependant, l’ajout 

d’un anti-PD-L1 au florouracil et bevacizumab comme traitement de première ligne chez les 

patients présentant des métastases, ne conduit à aucune amélioration (Grothey et al., 2018). 

Une stratégie alternative est de bloquer les cytokines qui permettent le recrutement des LT 

régulateurs, MDSC et des TAM. Par exemple, TGF-β contribue à ce processus à des stades 

tardifs de la carcinogenèse. Bien que l’utilisation d’inhibiteur de TGF-β comme monothérapie 

se soit révélée décevante (Akhurst and Hata, 2012), un traitement combinatoire d’un inhibiteur 

de TGF-β (galunisertib) avec un agent anti-PD-1 ou anti PD-L1 est testé dans un essai clinique 

(NCT02423343 and NCT02734160) ainsi qu’un inhibiteur de STAT3 (BBI608) en combinaison 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02423343
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02734160
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avec du perbrolizumab, qui est à ce jour en phase Ib/II pour des patients atteints d’un CCR 

MSS en phase métastatique (NCT02851004).  

Pour finir, des transferts adoptifs sont également exploités pour favoriser l’activité des cellules 

immunitaires. Les LT cytotoxiques ainsi que les NK sont les populations principalement 

impliquées dans la réponse anti-tumorale. En comparaison avec d’autres stratégies, des 

transferts adoptifs présentent différents avantages, comme l’expansion ex vivo de lymphocytes 

qui peuvent être génétiquement modifiés. Dans une étude en phase I/II, des lymphocytes de 

ganglions lymphatiques ont été multipliés ex vivo et transfusés aux patients atteints de CCR 

qui ont subi une chirurgie palliative ou radicale. Le taux de survie à 24 mois était 

significativement plus élevé chez les patients ayant été transfusés que chez les contrôles (Zhen 

et al., 2015). 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02851004


Figure 17 : Dysbiose et CCR.

La muqueuse intestinale des patients à risque de développer un CCR est colonisée par des
bactéries dites « néfastes ». Ces bactéries peuvent induire une inflammation colique, augmenter la
prolifération cellulaire et/ou produire des composés génotoxiques qui peuvent contribuer à
l’accumulation de mutations au cours de la séquence adénome-cancer. Ce processus oncogénique
s’accompagne de modification du micro-environnement et peut exercer une pression de sélection
sur la flore microbienne locale.
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2. Rôle du microbiote dans la carcinogenèse colorectale 

Le côlon des mammifères qui a co-évolué avec un écosystème microbien, où une interaction 

symbiotique, facilite le développement de l’hôte et du microbiote, grâce au façonnage d’un 

système immunitaire robuste. Le dialogue complexe et bidirectionnel qui existe entre l’hôte et 

le microbiote permet une coexistence paisible entre les composants du bol alimentaire et les 

bactéries commensales, ainsi que la défense contre des agents pathogènes et le maintien de 

l’homéostasie intestinale. Cependant, dans le cadre du CCR, ces interactions peuvent être 

dérégulées, amenant à une modification de la composition du microbiote où émergent des 

bactéries ayant des propriétés génotoxiques. Ces changements sont accompagnés d’une 

détérioration de la barrière intestinale permettant la translocation des micro-organismes qui 

peuvent favoriser la mise en place de mécanismes pro-tumoraux. 

2.1. Dysbiose intestinale et CCR 

Les premières évidences d’une interaction entre l’hôte et le microbiote dans le cadre du CCR 

a émergé en 1975 quand l’agent carcinogène, le dimethylhydrazine, induit moins de tumeurs 

chez des modèles murins axéniques comparativement à ceux possédant un microbiote (Reddy 

et al., 1974). Une seconde étude a mis en lumière ce lien, où des souris ayant reçu une 

transplantation fécale de patients atteints de CCR, développent plus de polypes intestinaux 

que celles transplantées avec les selles de patients sains (Wong et al., 2017a).  

Grâce au développement des techniques d’analyse de l’ARN 16S ainsi que de la 

métagénomique, il est maintenant incontestable que les patients atteints de CCR présentent 

une composition taxonomique relativement différente des patients contrôles. Cette 

modification du microbiote est appelée dysbiose (Olesen and Alm, 2016). Les études montrent 

que les patients atteints de CCR ont globalement une diversité taxonomique accrue d’espèces 

microbiennes présentes dans les fèces, avec un enrichissement de certaines d’entre elles (Gao 

et al., 2020). Les agents microbiens retrouvés plus abondamment dans les tumeurs coliques 

sont dits pro-carcinogènes et comprennent : Fusobacterium nucleatum, Escherichia coli, 

Bacteroides fragilis, Enterococcus faecalis Streptococcus gallolyticus et Peptostreptococcus anaerobius. 

Les genres dits protecteurs comme Roseburia, Clostridium, Faecalibacterium et Bifidobacterium 

sont quant à eux diminués au sein des tissus cancéreux (Figure 17).  
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Figure 18 : Mécanismes par lesquels le microbiote intestinal module la carcinogénèse colorectale. 

Le microbiote intestinal est impliqué dans la carcinogénèse colorectale à travers des mécanismes
variés.
A. Des phénomènes de dysbiose et la modulation des défenses de l’hôte pourraient favoriser des

translocations bactériennes responsables de l’induction de phénomènes inflammatoires,
induisant la prolifération cellulaire et régulant l’apoptose. Des motifs antigéniques
particuliers de ces micro-organismes, les MAMPs (Microbe-associated molecular patterns), sont
reconnus par les TLRs (Toll-like receptor) de nombreux types cellulaires tels que les
macrophages, cellules épithéliales ou cellules tumorales.

B. Des génotoxines bactériennes produites par les bactéries sont internalisées, créant des
dommages à l’ADN et modulant le cycle cellulaire. Les ROS produits par les cellules
immunitaires en réponse à l’infection et/ou par les bactéries elles-mêmes, peuvent également
être génotoxiques.

C. Le métabolisme microbien participe à la conversion, à la production et à l’activation de
composés pro-carcinogènes, tels que l’acétaldéhydes, les nitrosamines et des acides biliaires
secondaires. Il participe toutefois également à des processus anti-néoplasiques tels que
l’inactivation de certains carcinogènes, la production d’acide gras à chaînes courtes et
l’activation de composés phytochimiques protecteurs.
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L’abondance de certaines bactéries est corrélée avec le score clinique et la chimiosensibilité du 

patient, comme c’est le cas pour Fusobacterium, ce qui laisse penser que la composition 

microbienne pourrait être utilisée comme biomarqueur (Gao et al., 2020; Mima et al., 2016; Yu 

et al., 2017). Cependant, affirmer que la dysbiose est une cause ou une conséquence du CCR 

et lui attribuer l’initiation ou la progression reste à ce jour difficile. Cela est dû notamment à 

une différence considérable de la composition du microbiote entre les individus (Shanahan et 

al., 2021). Néanmoins, une signature microbienne au sein du CCR a été récemment publiée. 

Elle montre un enrichissement de 29 espèces à travers 8 localisations géographiques, ce qui 

laisse suggérer une définition du microbiome associé au CCR (Wirbel et al., 2019). Mais les 

grandes questions plus mécanistiques concernant la physiologie observée et le lien entre 

l’activité oncogénique de la communauté microbienne, via par exemple la production de 

métabolites ou la génotoxicité de certaines bactéries, n’ont pas encore été résolues (Figure 18). 

2.2. Les effets des micro-organismes sur le métabolisme 

Au-delà du rôle spécifique de certaines bactéries, l’activité collective du microbiote sur le CCR 

mérite une plus ample attention. Plusieurs produits issus du métabolisme bactérien sont 

impliqués dans le développement du CCR et directement associés à l’apport alimentaire. Cela 

inclut les produits issus du métabolisme protéique, des acides biliaires secondaires, provenant 

d’un apport élevé de gras, et les acides gras à chaines courtes, métabolisés à partir des 

carbohydrates et produits phytochimiques.  

o Les métabolites dérivés des protéines  

Le métabolisme des protéines par le microbiote intestinal produit de nombreux acides aminés. 

Le sulfite d’hydrogène ou H2S (Hydrogen sulfide) est un composé luminal produit par les 

bactéries sulfato réductrices du côlon, principalement à partir d’acides aminés. Il est utilisé 

comme source d’énergie par les cellules épithéliales coliques et impliqué dans le CCR. 

Cependant, des données conflictuelles sur ses effets pro-inflammatoires et son action sur la 

prolifération persistent. Pour autant, l’H2S produit par des bactéries réduisant le sulfate 

possèdent des rôles cytotoxiques et génotoxiques. Wang et collègues lui assimilent également 

une action sur l’immunité, amenant à un déséquilibre du ratio Th1/Th2 (Wang et al., 2018b). 

Ce résultat a pour conséquence l’instauration d’un état pro-inflammatoire et l’activation de 

gènes impliqués dans la voie de signalisation NF-κB. Une inhibition de la synthèse de H2S 
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restaure, in vitro, la sensibilité des cellules issues du cancer colorectal à l’agent de 

chimiothérapie le 5-FU, laissant penser que le sulfite d’hydrogène pourrait être impliqué dans 

la chimiorésistance des patients (Chen et al., 2019b).  A contrario, une étude récente attribue au 

H2S un effet plutôt bénéfique, en limitant la prolifération des cellules cancéreuses Caco-2, de 

par son action sur l’apoptose et sur le cycle cellulaire (Sakuma et al., 2019). 

D’autres métabolites dérivés des protéines ont été étudiés comme l’acide 4-

hydroxyphenylacetique, le phénol ou encore l’acide phénylacetique, produits à partir de la 

tyrosine. Tous possèdent un rôle cytotoxique voire génotoxique dans le cadre du CCR 

(Armand et al., 2019).  

o Les acides biliaires 

Un autre métabolite produit par le microbiote intestinal est l’acide biliaire qui peut être 

classifié en deux groupes : l’acide biliaire primaire et l’acide biliaire secondaire. L’acide biliaire 

primaire comme l’acide cholique (CA : Cholic acid) est transformé par le microbiote intestinal 

en acide biliaire secondaire comme l’acide lithocholique (LCA : lithocholic acid) et 

désoxycholique (DCA : Deoxycholic).  

Les acides biliaires sont des composés naturels qui dérivent du cholestérol. Ils sont importants 

pour la digestion des lipides et interviennent dans le métabolisme du glucose (Shapiro et al., 

2018). Toutefois, un lien étroit existe entre les acides biliaires et la survenue du CCR. Chez les 

patients atteints de CCR, un enrichissement de la concentration en acides biliaires secondaires 

est d’ailleurs retrouvé dans les carcinomes (Yachida et al., 2019). Le microbiote intestinal est 

capable de produire ce métabolite, spécifiquement lors d’un régime alimentaire de type 

« occidental », c’est-à-dire riche en gras et en sucre et pauvre en fibres.  Des études montrent 

que l’acide biliaire secondaire DCA inhibe l’apoptose, diminue l’activité des inhibiteurs du 

cycle cellulaire et augmente la production d’espèces oxygénées réactives, qui sont à l’origine 

de dommages à l’ADN (Li and Cao, 2016). L’administration de DCA chez les souris ApcMin/+ 

favorise ainsi la tumorigenèse via la stimulation de l’expression des cytokines pro-

inflammatoires (Liu et al., 2018). Les récentes études se focalisent plus particulièrement sur les 

capacités de l’acide biliaire à être employé comme facteur de pronostic/diagnostic. La première 

s’est intéressée à la concentration en acides biliaires dans le sérum de 56 patients atteints d’un 

carcinome, 59 patients présentant des adénomes et 60 patients contrôles (Uchiyama et al., 
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2021). Les résultats montrent que la concentration en acides biliaires pourrait être un marqueur 

employé pour diagnostiquer du CCR, puisque son taux de réussite à discriminer les patients 

est de  66,3% dans cette cohorte (Uchiyama et al., 2021). Enfin, la dernière étude met en lumière 

le rôle des acides biliaires comme facteur de pronostic de la survie à 3 ans ainsi que de la survie 

globale des patients. Une concentration importante en acides biliaires totaux dans le sérum est 

inversement corrélé avec le pronostic des patients (Cao et al., 2021a). 

o Les acides gras à chaîne courte 

De nombreux travaux se sont intéressés au rôle protecteur des acides gras à chaîne courte tels 

que le butyrate. Ces derniers sont produits à partir des fibres alimentaires, qui, après avoir 

subi une hydrolyse, sont fermentées par le microbiote intestinal pour donner des acides gras 

à chaîne courte.  Par l’utilisation de modèles murins de CCR, le butyrate se révèle être un agent 

anti-tumoral puisqu’il est associé à une diminution de la prolifération des cellules épithéliales 

intestinales, due à la modulation de l’expression des gènes impliqués dans la voie Wnt, et joue 

un rôle dans le maintien de l’intégrité de l’épithélium colique, évitant ainsi une possible 

translocation bactérienne (Lavoie et al., 2020; Lazarova et al., 2014). Le butyrate favorise 

également l’inhibition des histones désacétylases, ce qui limite la sécrétion de la cytokine pro-

inflammatoire IL-6 et accentue les fonctions anti-microbiennes des macrophages (Schulthess 

et al., 2019). En se liant à son récepteur, le butyrate favorise également la différenciation des 

LT CD4+ sécrétant la cytokine anti-inflammatoire IL-10, qui induit en retour l’apoptose des 

cellules épithéliales intestinales (Singh et al., 2014). Bien que le butyrate ait des propriétés anti-

inflammatoires sur des cancers déjà établis, son action de ralentir la réparation des plaies 

pourrait être préjudiciable à des stades plus précoces de la maladie. La génétique de l’hôte 

pourrait également déterminer le statut pro ou anti-cancéreux du butyrate dans le CCR. Chez 

des modèles murins ApcMin/+, déficients pour le système de réparation de mésappariements 

ApcMin/+/Msh2-/-, le butyrate induit une hyper-prolifération des cellules épithéliales intestinales 

(Belcheva et al., 2014). 

Pour aller plus loin, une récente étude s’est intéressée au rôle de Clostridium butyricum, une 

bactérie productrice de butyrate utilisée comme probiotique sur la carcinogenèse colique 

(Chen et al., 2020a). Cette bactérie produit des effets favorables puisqu’elle limite la 

tumorigenèse colorectale chez des souris ApcMin/+ soumises à un régime occidental. Elle réduit 



Le microbiote intestinal et CCR 

50 
 

également l’émergence de bactéries pathogéniques et augmente l’apparition de bactéries dites 

bénéfiques (Chen et al., 2020a). L’étude mécanistique qui en découle démontre in vitro que 

cette bactérie diminue la prolifération cellulaire et augmente l’apoptose des cellules tumorales 

coliques en agissant principalement sur la voie Wnt/β-caténine (Chen et al., 2020a). Le butyrate 

pourrait également augmenter la chimiosensibilité des patients à l’agent de chimiothérapie 

FOXO3A, en agissant sur le métabolisme des cellules cancéreuses par son action inhibitrice de 

voie de signalisation AKT  (Geng et al., 2021; Park et al., 2020) 

Bien que le régime alimentaire puisse avoir un effet direct sur la carcinogenèse (Fernández-

Villa et al., 2020), il peut également altérer l’écosystème microbien en modifiant l’abondance 

de bactéries spécifiques et de métabolites. Par exemple, un régime associé à un enrichissement 

d’espèces bactériennes métabolisant le souffre est corrélé avec une augmentation du risque de 

développer un cancer du côlon, dû à des potentielles activités génotoxiques (Nguyen et al., 

2020).  

Afin d’identifier d’autres métabolites qui pourraient jouer un rôle dans la survenue de la 

maladie, des méta-analyses protéomiques ont été effectuées dans les selles d’individus atteints 

du syndrome de Lynch et au sein d’adénomes et de carcinomes (Long et al., 2020; Yachida et 

al., 2019; Yan et al., 2020). Ces études ont identifié un enrichissement de métabolites oxydants 

qui pourraient être la conséquence d’une augmentation d’espèces oxygénées réactives et 

d’espèces azotées réactives dans le côlon des patients atteints de CCR (Long et al., 2020). 

Cependant, de plus amples études sont nécessaires pour établir un lien de cause à effet.  

2.3. Microbes, immunité et CCR 

Les bactéries sont capables d’induire une l’inflammation associée au développement tumoral. 

Néanmoins, les voies de signalisation par lesquelles le microbiote influence le 

microenvironnement tumoral et, en retour, comment celui-ci module le microbiote 

environnant font l’objet des recherches actuelles.  

2.3.1. Impact de la translocation bactérienne sur le CCR 

La rupture de la barrière intestinale permet un afflux de micro-organismes potentiellement 

nocifs au sein du tissu, ainsi que la formation d’agrégats bactériens invasifs, appelés biofilms. 

Le biofilm consiste en une communauté bactérienne définie, qui inclut B. fragilis, E. coli et F. 

nucleatum, enfermée dans une matrice polymérique (Dejea et al., 2018). Les biofilms sont 
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détectés au sein des polypes, à des stades très précoces chez les patients atteints de FAP et sont 

mis en cause dans la formation d’adénomes, qui est un stade plus tardif du CCR (Dejea et al., 

2018). Bien que la fonction précise du biofilm dans le développement du CCR soit à ce jour 

approximative, l’inoculation des tissus CCR présentant des biofilms chez les souris ApcMin/+ est 

responsable d’un développement cancéreux accentué, en comparaison des tissus CCR sans 

biofilms (Tomkovich et al., 2019). Néanmoins, plusieurs interrogations s’imposent. Les 

propriétés pro-carcinogènes du biofilm sont-elles la conséquence d’espèces bactériennes 

spécifiques, de la communauté, ou bien est-ce la réponse de l’hôte qui est inefficace face au 

biofilm ?  

La translocation bactérienne causée par une rupture de la barrière intestinale est corrélée avec 

la production de différentes cytokines pro-inflammatoires dont IL-23, IL-17 et IL-6 que ce soit 

chez des modèles murins de CCR ou chez les patients atteints de CCR (Grivennikov et al., 

2012). L’IL-23 et l’IL-6 sont des cytokines agissant sur la réponse immunitaire adaptative 

puisqu’elles induisent une réponse Th17 et donc la production d’IL-17 et d’IL-22 (Ghoreschi 

et al., 2010). L’IL-6 favorise également une prolifération aberrante des cellules épithéliales 

intestinales en se liant à son récepteur (Xu et al., 2019). Toutefois, dans le CCR, plusieurs 

cytokines jouent des rôles bivalents. Par exemple, IL-22, produite par les LT, peut favoriser la 

prolifération des cellules épithéliales intestinales et être un facteur anti-apoptotique, ce qui 

suggère un rôle pro-tumoral (Hernandez et al., 2018). Cependant, l’IL-22 peut également être 

un facteur anti-tumoral en agissant sur l’intégrité de la barrière intestinale et en induisant le 

système de réparation à l’ADN (Hernandez et al., 2018). Des rôles aussi disparates dans la 

carcinogenèse dépendent principalement de leur concentration ainsi que de la progression 

tumorale.  

2.3.2. Altération du micro-environnement tumoral par les bactéries pro-carcinogènes 

Les tumeurs créent un microenvironnement permissif en recrutant certaines populations 

immunitaires dont leur densité ainsi que leur composition peuvent être modulées par le 

microbiote. Par exemple, les chimiokines attirant les lymphocytes, CCL5 (C-C motif ligand 5), 

CCL20 et CXCL11 (C-X-C motif chemokine 11) sont associées avec les phyla Bacteroidetes et 

Firmicutes et peuvent également être induites in vitro par les F. nucleatum et E. coli (Cremonesi 

et al., 2018). La génétique peut également affecter cette réponse. Un microbiote bien défini est 
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retrouvé corrélé avec la présence de LT CD8+ cytotoxiques ainsi qu’une réponse de type Th1, 

spécifiquement un modèle murin de CCR, présentant une déficience pour l’autophagie et pour 

le gène Apc spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales (Lévy et al., 2015). 

Modifier la composition du microbiote afin d’enrichir le microenvironnement tumoral de LT 

cytotoxiques est une stratégie thérapeutique potentiellement envisageable. Pour autant, une 

étude récente a montré que les LT cytotoxiques CD8+ n’ont pas toujours un rôle antitumoral. 

Un microbiote enrichi en Prevotellaceae est associé avec une hyperstimulation de LT CD8+, ce 

qui favorise une inflammation chronique, un épuisement précoce des LT et donc une réduction 

de la réponse antitumorale (Yu et al., 2020a). Le statut d’activation des cellules immunitaires 

et leur abondance sont donc d’une importance capitale pour caractériser leur rôle dans la 

tumorigenèse colique, car des LT dysfonctionnels participent principalement à l’échappement 

tumoral.  

Dans le modèle murin ApcMin/+, Bacteroides fragilis entérotoxinogène (ETBF : Enterotoxigenic 

Bacteroides fragilis) induit une réponse pro-carcinogène de type Th17 via l’activation de STAT3 

(Wu et al., 2009). Ceci est accompagné par le recrutement des MDSC, qui suppriment l’activité 

cytotoxique des LT CD8+ et favorisent l’expression des gènes impliqués dans la prolifération 

cellulaire ainsi que l’angiogenèse (Thiele Orberg et al., 2017).  La toxine des ETBF induit une 

accumulation des MDSC spécifiquement au niveau du côlon distal. Cette localisation est 

retrouvée identique à l’activation de la voie de signalisation NF-κB dans les cellules 

épithéliales intestinales, qui permet la sécrétion des chimiokines attirant les cellules myéloïdes, 

CXCL1 et CXCL2 (Chung et al., 2018; Thiele Orberg et al., 2017).  

De la même manière, l’infection par la bactérie associée au CCR, Streptococcus gallolyticus chez 

un modèle murin de CCR associé aux colites, favorise la tumorigenèse colorectale par le 

recrutement de MDSC et une augmentation des cytokines associées aux MDSC, IL-6 et IL-8 

(Zhang et al., 2018b).  

Un nombre plus important de tumeurs coliques est également observé chez les souris ApcMin/+ 

infectées avec les F. nucleatum. Ce résultat est accompagné d’une augmentation intratumorale 

des cellules myéloïdes immunosuppressives telles que les MDSC, TAM, TAN et DC. Les 

MDSC et TAM, isolés des tumeurs, suppriment la prolifération des LT CD4+ ex vivo (Kostic et 

al., 2013). Les F. nucleatum peuvent également agir sur l’inhibition de la cytotoxicité des NK, 



Le microbiote intestinal et CCR 

53 
 

permettant aux tumeurs d’échapper au système immunitaire (Gur et al., 2015). Une récente 

étude a montré que les F. nucleatum sont inversement associés avec la présence de LT mémoires 

au sein des tumeurs colorectales (Borowsky et al., 2021). 

Pour finir, les CoPEC (Colibactin-producing E.coli) peuvent aussi affecter le micro-

environnement tumoral et cela même à distance du site tumoral. Chez les patients atteints de 

CCR, tout comme chez les souris ApcMin/+, la colonisation par les CoPEC réduit la densité des 

LT CD3+ infiltrés. Une diminution significative des LT anti-tumoraux dans les ganglions 

mésentériques est également observée chez les souris infectées par rapport aux souris non 

infectées. Les CoPEC pourraient alors induire un microenvironnement immunitaire pro-

carcinogène à travers la modulation de la réponse antitumorale (Lopès et al., 2020). 

La capacité des bactéries à cibler des effecteurs, comme l’activation de NF-κB, pourrait 

expliquer l’hétérogénéité des maladies associées au microbiote. Néanmoins, pointer les 

conséquences de la dysbiose, comme par exemple, le recrutement de certaines populations 

immunosuppressives, pourrait être une stratégie thérapeutique plus efficace qu’agir 

directement sur les bactéries mises en cause. Pour autant, des précautions doivent être prises 

du fait de la pléiotropie des facteurs dérivés des cellules immunitaires et de l’issue qui dépend 

de la densité, mais aussi du statut d’activation et de la localisation de ces cellules.  

2.4. La carcinogenèse induite par les bactéries spécifiques 

2.4.1. Enterococcus faecalis 

Les E. faecalis sont des bactéries commensales qui pourraient être responsables de maladies 

humaines à travers la translocation de la muqueuse intestinale, cavité orale et génito-urinaire 

vers la circulation systémique. Les E. faecalis représentent la plus fréquente cause d’infection 

chez les adultes et des études mettent en lumière leur importance dans le développement 

cancéreux. Actuellement, aucun consensus sur le rôle des E. faecalis dans le CCR n’est établi et 

des études leur concèdent soit aucun rôle, soit un rôle protecteur, ou bien un rôle pro-

carcinogène (de Almeida et al., 2018).  

Une étude de Viljoen et collègues, prenant en compte 55 patients, n’a montré aucune 

association significative entre les E. faecalis et le développement du CCR. Cependant, la même 

étude révèle une association entre les caractéristiques clinico-pathologiques du CCR et la 

présence des Fusobacterium spp. ainsi que des ETBF (Viljoen et al., 2015). Chez les souris ApcMin/+, 
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Les bactéries appartenant à l’espèce Enterococcus faecalis sont capables d’induire des cassures
doubles brin de l’ADN aux cellules épithéliales intestinales en produisant des ROS telles que des
ion superoxydes O2-. Par ailleurs, les macrophages infectés par E. faecalis produisent une
molécule réactive, le 4-Hydroxy-2-Nonenal (4-HNE) via le médiateur inflammatoire Cox2
(Cyclooxygenase-2), induisent des cassures double brin de l’ADN par des effets non ciblés,
conduisant à une instabilité génomique. Les macrophages de phénotype M1, infectés par E.
faecalis, induisent l’activation de la voie Wnt/b-caténine entraînant une augmentation de la
prolifération cellulaire ainsi que la dédifférenciation cellulaire liée à un accroissement des
marqueurs de cellules souches.
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les E. faecalis supprimeraient le développement tumoral en réduisant l’expression de c-Myc et 

Cyclin D1 au sein des polypes intestinaux (Miyamoto et al., 2017). Cependant, l’exposition des 

cellules épithéliales primaires aux macrophages infectés par la bactérie contribuerait au 

développement du CCR à travers l’instauration de mutations, d’une instabilité 

chromosomique et d’une dédifférenciation cellulaire (Wang et al., 2017b) (Figure 19).  

Deux nouvelles études mettent en lumière le rôle complexe et ambigu de E.faecalis dans le 

cancer colorectal. La première suggère que la bactérie possède un rôle protecteur dans la 

carcinogenèse colique en améliorant la sévérité de l’inflammation intestinale des souris 

conventionnelles traitées au dextran sodium sulfate (Chung et al., 2019). L’étude in vitro révèle 

que son action serait due à sa capacité à inhiber le NLRP3 inflammasome des macrophages 

humain THP-1, à la suite d’une stimulation avec des bactéries commensales (Chung et al., 

2019). En effet, son action sur les souris est inhibée lorsque ces dernières présentent une 

déficience du NLRP3 inflammasome (Chung et al., 2019). La seconde étude a regardé l’impact 

de différentes souches E.faecalis, isolées des fèces de patients atteints de CCR ou de sujets sains, 

sur la prolifération de diverses lignées cellulaires de CCR (De Almeida et al., 2019). Tout 

d’abord, les fèces des patients atteints de CCR présentent une diminution de l’abondance des 

E.faecalis comparativement aux patients sains. Les bactéries issues des donneurs atteints de 

CCR n’ont aucune incidence sur la prolifération des cellules issues de carcinome, alors que 

celles des donneurs sains inhibent la prolifération des cellules issues d’adénocarcinomes mais 

pas de carcinomes (De Almeida et al., 2019). Ainsi, ce résultat suggère que les E. faecalis 

auraient un impact minime sur la prolifération sur les cellules cancéreuses. 

2.4.2. Peptostreptococcus anaerobius (P. anaerobius) 

Les P. anaerobius sont des bactéries commensales résidantes de la cavité orale ainsi que dans le 

tractus digestif. Néanmoins, elles sont retrouvées enrichies dans les tissus CCR aussi bien à 

des stades adénomes que carcinomes (Nakatsu et al., 2015).  

Une première étude révèle que les P. anaerobius sont capables de favoriser la formation d’une 

dysplasie colorectale chez des modèles murins traités à l’agent carcinogène, AOM (Tsoi et al., 

2017). La prolifération des cellules infectées par ces bactéries serait soutenue par la biosynthèse 

de cholestérol, utilisée comme source d’énergie (Tsoi et al., 2017). Chez le modèle murin 

ApcMin/+, les P. anaerobius accélèrent le développement tumoral, représenté par un nombre et un 
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Figure 20 : Rôle pro-carcinogène de S.bovis dans le CCR.

Streptococcus bovis colonise la muqueuse des patients atteints de CCR. La participation de S. bovis
au développement tumoral fait intervenir l’expression de cytokines pro-inflammatoire telles que
l’IL-8, l’IL-1b, PGE-2 et COX-2, des gènes impliqués dans la prolifération cellulaire comme PCNA
(Proliferating cell nuclear antigen), de l’oncogènes c-myc et du gène codant pour la protéine anti-
apoptotique BCL-2. L’expression de ces facteurs pro-tumoraux pourrait contribuer à
l’établissement d’un épithélium hyper-prolifératif.
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volume tumoral augmentés (Long et al., 2019). Les mécanismes sous-jacents ont été décrits que 

très récemment. In vitro, les P. anaerobius adhèrent aux cellules cancéreuses grâce à sa protéine 

de surface, PCWBR2 (Putative cell wall binding repeat 2) qui interagit avec les récepteurs 

cellulaires α/β intégrines, surexprimés dans les tumeurs colorectales. Cette interaction induit 

l’activation de la voie de signalisation PI3K/AKT qui aboutit à une augmentation de la 

prolifération cellulaire, ainsi que l’activation de la voie NF-κB. En retour, cette dernière 

favorise une réponse pro-inflammatoire. Pour finir, chez les souris ApcMin/+ infectées par les P. 

anaerobius, le micro-environnement tumoral est enrichi en MDSC, TAN qui sont généralement 

associés à l’inflammation chronique et à la progression tumorale (Long et al., 2019). 

2.4.3. Streptococcus gallolyticus (S. bovis) 

Les S. bovis représentent la principale cause d’une bactériémie chez les adultes. La colonisation 

du tube digestif par ces bactéries est fortement corrélée avec le développement du CCR 

(Aymeric et al., 2018; Little et al., 2019). Les recommandations américaines et européennes 

préconisent d’ailleurs la réalisation d’une coloscopie chez les patients présentant une 

bactériémie avec S. bovis.  

En 2016, une large étude épidémiologique a pour la première fois montré une association 

significative entre l’exposition aux antigènes de S. bovis et le CCR. Elle a notamment souligné 

un risque accru de développer le CCR chez des sujets jeunes, de moins de 65 ans (Butt et al., 

2016).  La colonisation de S. bovis dans l’intestin des patients atteints de CCR se réalise à des 

temps très précoces, voire dès l’initiation lors des lésions tissulaires. Cependant, les 

mécanismes moléculaires sous-jacents sont depuis peu connus. Une première étude a montré 

le rôle de S. bovis dans la modulation du micro-environnement tumoral, expliqué dans le sous 

chapitre « L’altération du micro-environnement tumoral par les bactéries pro-carcinogènes ». 

Par exemple, l’infection par la bactérie chez des souris ApcMin/+ favorise la tumorigènes par le 

recrutement des MDSC. Un récente étude confirme l’association de S. bovis dans le CCR, 

puisque cette bactérie est détectée dans 15,9% des fèces et 36,4% des tissus cancéreux de 

patients Iraniens atteints de CCR, alors qu’elle n’est pas présente chez les sujets contrôles 

(Sheikh et al., 2020). Le mécanisme, par lequel S.bovis favorise la tumorigenèse colorectale, 

commence à être dévoilé. En effet, ce n’est que très récemment que l’importance de son 

système de sécrétion de type VII dans le CCR a été découverte. Une déficience dans ce système 
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Figure 21 : Rôle pro-carcinogène de ETBF dans le CCR.

Les bactéries appartenant à l’espèce Bacteroides fragilis entérotoxigènes (ETBF) colonisent la
muqueuse colique et sécrètent une toxine: la fragilysine. Sa fixation sur un récepteur spécifique
présent au niveau des cellules épithéliales intestinales induit l’activation des voies de signalisation
MAPK, NF-kB. La transduction du signal mène au clivage de l’E-cadhérine, à l’augmentation de
l’expression de c-Myc, COX2 et aux cytokines et chimiokines telles qu’IL-8 et TGF-b. Le clivage de
l’E-cadhérine initie une diminution de la fonction barrière qui potentiellement augmente
l’exposition du système immunitaire aux antigènes de la bactérie. L’E-cadhérine conduit
également à la libération de la B-caténine dans le cytoplasme qui transloque dans le noyau et
active la transcription des gènes impliqués dans la prolifération cellulaire, comme c-myc. La
sécrétion des chimiokines et cytokines par les cellules épithéliales intestinales favorise
l’inflammation en réponse à ETBF.
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empêche, tout d’abord, la bactérie d’adhérer aux cellules HT29 et abolit son habilité à stimuler 

la prolifération des cellules (Taylor et al., 2021). Ensuite, chez des souris conventionnelles, la 

déficience du système de sécrétion de type VII altère la capacité des bactéries à coloniser le 

tractus digestif. Pour finir, chez un modèle murin traité à l’AOM, S. bovis favorise le 

développement tumoral représenté par une augmentation du nombre de tumeurs en 

comparaison avec la bactérie mutante (Taylor et al., 2021) (Figure 20). 

2.4.4. Bacteroides fragilis enterotoxigenic (ETBF) 

Les ETBF sont des bactéries commensales qui colonisent le côlon. Certaines d’entre elles 

produisent une entérotoxine, appelée BTF (B. fragilis toxin) ou fragilisine. Cette toxine est la 

cause de diarrhée et de dommages à l’épithélium colique (Sears et al., 2008). Elle est également 

présumée être à l’origine d’une inflammation chronique et à l’initiation du CCR (Chung et al., 

2018).  

La BFT se lie à un récepteur inconnu à ce jour et entraîne le clivage de la partie extracellulaire 

de la protéine suppresseur de tumeur, l’E-cadhérine (Kharlampieva et al., 2015). Cela conduit 

à la perte de contact entre les cellules (Wu et al., 2007). En condition physiologique, le domaine 

intracellulaire de l’E-cadhérine est lié à la β-caténine. L’infection par les ETBF dissocie le 

complexe et la β-caténine agit alors comme un facteur de transcription, induisant la 

prolifération cellulaire à travers l’activation de la voie de signalisation c-Myc (Wong et al., 

2018). L’E-cadhérine clivée active également la voie MAPK ainsi que NF-κB (Ko et al., 2016). 

Cela favorise la sécrétion de l’IL-8, une chimiokine attirant les cellules polynucléaires, et COX2. 

En retour, ces dernières inhibent l’apoptose des cellules épithéliales intestinales (Ko et al., 

2016). Enfin, la BFT peut également affecter l’expression génique et entraîner des changements 

épigénétiques in vitro  (Allen et al., 2019) (Figure 21). 

In vivo, les ETBF induisent une colite aiguë et persistante qui progressivement se transforme 

en hyperplasie chez des modèles murins dépourvus de pathogènes (Rhee et al., 2009; Wick et 

al., 2014). Une augmentation de l’IL-17, des dommages à l’ADN, ainsi que du nombre de 

tumeurs est observée chez des modèles murins de CCR à la suite d’une infection par ces 

bactéries (Chung et al., 2018; Wu et al., 2009). Pour aller plus loin, une récente étude montre 

que les ETBF sont capables de moduler l’expression des microARNs. En effet, l’infection par 

cette bactérie entraîne la méthylation du microARN, miR-149-3p, inhibant son expression. Ceci 
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a pour conséquence une augmentation de la prolifération cellulaire des cellules issues de CCR 

ainsi que la tumorigenèse colique dans un modèle murin de CCR associé à une colite (Cao et 

al., 2021b). Ce microARN est transporté dans les exosomes des cellules cancéreuses pour agir 

à distance et éventuellement moduler la réponse Th17, observée lors de l’infection. 

Etonnamment, le niveau plasmatique de miR-149-3p diminue graduellement des patients 

sains jusqu’aux patients atteints de MICI et de CCR (Cao et al., 2021b). Il est également 

négativement corrélé avec l’abondance des ETBF chez les patients atteints de CCR  (Cao et al., 

2021b). 

Chez 38% des patients atteints de CCR, une prévalence accrue de ETBF est retrouvée 

comparativement aux patients contrôles avec seulement  12% d’entre eux (Toprak et al., 2006). 

Le gène bft est préférentiellement associé à des CCR de stades tardifs (III/IV) mais aussi à des 

stades plus précoces : adénomes, lésions séreuses et dysplasies de bas grade (Haghi et al., 2019; 

Purcell et al., 2017). Cette bactérie est retrouvée chez des patients atteints de CCR mais 

également chez des individus qui ne présentent aucune histoire personnelle ou familiale avec 

le CCR (Zamani et al., 2019). Ce résultat suggère que l’exposition à ETBF est commune, qu’elle 

pourrait être un facteur de risque et potentiellement utilisée comme un marqueur prédictif de 

la survenue du CCR. Dans ce sens, une récente étude s’est intéressée à l’association de ETBF 

et E.coli comme facteur de diagnostic. Les immunoglobulines A et G dirigées contre ses deux 

bactéries ont été extraites à partir du sérum de patients atteints de CCR et de sujets sains. Ce 

marqueur est associé avec le développement du CCR, puisque sa présence est corrélée avec, 

au minima, 1,7 % de risque en plus de développer la maladie (Butt et al., 2021).  

2.4.5. Fusobacterium nucleatum 

Les Fusobacterium nucleatum sont des composants importants du microbiote oral qui sont 

attachés à des maladies orales et extra-orales comme la carcinogenèse colique. L’abondance de 

F.nucleatum est en lien direct avec un taux de survie amoindri pour les patients atteints de CCR 

et l’apparition de métastases au sein des ganglions mésentériques, ce qui en fait un potentiel 

biomarqueur (Castellarin et al., 2012; Mima et al., 2016).  

Les F.nucleatum participent au processus carcinogénique à travers deux facteurs de virulence : 

la protéine d’adhésion FadA et la protéine autotransportrice Fap2. Cette dernière joue un rôle 

important dans l’enrichissement de la bactérie au sein du CCR, par sa liaison au D-galactose-
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Figure 22 : Rôle pro-carcinogène F. nucleatum dans le CCR.

Les souches de F. nucleatum se lient aux cellules épithéliales intestinales au niveau de leur
adhésine FadA. Cette interaction entraîne l’activation de la voie Wnt-B-caténine et par conséquent
la transcription des gènes cibles, aboutissant à une augmentation de la prolifération cellulaire. Par
ailleurs, l’infection par F. nucleatum entraîne l’infiltration de macrophages de type M2, de
neutrophiles et de cellules myéloïdes immunosuppressives au sein des tumeurs ainsi que la
sécrétion de nombreux médiateurs pro-inflammatoires, installant un micro-environnement
propice au développement du CCR. L’activation de la voie TLR4/MYD88/NF-kB inhibe les
microRNA 18a et 4802 ciblant des gènes de l’autophagie. L’autophagie ainsi activée favorise la
résistance aux chimiothérapies. Pour terminer, les Gal-GalNAC situés sur les cellules tumorales
sont des récepteurs de Fap2 favorisant le recrutement de F. nucleatum au sein des tumeurs.



Le microbiote intestinal et CCR 

58 
 

β(1-3)-N-acetyl-D-galactosamine (Gal-GalNAc), surexprimé chez les patients (Abed et al., 

2016). FadA permet l’attachement et l’invasion de la bactérie aux cellules exprimant E-

cadhérine et induit la prolifération cellulaire par l’activation de la β-caténine (Rubinstein et al., 

2013). Une autre fonction de FadA est de provoquer une augmentation de la perméabilité 

cellulaire par la suppression des jonctions cellulaires, qui permet aux bactéries de transloquer 

au niveau de l’épithélium colique, ainsi que dans la circulation systémique (Fardini et al., 

2011). De plus, FadA favoriserait la formation de dommages à l’ADN chez les souris ApcMin/+ 

infectées par les F.nucleatum. En effet, chez les souris infectées par les bactéries FadA-/-, le 

nombre ainsi que le volume tumoral sont réduits chez ce modèle murin de CCR (Guo et al., 

2020b). L’invasion de F.nucleatum favorise également une réponse pro-inflammatoire via 

l’activation de la voie MAPK et NF-κB et conduit à la production d’espèces oxygénées 

réactives (Tang et al., 2016). Ces deux processus sont reconnus pour participer activement à la 

tumorigenèse colorectale (Landskron et al., 2014) (Figure 22).    

Les F.nucleatum sont associées avec les CCR de phénotype MSI - high et CIMP, ce qui laisse 

penser que ces bactéries sont impliquées spécifiquement dans certains sous-types moléculaires 

du CCR (Lee et al., 2021). Les tumeurs qui possèdent une forte abondance de F.nucleatum sont 

plus invasives et présentent une concentration intra-tumorale plus importante en macrophage 

de phénotype M2 (Lee et al., 2021).  

Une étude a mis en évidence une concentration augmentée en F. nucleatum au sein de tissus 

coliques chez les patients en récidive. La récurrence pourrait résulter d’une résistance aux 

chiomiothérapies induite par les F.nucleatum (Yu et al., 2017). De façon intéressante, F. 

nucleatum entraîne une chimiorésistance via l’activation du processus autophagique au sein 

des cellules cancéreuses (Yu et al., 2017). Le processus autophagique peut lui aussi affecter le 

CCR comme décrit dans la suite de ce manuscrit. 

Les récentes études se sont d’abord intéressées au rôle de F.nucleatum dans la formation de 

métastases dans le cadre du CCR. Tout d’abord, la bactérie favoriserait la transition épithélio-

mésenchymateuse des cellules cancéreuses préalablement traitées au dextran sodium sulfate 

pouvant expliquer le phénotype observé chez le modèle murin de CCR associé aux colites (Yu 

et al., 2020b). En effet, l’infection par F.nucleatum entraine une aggravation de la maladie chez 

des souris traitées au dextran sodium sulfate, laissant suggérer que les F.nucleatum pourraient 
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être impliqués dans la formation de métastases (Yu et al., 2020b). Chez les patients atteints de 

CCR, l’abondance de cette bactérie dans les fèces est d’ailleurs mise en évidence chez les 

patients présentant des métastases dans les ganglions mésentériques comparativement aux 

patients avec un cancer non métastasé (Chen et al., 2020b). Les études mécanistiques qui en 

découlent impliquent l’activation de la voie de signalisation NF-κB. Cette dernière favorise 

aussi bien la migration des cellules du CCR in vitro que la formation de métastases in vivo 

(Chen et al., 2020b). Enfin, les F.nucleatum sont associés avec une densité significativement plus 

faible de LT CD8+ et une densité plus élevée en MDSC dans les tissus métastatiques du foie, 

chez des patients atteints de CCR au regard de ceux qui ne sont pas colonisés par la bactérie 

(Sakamoto et al., 2021).  

Pour terminer, deux études se sont intéressées à l’utilisation des F.nucleatum comme possible 

marqueur dans le diagnostic et le pronostic du CCR. Concernant le diagnostic, les 

immunoglobulines A et G dirigés contre F. nucleatum dans le sérum sont détectés chez 86,7% 

des patients de CCR et 73,1% des patients présentant des lésions précancéreuses (Kurt and 

Yumuk, 2021). Enfin, une méta-analyse regroupant au total 3626 patients CCR a montré que 

les F.nucleatum sont associés avec un mauvais pronostic, puisque la survie globale ainsi que la 

survie sans récidive sont limitées par rapport aux patients non colonisés par cette bactérie 

(Huangfu et al., 2021).  

2.4.6. Escherichia coli 

Les E. coli sont des bactéries qui colonisent le tube digestif des nouveau-nés, dès les premières 

heures après la naissance et entretiennent une relation de symbiose avec leur hôte. Néanmoins, 

certaines souches d’E. coli ont acquis des propriétés pathogéniques qui leur permettent de 

coloniser le tube digestif et de favoriser la survenue de pathologies intestinales. 

Les souches d’E. coli sont divisées en 5 groupes phylogénétiques principaux selon leurs 

polymorphismes électrophorétiques d’enzymes métaboliques : A, B1, B2, D et E. Les souches 

commensales appartiennent dans la plupart des cas aux groupes A et B1, alors que les souches 

pathogènes appartiennent le plus souvent aux groupes B2 et D (Escobar-Páramo et al., 2004).  

Plusieurs études ont mis en évidence que la muqueuse colique et les  tumeurs de patients 

atteints de CCR sont anormalement colonisées par les souches d’E. coli de type B2 (Arthur et 

al., 2012; Buc et al., 2013; Maddocks et al., 2009; Martin et al., 2004; Prorok-Hamon et al., 2014; 
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Figure 23 :Mécanisme d’action de la cyclomoduline CIF.

Après l’injection de CIF par le système de sécrétion de type 3 (SST3), la toxine inhibe la voie
ubiquitine/protéasome. L’accumulation des substrats non dégradés conduit à la formation
progressive de fibres de stress, d’adhérences focales et un élargissement cellulaire ayant pour
conséquence une altération de la prolifération cellulaire avec l’absence complète de mitose. CIF a,
par ailleurs, la capacité de moduler le système immunitaire en faveur d’une réponse tolérogène
qui pourrait faciliter la dissémination du pathogène. De plus, l’infection de la toxine au sein de la
cellule entraîne l’inhibition de la phosphorylation du complexe CDK1-Cyclin D1, induisant le
blocage du cycle cellulaire en phase G1/S ou G2/M selon le stade du cycle au moment de
l’infection ainsi qu’une accumulation de deux inhibiteurs des CDK, p21Waf1/Cip1 et p27kip2
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Swidsinski et al., 1998). Une augmentation du nombre d’E. coli associés aux tumeurs et 

internalisés dans les tumeurs a été soulignée chez les patients atteints de CCR 

comparativement au nombre d’E. coli associés à la muqueuse saine chez les mêmes patients 

ou chez les patients contrôles (Bonnet et al., 2014). 

Chose intéressante, il a été montré une forte prévalence des souches d’E. coli productrices de 

cyclomodulines, au sein des biopsies des patients atteints de CCR. De plus, la prédominance 

de ces souches est augmentée dans les stades avancés du CCR (stade TNM III/IV) par rapport 

au stade précoce (stade TNM I), suggérant que leur détection peut être utilisée comme facteur 

de pronostic (Bonnet et al., 2014). Quatre cyclomodulines produites par les E. coli ont été 

intensément étudiées, notamment pour leurs propriétés carcinogènes : CIF, CNF, CDT et la 

colibactine.  

o Cell cycle-inhibiting factor (CIF) 

La toxine CIF est présente chez moins de 2% des E. coli et a été mise en évidence pour la 

première fois en 1997 (De Rycke et al., 1997).  Elle est composée de deux domaines distincts : 

un domaine N-terminal qui porte un peptide d’adressage au SSTIII (Système de sécrétion de type 

III), qui lui permet d’être injectée dans la cellule, et un domaine C-terminal qui porte l’activité 

enzymatique de la toxine (Taieb et al., 2011). Ces effets sont caractérisés par la formation 

progressive de fibre de stress, d’adhérences focales et un élargissement cellulaire ayant pour 

conséquence une altération de la prolifération cellulaire avec l’absence complète de mitose 

(Taieb et al., 2011).  

Après injection de CIF par le SSTIII, la toxine inactive l’enzyme E2 du système 

d’ubiquitination, en désaminant la glutamine située en position 40, ce qui inhibe la voie 

ubiquitine/protéasome. L’injection de la toxine au sein de la cellule entraine l’inhibition de la 

phosphorylation du complexe CDK1-CYCLIN B, qui entraine le blocage du cycle cellulaire en 

phase G1/S ou G2/M selon le stade du cycle au moment de l’infection ainsi qu’une 

accumulation de deux inhibiteurs des CDK, p21Waf1/Cip1 et p27kip2 (Taieb et al., 2011). Certaines 

études ont mis en évidence la capacité de CIF à moduler le système immunitaire en faveur 

d’une réponse tolérogène qui pourrait faciliter la dissémination du pathogène (Taieb et al., 

2011) (Figure 23). La CIF, dans les cellules épithéliales intestinales, bloque également l’activité 

bactéricide de la Perforine-1, en désaminant la protéine ubiquitine NEDD8 (Neuronal precursor 
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Figure 24 :Mécanisme d’action de la cyclomoduline CDT.

La sous-unité CDT-B de la CDT est internalisée par endocytose et transportée vers l’appareil de
Golgi et le réticulum endoplasmique puis transloquée dans le noyau. Cette cyclomoduline
provoque des cassures simples brin de l’ADN qui sont converties en cassures doubles brin lors
d’un bref arrêt du cycle cellulaire afin d’être réparées. La CDT induit également l’activation de la
voie NF-kB et STAT3 responsables respectivement de la mise en place d’un état pro-
inflammatoire et dysplasique. Enfin, une exposition chronique à la toxine induit des aberrations
chromosomiques ayant pour conséquence une augmentation de la fréquence de mutation.
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cell-expressed protein 8) nécessaire à la bonne fonction de la Perforine-1 (McCormack et al., 

2015). La déamination de NEDD8 amène également à l’inhibition d’une E3 ligase (CLR : Cullin 

E3 ubiquitin ligases) ayant pour conséquence, un arrêt du cycle cellulaire (McCormack et al., 

2015). Cette toxine exerce également son effet à travers l’induction de la voie ERK/MAPK qui 

en retour augmente l’activité basale de NF-κB (Ng et al., 2018).  L’activation de la voie ERK 

dépend également de l’activité désaminase de CIF (Ng et al., 2017). En plus d’activer la voie 

NF-κB, ERK favorise la phosphorylation et donc l’activation de la protéine anti-apoptotique 

Bim permettant la survie des cellules infectées (Ng et al., 2017). 

o Cytolethal distending toxin (CDT) 

La toxine CDT est identifiée pour la première fois en 1988 à partir des souches d’E. coli isolées 

de patients atteints de diarrhée (Johnson and Lior, 1988). Bien que la CDT soit associée avec 

différentes maladies, son implication dans l’inflammation et le cancer est supportée par des 

études in vitro et in vivo. Les E. coli producteurs de la CDT sont détectés chez 15,8% des patients 

atteints de CCR (Buc et al., 2013). La CDT est retrouvée chez plusieurs espèces Gram négatives 

et est composée de trois sous-unités distinctes codées par un opéron, CDT-A, CDT-B et CDT-

C (Jinadasa et al., 2011). Les sous-unités A et C constituent les éléments régulateurs, alors que 

la B est la sous-unité catalytique caractérisée par une activité phosphatase et DNAse, 

responsable de la formation de cassure à l’ADN (Guerra et al., 2011). La CDT n’induit pas 

directement des cassures double-brin de l’ADN (DSB : double-strand breaks) mais des cassures 

simple-brin (SSB : single-strand breaks) qui sont converties en DSB durant la phase S, dû à 

l’inhibition de la fourche de réplication ainsi qu’au stress réplicatif (Fedor et al., 2013). Les 

cellules subissent alors un bref arrêt du cycle cellulaire durant laquelle les dommages peuvent 

être réparés (Jinadasa et al., 2011). Si le processus échoue, la cellule meurt par l’apoptose ou la 

senescence suivant l’état d’activation de la protéine MAPK, p38. La présence des dommages à 

l’ADN stimule la réponse immunitaire de l’hôte, ce qui a pour conséquence la mise en place 

d’une réponse inflammatoire. La CDT influence le processus inflammatoire par la production 

de cytokines pro-inflammatoires (Péré-Védrenne et al., 2016). Cependant, la CDT possède 

également des propriétés anti-inflammatoires, amenant à une diminution de la phagocytose 

au sein des macrophages, permettant aux bactéries de mieux coloniser l’hôte (Pons et al., 2019) 

(Figure 24). Les bactéries productrices de la CDT induisent un état dysplasique ainsi que la 

carcinogenèse colique chez des modèles murins Rag2-/-/Il10-/-, par l’augmentation de DSB et 
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Figure 25 :Mécanisme d’action de la cyclomoduline CNF.

Après endocytose, les CNF exercent une activité transglutaminase et catalyse la désamination des
protéines de la famille Rho GTPases sur la glutamine en position 63. Le blocage de l’hydrolyse de
GTP entraîne l’activation des GTPases de façon constitutive et contribue à la progression du cycle
cellulaire en interagissant avec des effecteurs protéiques spécifiques. Ainsi, la CNF favorise la
transition G1/S en affectant la production de cyclin D1. De plus, CNF entraîne un contournement
du point de contrôle en phase G1 qui induit des altérations au niveau du fuseau mitotique et de la
ségrégation des chromosomes, pouvant ainsi générer des aberrations chromosomiques telles que
des aneuploidies, signe d’une instabilité génétique ou endo-réplication pouvant conduire à la
transformation cellulaire. Les CNF ont des propriétés anti-apoptotiques par leur capacité à activer
la voie NF-kB, ayant pour conséquence une surexpression des protéines pro-apoptotiques BCL-2
et BCLX. L’activation de la voie de signalisation NF-kB active, par ailleurs, le médiateur pro-
inflammatoire COX-2 qui favorise la transition épithélio-mésenchymateuse.
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l’activation de STAT3 (Ge et al., 2017, 2019). Bien que la CDT possède des propriétés 

carcinogènes, cela peut être sous certaines conditions, comme une susceptibilité accrue au 

CCR.  

o Cytotoxic Necrotizing factor 1 (CNF1) 

La CNF1 est retrouvée enrichie dans la muqueuse de patients atteints de MICI, ainsi que dans 

la muqueuse de patients atteints de CCR comparativement aux patients contrôles (Buc et al., 

2013; Darfeuille-Michaud et al., 2004).  

La CNF1 active de façon permanente la famille des protéines Rho GTPases : Rho, Rac et Cdc42 

(Fiorentini et al., 1997). Ces protéines régulent l’organisation du cytosquelette via son action 

sur l’actine et sont impliquées dans la régulation de la transcription, la migration, la polarité 

et le cycle cellulaire (Hall, 1998; Hodge and Ridley, 2016). 

L’activation des Rho GTPases par la  CNF1 induit des évènements cellulaires qui sont 

dépendants de l’actine comme une augmentation de la mobilité cellulaire et une 

multinucléation  (Fiorentini et al., 1988). Le CNF1 est qualifiée de cyclomoduline du fait de sa 

capacité à perturber le cycle cellulaire (Nougayrède et al., 2005). En effet, la CNF1 arrête la 

progression cellulaire en phase G2/M, stimule la synthèse de l’ADN et favorise la transition 

des cellules quiescentes en cellules prolifératives (Falzano et al., 2006). Une étude plus récente 

montre qu’un traitement avec la CNF1 bloque la mitose et permet une endoréplication avec la 

formation d’une polyploïdisation in vitro amenant les cellules à rentrer en sénescence 

réversible (Zhang et al., 2018c). Ceci augmente l’incidence d’une aneuploïdie qui est un signe 

d’une instabilité génomique (Zhang et al., 2018c). Le CNF1 agit également sur l’activation de 

la voie NF-κB, protège de l’apoptose et induit la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 

(Boyer et al., 2004; Thomas et al., 2001). Pour finir, le CNF1 joue un rôle dans la transition 

epithelio-mésenchymateuse (Fabbri et al., 2020).  Cependant, l’habilité de CNF1 à favoriser la 

carcinogenèse colique dépend largement de l’inflammation, permettant d’induire la transition 

epithélio-mésenchymateuse (Fabbri et al., 2020) (Figure 25).  

o Colibactine 

La colibactine est une génotoxine identifiée en 2006 (Nougayrède et al., 2006). Les E. coli 

producteurs de la colibactine (CoPEC : Colibactin-producing E. coli) proviennent de bactéries 
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commensales du tube digestif, de maladies infectieuses comme les septicémies, des méningites 

du nourrisson, des infections urinaires et des tissus issus du CCR. Bien que les CoPEC 

paraissaient être originaires du phylogroupe B2, une récente étude a montré qu’ils pourraient 

être plus largement distribués au sein de la population des E. coli (Auvray et al., 2021).  

Les CoPEC sont retrouvés communément chez les patients atteints de CCR (55-67%) en 

comparaison avec les sujets contrôles (18-21%) (Arthur et al., 2012; Buc et al., 2013). Une récente 

étude a montré une prévalence accentuée des gènes nécessaires pour la synthèse de la 

colibactine dans les tumeurs coliques plutôt que dans la circulation systèmique des patients, 

suggérant que les CoPEC sont des bactéries associées aux tissus cancérigènes (Dohlman et al., 

2021). Les CoPEC joueraient potentiellement un rôle dans l’agressivité tumorale puisque leur 

colonisation au sein de la muqueuse intestinale est dépendante de l’avancée de la maladie. Elle 

est augmentée chez les patients présentant un stade avancé, III ou IV du CCR par rapport à  

ceux de stade plus précoce, stade I (Bonnet et al., 2014).  

La colibactine est synthétisée par un îlot génomique pks, qui regroupe 19 gènes codants pour 

des peptides synthétases non ribosomiques et polykétides synthétases (NRPS-PKS : Non-

ribosomal peptide synthetases-polyketide synthases) qui sont les enzymes responsables de la 

biosynthèse de la toxine (Faïs et al., 2018). Bien que l’îlot pks soit identifié chez les E. coli, 

d’autres membres de la famille des Enterobacteriaceae le possède, comme Klebsiella pneumoniae, 

Enterobacter aerogenes et Citrobacter koseri. Cependant, ce n’est que très récemment que la 

structure de la colibactine a été découverte. (Wernke et al., 2020).  

Les métabolites dérivés de CoPEC ou provenant du régime alimentaire de l’hôte altèrent la 

transcription des gènes clb. La spermidine, une polyamine produite lors du métabolisme 

bactérien est nécessaire pour la production de la colibactine (Chagneau et al., 2019). 

L’administration d’oligosaccharide tel que le glucose favorise la transcription de clbA et 

l’activité génotoxique de CoPEC (Oliero et al., 2021). A contrario, des facteurs inhibiteurs 

peuvent atténuer les métabolites favorisant la transcription de l’opéron pks, comme c’est le cas 

pour le sulfate ferreux (Oliero et al., 2021). Ceci insinue que la régulation de la production de 

colibactine est liée aux conditions métaboliques présentes dans la lumière du tube digestif. 

La colibactine joue un rôle potentiel dans la carcinogenèse colique par l’induction de cassures 

double-brin de l’ADN dans les cellules eucaryotiques, d’une instabilité chromosomique à 
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travers la production de ROS et d’un arrêt du cycle cellulaire (Cuevas-Ramos et al., 2010; 

Gagnière et al., 2017; Nougayrède et al., 2006). L’activité pro-carcinogène des CoPEC a été 

étudiée dans différents modèles murins de CCR comme le modèle ApcMin/+, le modèle  il10−/− 

traité à l’argent carcinogène AOM, le modèle traité à l’AOM et au dextrant sodium sulfate et 

le modèle ApcMin/+/il10−/− (Arthur et al., 2012; Bonnet et al., 2014; Cougnoux et al., 2014; 

Tomkovich et al., 2019).  

Les données actuelles démontrent que la colibactine alkyle l’ADN via un cycle de cyclopropane 

conjugué à une imine α, β-insaturée amènant à la formation d’adduit adénine-colibactine et la 

création de ponts inter brin de l’ADN. Ces derniers sont résolus en cassures double-brin 

durant la phase de réparation à l’ADN (Wilson et al., 2019; Xue et al., 2019). En plus des 

dommage à l’ADN, CoPEC contribue à l’apparition d’un stress oxydant, ce qui a pour 

conséquence une diminution de l’expression des protéines de réparation de l’ADN, MLH1 

(mutL homolog 1) et MSH2  (mutL homolog 2), qui pourrait favoriser ainsi l’instabilité génomique 

(Gagnière et al., 2017). Il convient de souligner que des preuves solides en lien avec l’étiologie 

montrent que la colibactine pourrait jouer un rôle dans les premières étapes du CCR 

(Dziubańska-Kusibab et al., 2020; Iftekhar et al., 2021; Pleguezuelos-Manzano et al., 2020).  Une 

première étude révèle que les cassures double-brin de l’ADN sont enrichies en séquences 

hexamèriques riches en AT. Ce locus correspondant à la cassure est un site à fort pouvoir 

mutationnel, identifié dans plusieurs cancers (Dziubańska-Kusibab et al., 2020; Lee-Six et al., 

2019). Une infection par des CoPEC de courte durée permettrait aux organoïdes, issues de 

cellules épithéliales coliques humaines, d’avoir les mêmes caractéristiques que les cellules 

cancéreuses (augmentation de la prolifération, perturbation de la différenciation, plusieurs 

mutations dans les gènes relatifs à la voie de signalisation p53) (Iftekhar et al., 2021). Une 

signature mutationnelle est d’ailleurs observée dans les tumeurs et les métastases de patients 

atteints de CCR, exposés aux CoPEC (Pleguezuelos-Manzano et al., 2020). Les signatures 

mutationnelles causées par les CoPEC sont qualifiées pour 2,4% d’entre elles comme des 

mutations activatrices du CCR, avec 5,4% des mutations retrouvées dans le gène APC.   

En plus de ces effets génotoxiques, l’infection par les CoPEC induit la senescence des cellules 

épithéliales qui est accompagnée par la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires et des 

facteurs de croissance, ayant pour conséquence la prolifération des cellules environnantes non 

infectées (Cougnoux et al., 2014). Le rôle pro-carcinogène des CoPEC a été seulement étudié 
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Figure 26 :Mécanismes d’action de la colibactine.

Les patients atteints de CCR présentent une colonisation anormale par des CoPEC (Colibactin-
producing Escherchia coli) capables d’adhérer et d’envahir les cellules épithéliales intestinales, de se
multiplier en macrophages et d’induire une réponse pro-inflammatoire. Les CoPEC provoquent
également des dommages à l’ADN, un arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M et une entrée en
sénescence des cellules infectées. Ces dernières vont acquérir un phénotype sécrétoire associé à la
sénescence, qui s’accompagne de la production de facteurs de croissance ayant pour conséquence
d’augmenter la prolifération des cellules non infectées ainsi que la carcinogenèse dans les
modèles murins de CCR.



Le microbiote intestinal et CCR 

65 
 

dans le cadre du CCR. Les mécanismes décrits ci-dessus, comme les effets à distance des 

médiateurs depuis le site d’infection, pourraient laisser penser qu’ils favoriseraient 

potentiellement la survenue d’autres types de cancer (Figure 26).  

Les CoPEC pourraient être utilisés comme un marqueur de diagnostique ou de pronostic dans 

le cadre du CCR. La colonisation des CoPEC se trouve augmentée dans les  CCR de phénotype 

MSI (Gagnière et al., 2017). La colonisation intestinale des CoPEC pourrait contribuer à la 

modulation de l’efficacité de l’immunothérapie, observée particulièrement chez des modèles 

murins de CCR (Lopès et al., 2020). Une diminution de la réponse aux anti-PD-1 est observée 

en xénogreffe chez des modèles murins infectés par les CoPEC. La présence de ces derniers 

dans le microbiote intestinal pourrait donc être un marqueur de mauvais pronostic chez les 

patients atteints de CCR. 

2.5. Microbiote et CCR : Diagnostic, Pronostic et Traitement. 

2.5.1. Le microbiote intestinal comme biomarqueur pour le diagnostic du CCR 

Actuellement, le taux de survie à 5 ans du CCR est de 90% pour des tumeurs localisées et peut 

rapidement descendre en dessous de 15%, en présence de métastase (Siegel et al., 2021). Pour 

cette raison, un diagnostic précoce, non invasif et accessible est décisif. Etant donné le lien 

étroit qui existe entre la dysbiose et le CCR, l’utilisation de marqueurs microbiens a récemment 

été rétabli comme un indicateur prometteur dans le diagnostic précoce. Ces dernières années, 

les méthodes de séquençage ont permis de mettre en lumière différentes signatures 

microbiennes, la plupart fécales, chez les patients atteints de CCR. Aucun consensus n’est à ce 

jour reconnu et aucune oncobactérie n’est universellement présente chez les patients. 

Cependant, les F. nucleatum sont apparus comme un marqueur fécal et tumoral (Zhang et al., 

2019b). Quantifier l’abondance de F. nucleatum dans les fèces améliore les performances du 

test fécal d’immunohistochimie couramment utilisé dans le diagnostic de la maladie (Wong et 

al., 2017b). Bien que la plupart des études se soient concentrées sur des échantillons fécaux, 

Dohlman et collègues ont récemment découvert une signature microbienne prometteuse dans 

le sang des patients atteints de CCR, caractéristique d’une altération de la barrière épithéliale 

colique (Dohlman et al., 2021).  

Les métabolites dérivés du microbiote pourraient également être une approche non invasive 

dans le diagnostic du CCR. Les échantillons en question proviendraient de fluides humains 
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tels que le sang, l’urine, la salive ou encore les fèces. Quatre études montrent le potentiel de 

l’utilisation du profil métabolique fécal dans le diagnostic de cette maladie (Le Gall et al., 2018; 

Lin et al., 2016, 2019b; Monleón et al., 2009). Les métabolites fécaux comme le lactate ou le 

glucose sont augmentés chez les patients atteints de CCR comparativement au groupe 

contrôle. Tout du long de la séquence adénome-carcinome, le niveau d’acides gras à chaîne 

courte, glutamate et succinate, varie significativement. L’acétate est d’ailleurs celui qui 

présente de meilleurs résultats pour discriminer les patients atteints de CCR du groupe 

contrôle (Le Gall et al., 2018; Lin et al., 2016, 2019b; Monleón et al., 2009).  

Des études complémentaires sont cependant requises pour définir la dysbiose associée au CCR 

et ainsi proposer une signature microbienne. Toutefois, l’hétérogénéité des CCR devra être 

prise en compte. Le microbiote diffère suivant les caractéristiques tumorales comme les 

différents types de mutation/altération ainsi que la localisation de la tumeur. Les différences 

propres à chaque individu rentrent également en jeux dans la composition du microbiote 

comme le genre et le mode de vie. 

2.5.2. Le microbiote intestinal comme biomarqueur dans le pronostic et l’issue à long 

terme du CCR 

Des marqueurs microbiens spécifiques peuvent être utilisés comme un indicateur dans le 

pronostic et dans la survie des patients atteints de CCR. Tout comme pour le diagnostic, F. 

nucleatum se révèle être la bactérie la plus étudiée pour caractériser le pronostic. Une 

concentration élevée en F. nucleatum est associée à une survie sans récidive raccourcie ainsi 

qu’une altération moléculaire de type CIMP-high, MSI-high et la présence de mutations de 

BRAF (Flanagan et al., 2014). Cette bactérie est également en lien avec un stade avancé du CCR, 

une localisation proximale de la tumeur et une survie diminuée des patients (Mima et al., 

2016). La présence de Bacteroides fragilis dans la muqueuse colique est associée à un stade plus 

avancé de la maladie, et l’association de l’abondance de cette bactérie avec F. nucleatum est un 

marqueur pronostic d’une survie amoindrie (Wei et al., 2016). Concernant les E. coli, leur 

colonisation de la muqueuse colique est liée à un mauvais indicateur pronostic et les E.  coli 

producteurs de cyclomodulines sont généralement en lien avec un stade TNM avancé, III ou 

IV (Bonnet et al., 2014). Cependant, des études complémentaires sont à réaliser, afin d’utiliser 

ces biomarqueurs comme facteurs de pronostic en routine.  
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2.5.3. Le microbiote intestinal comme biomarqueur dans la réponse aux traitements 

Prendre en compte l’influence du microbiote intestinal sur l’efficacité de la thérapie fait naître 

la possibilité d’utiliser la communauté microbienne comme un marqueur prédictif pour le 

traitement du cancer. Les résultats des études cliniques et pré-cliniques soulignent que le 

microbiote pourrait influencer la réponse aux chimiothérapies et immunothérapies ainsi qu’à 

la radiothérapie et la chirurgie.  

o Immunothérapie 

Les inhibiteurs du point de contrôle immunitaire, appelée ICI, qui comprennent des anti-PD-

1 (Programmed cell death 1) et anti-CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocytes-associated protein 4) sont des 

traitements prometteurs dans la lutte contre le cancer, avec une amélioration de la survie. La 

prise d’antibiotiques inhibe les effets bénéfiques du traitement anti-PD-1 chez des patients 

atteints de cancer, suggérant une implication du microbiote (Routy et al., 2018). Cependant, la 

réponse aux traitements varie selon les individus. Les patients répondeurs ont une 

composition bactérienne différente des non répondeurs. Un enrichissement en Fecalibacterium 

spp. chez les patients répondeurs est observé alors que pour les patients non répondeurs ce 

sont Bacteroides thetaiotaomicron, Escherichia coli et Anaerotruncus colihominis qui sont 

augmentées (Gopalakrishnan et al., 2018). Ainsi, une transplantation du microbiote fécal 

pourrait être envisagée.  Baruch et collègues a montré la première preuve de concept de 

l’efficacité d’une transplantation fécale dans la réponse de l’immunothérapie chez des patients 

atteints de métastases (Baruch et al., 2021). 

o Chimiothérapie et radiothérapie 

De nombreuses études pré-cliniques montrent l’implication du microbiote intestinal dans 

l’efficacité des chimiothérapies dans le traitement du CCR, comme l’oxiplatine, ou la 

cyclophosphamide (Koulouridi et al., 2020). Néanmoins, les études cliniques sur l’utilisation 

potentielle du microbiote comme biomarqueur dans la prédiction de la réponse aux 

traitements de chimiothérapies sont rares. Seule une étude a mis en évidence une association 

entre Streptococcus mutans et Enterococcus casseliflavus avec une réponse améliorée (Zhao et al., 

2021). Concernant la radiothérapie, aucun impact direct du microbiote sur la réponse des 

patients n’a pu être déterminé à ce jour. Pour autant, l’utilisation de souris sauvages résistantes 

au traitement de radiothérapie a permis d’identifier des bactéries ou métabolites spécifiques, 
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potentiellement impliqués dans ce mécanisme. En effet, les animaux résistants possèdent un 

enrichissement d’Enterococcaceae et une faible densité de proprionate ainsi que des métabolites 

impliqués dans la voie du tryptophane (Guo et al., 2020a). Des études complémentaires sont 

nécessaires pour identifier avec précision les populations microbiennes concernées par la 

radiorésistance.  

o Chirurgie 

Le rôle du microbiote intestinal dans le résultat chirurgical a largement été démontré dans le 

cadre du CCR. Les fuites anastomotiques (AL : Anastootic leak) constituent la complication 

post-opératoire la plus mortelle (Stormark et al., 2020). Le rôle du microbiote dans la 

pathogénicité des AL à la suite d’une chirurgie est bien décrit (Koliarakis et al., 2020). Les 

bactéries mises en jeux seraient Enterococcus faecalis et Pseudomonas aeruginosa (Shogan et al., 

2015). Ces deux bactéries possèdent une activité collagénase et activent une metalloprotéinase 

(MMP-9), qui amène à l’effondrement de tissu et à la formation de AL (Shogan et al., 2015). 

Les infections et l’iléus post-opératoire sont deux autres complications qui peuvent arriver à 

la suite d’une résection chirurgicale du CCR. Cependant, une étude clinique récente a rapporté 

que la présence de Faecalibacterium dans la muqueuse des patients atteints de CCR pourrait 

être un marqueur prédictif d’un iléus post-opératoire (Jin et al., 2020). Concernant les 

infections au site opératoire, une étude clinique a identifié un enrichissement de Staphylococcus. 

aureus, P. aeruginosa et Enterococcus spp. dans les fèces des patients présentant cette 

complication après une chirurgie (Ohigashi et al., 2013). Des études cliniques seront 

néanmoins nécessaires pour poursuivre les investigations et identifier une signature 

microbienne associée avec de forts risques de complications post-opératoires à la suite d’une 

chirurgie du CCR. 
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Figure 27 : Les différentes formes d’autophagie.

La macro-autophagie correspond à la séquestration d’une portion de cytoplasme dans une
vacuole à double membrane appelée autophagosome, qui va fusionner avec les lysosomes pour
donner un compartiment de dégradation, l’autophagolysosome.
L’autophagie dépendante des protéines chaperonnes se caractérise par le transport actif de
protéines possédant le motif penta-peptidique KFERZ dans les lysosomes par un complexe
protéique composé des protéines LAMP-2 et HSP-70.
La micro-autophagie correspond à l’internalisation d’une portion de cytoplasme par
invagination directe de la membrane des lysosomes.
(Modifiée d’après Ho et al., 2019)
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3. L’autophagie 

3.1. Généralités 

Le terme autophagie est employé pour désigner le processus cellulaire par lequel le matériel 

intracellulaire est délivré au lysosome pour y être dégradé. Depuis plus de quinze ans, un 

grand intérêt est porté à l’autophagie avec un nombre conséquent d’articles publiés à son sujet 

et surtout l’attribution d’un prix Nobel de physiologie et médecine en 2016. Il a été décerné à 

Yoshinori Ohsumi pour la découverte et l’identification des gènes liés à l’autophagie (ATG) 

chez la levure dans les années 90 (Tsukada and Ohsumi, 1993). 

Trois types d’autophagie sont à ce jour décrits chez les mammifères : la micro-autophagie, 

l’autophagie médiée par les chaperonnes (CMA : Chaperone-mediated autophagy) et la macro-

autophagie (Galluzzi et al., 2017). Concernant la micro-autophagie, les substrats 

intracellulaires sont capturés à partir du cytoplasme via la protrusion ou l’invagination des 

membranes lysosomales. Pour la CMA, des protéines chaperonnes, telle que la protéine HSC70 

(Heat shock cognate 71 kDa protein), reconnaissent sélectivement les substrats cibles contenant 

un motif consensus unique « KFREQ » et déclenchent leur linéarisation en vue d’être adressés 

au lysosome, grâce à la protéine membranaire lysosomale spécifique LAMP2A (Lysosomal-

associated membrane protein type 2A). Enfin, au cours de la macro-autophagie, une membrane 

d’isolation séquestre une petite partie du cytoplasme pouvant contenir du matériel soluble et 

des organelles, pour former un autophagosome qui fusionnera avec le lysosome. Pour les trois 

types d’autophagie, une fois le matériel capturé par le lysosome, il sera dégradé et les produits 

finaux seront recyclés (Al-Bari, 2020) (Figure 27). Dans ce manuscrit, nous nous intéresserons 

plus spécifiquement à la macro-autophagie décrite en détail dans la partie suivante.  

3.2. Mécanisme moléculaire de la macro-autophagie 

La macro-autophagie, appelée autophagie dans la suite de ce manuscrit, est composée de 3 

étapes majeures : (i) l’initiation, durant laquelle se met en place la membrane d’isolation, (ii) 

l’élongation de la membrane et (iii) la maturation de l’autophagosome avec la dégradation de 

son contenu par le lysosome (Abdul et al 2020) (Figure 28).  



Complexe 
ULK1

Membrane 
d’isolation Phagophore

Autophagosome

Lysosome

Autophagolysosome

A) initiation B) Elongation C) Fusion

Figure 28 : Les étapes principales de la macro-autophagie.

A) L’initiation : sous l’effet de différents stimuli, les complexes protéiques de régulation de
l’autophagie mTORC1 et ULK1 se dissocient. Ce dernier induit l’activation du complexe
PI3K/BECLIN-1 nécessaire pour la formation d’une membrane d’isolation, ou
phagophore.

B) L’élongation : l’élongation du phagophore et la séquestration du matériel cytoplasmique
sont sous le contrôle de deux systèmes de conjugaison protéique. Le premier correspond
au complexe protéique ATG12-ATG5-ATG16L1, qui est assemblé grâce à l’action d’ATG7
et d’ATG10. Le second implique la protéine LC3 qui est clivée par ATG4 donnant ainsi la
forme active LC3-I. LC3-I est ensuite conjuguée à la PE grâce à l’action d’ATG7 et
d’ATG3 formant ainsi LC3-II ou LC3-PE, qui s’insère alors dans la membrane du
phagophore. L’élongation des extrémités du phagophore autour du contenu
cytoplasmique séquestré conduit à la fermeture des membranes pour former
l’autophagosome.

C) La fusion : l’autophagosome fusionne avec le lysosome, afin de former
l’autophagolysosome, permettant la dégradation du contenu cytoplasmique séquestré.

(Modifiée d’après Kimmey et al., 2016)
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3.2.1. L’initiation 

L’initiation de l’autophagie nécessite l’activation du complexe ULK1 (UNC kinase-51-like-

kinase) qui est composé de la protéine ULK1, FIP200 (Focal adhesion kinase (FAK) family kinase-

interacting protein 200 kD), ATG13 et ATG101 (Hurley and Young, 2017). Les signaux 

activateurs de l’autophagie entrainent une autophosphorylation des protéines que composent 

le complexe, leur permettant ainsi de rejoindre la membrane du RE (Réticulum endoplasmique). 

L’interaction entre les protéines transmembranaires VMP1 (Vacuole membrane protein 1), situées 

sur la membrane du RE, et le complexe ULK1 serait à l’origine de la formation de la membrane 

d’isolation (Hurley and Young, 2017). Cette relocalisation permet le recrutement du complexe 

PI3K de classe III, plus communément appelé complexe BECLIN 1 qui est composé de la 

protéine BECLIN 1 (BECN1), d’une sous unité catalytique de type 3 (connue également comme 

VPS34 : Vacuolar protein sorting) et ATG14 (Backer, 2016).  

La phosphorylation de BECN1 par ULK1 active la protéine VPS34, permettant ainsi la 

production locale de PI(3)P (Phosphatidylinositol-3-phosphate) et la formation d’une structure 

appelée omégasome, lieu de naissance de l’autophagosome. Cependant, l’origine 

des membranes d’isolation a longtemps été un mystère et source de débats (Hurley and 

Young, 2017). Plusieurs organelles telles que le RE, la mitochondrie, l’appareil de Golgie ou 

bien la membrane plasmique sont suspectées de servir comme membrane donneuse pour la 

formation et l’expansion de la membrane d’isolation. Le mécanisme exact de ce processus reste 

à ce jour ambigu et il est possible que toutes ces organelles soient impliquées (Wei et al., 2018). 

Néanmoins, des éléments incriminent fortement le RE ; puisque des connexions physiques 

avec l’omégasome sont observées (Biazik et al., 2015).  

La membrane d’isolation, enrichie en PI(3)P, est reconnue par des protéines effectrices comme 

DFCP1 (Double FYVE-containing protein 1) et par le complexe WIPI (WD repeat protein interacting 

with phosphoinositides) et devient ainsi une plateforme pour l’accumulation des protéines 

nécessaires à l’élongation. En effet, la protéine WIPI2 permet le recrutement du complexe 

ATG12-ATG5-ATG16L1 alors que WIPI1 et WIPI4 sont essentielles pour la lipidation de la 

protéine MAP1LC3 (Microtubule-associated protein 1 light chain 3) (Grimmel et al., 2015).  
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3.2.2. L’élongation 

L’élongation de la membrane d’isolation est contrôlée par deux systèmes de conjugaison 

impliquant l’ubiquitination. Le premier est le complexe ATG12-ATG5-ATG16L1 et le second 

LC3 (Light chain 3) couplé avec un PE (Phosphatidylethanolamine) appelé LC3-PE ou LC3-II. 

Une fois activée par ATG7 (E1-like ubiquitine-conjugating enzyme), la protéine ATG12 est 

transférée à ATG10 (E2-like ubiquitine-conjugating enzyme) avant de se lier de façon covalente à 

ATG5 (Yamaguchi et al., 2012). La conjugaison ATG12-ATG5 peut alors interagir avec 

ATG16L1 pour former une structure tétramérique. Le complexe ATG12 coordonne alors la 

formation de l’autophagosome avec l’insertion intramembranaire de LC3-II.    

Le système de conjugaison LC3-II implique le clivage et la fixation de lipides à LC3. Au sein 

des cellules, la protéine LC3 est clivée par ATG4 pour constituer la forme cytoplasmique LC3-

I. Elle sera ensuite activée par ATG7 et délivrée à une seconde E2-like, ATG3. LC3-I sera 

convertie en LC3-II associée à la membrane à travers une liaison covalente à un PE. 

3.2.3. La maturation et la dégradation du contenu par le lysosome 

La maturation de l’autophagosome requiert l’activité d’ATG4 pour dissocier le complexe LC3-

II de la surface externe de l’autophagosome et éviter l’accumulation d’autophagosomes 

incomplets et non fermés dans la cellule. Le mécanisme impliqué dans la fermeture du 

phagophore s’apparenterait à une scission membranaire, puisque les faces externe et interne 

de la double membrane ne sont pas en contact lors de la fermeture (Knorr et al., 2015). Une 

fois fermé, l’autophagosome peut fusionner directement avec le lysosome pour donner un 

autophagolysosome ou bien avec un endosome pour donner une vacuole intermédiaire 

appelée amphisome, qui fusionne ensuite avec le lysosome pour former l’autophagolysosome.  

Après la fusion avec le lysosome, les constituants de l’intra-autophagosome sont dégradés et 

les produits générés sont libérés dans le cytosol. La dégradation du contenu nécessite la 

participation d’hydrolases acides présentes au sein du lysosome, comme ; (i) les lipases, qui 

génèrent des acides gras à partir des lipides, (ii) des protéases, qui dégradent les protéines en 

peptides, (iii) les peptidases qui dégradent les peptides en acides aminés et (iv) les nucléases 

qui dégradent les acides nucléiques en nucléosides.  
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Ce phénomène permet la réactivation de la voie de signalisation mTOR (Mammalian target of 

rapamycin) et la régénération du lysosome à partir de l’autophagolysosome, appelée la 

régénération autophagique du lysosome (ALR : Autophagic lysosome reformation) (Chen and Yu, 

2018). Au cours de l’ALR, les structures tubulaires sont extrudées à partir de la membrane de 

l’autophagolysosome et plusieurs petites vésicules en sont générées : ce sont les 

protolysosomes. Initialement, les protolysosomes ont un pH neutre et sont convertis en 

lysosomes en acquérant de l’acidité et des protéines lysosomales. Les protolysosomes se 

détachent alors des auphagolysosomes et reconstituent le pool de lysosomes présents dans la 

cellule (Chen and Yu, 2018). 

3.3. Autophagie et réponse aux bactéries intracellulaires : la xénophagie 

Tous les pathogènes intracellulaires peuvent potentiellement être ciblés par la xénophagie et 

ainsi être détruits. Sa sélectivité dépend de leur reconnaissance par des récepteurs 

autophagiques. Cependant, certaines bactéries ont développé des mécanismes pour 

s’échapper et même contourner le processus autophagique pour leur propre bénéfice.  

3.3.1. La reconnaissance des bactéries par la xénophagie 

La séquestration des pathogènes par l’autophagosome requiert leur ubiquitination, une étape 

essentielle pour le recrutement des récepteurs autophagiques, comme SQSTM1/p62 

(Sequestosome 1), NDP52 (Nuclear dot protein 52), NBR1 (Neighbor of BRCA1 gene 1),  optineurine 

et TAXBP1 (Tax1-binding protein 1), et l’activation locale des protéines ATG (Kuo et al., 2018). 

Ces récepteurs contiennent à la fois un domaine de liaison à l’ubiquitine et une région 

d’interaction avec LC3 (LIR, LC3-interacting region) (Kirkin and Rogov, 2019). Le 

fonctionnement de ces récepteurs repose sur la kinase TBK1 (TANK-binding kinase 1). Elle 

augmente l’affinité des récepteurs p62 et optineurine pour les protéines ubiquitines sur le 

substrat (Matsumoto et al., 2015; Richter et al., 2016). Concernant NDP52, le recrutement de 

TBK1 au récepteur est nécessaire pour l’activation de la xénophagie. En plus des ubiquitines, 

ce récepteur reconnaît les bactéries intracellulaires en se liant à la galectine-8 associée aux 

membranes des vacuoles endommagées contenant les bactéries. Il initie alors la xénophagie 

de par sa trimérisation aux complexes ULK1 et TBK1 (Ravenhill et al., 2019).  
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Figure 29 : Les bactéries qui échappent à la reconnaissance de l’autophagie. 

A) Streptococcus de groupe A: à la suite de l’activation de CD46 (Complement regulatory
protein), GAS est dirigé au processus autophagique mais la sécrétion de streptolysin O lui
permet d’échapper au phagosome. Une fois libre dans le cytosole, la sécrétion d’un
second facteur de virulence, SpeB, permet la dégradation des récepteurs autophagiques
comme p62, NDP52 et NRB1 et permet ainsi à la bactérie d’échapper à la reconnaissance
autophagique.

B) Listeria monocytogenes: ActA et la phospholipase (plc) A et B sont deux facteurs de
virulence impliqués dans l’échappement de l’autophagie. Dans un premier temps, la
listériolysine O permet à Listeria de s’échapper du phagosome. L’expression de ActA
bloque ensuite le recrutement de p62 et NDP52 à la surface bactérienne. Enfin,
l’expression de plcA/B bloque l’élongation du phagophore.
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3.3.2. L’interaction entre les bactéries et la xénophagie 

À la suite d’une invasion bactérienne, la xénophagie est induite afin d’éliminer les bactéries 

qui se trouvent libres dans le cytosol. Cependant, afin d’échapper au processus autophagique, 

les bactéries ont développé différentes stratégies pour (i) éviter d’être reconnues par les 

récepteurs autophagiques, (ii) inhiber la formation des autophagosomes et (iii) réduire les 

fonctions lysosomales. Certaines bactéries vont même au-delà, jusqu’à exploiter la machinerie 

autophagique pour leur propre réplication. 

o Echappement de la reconnaissance par la machinerie autophagique 

Les récepteurs autophagiques jouent un rôle important dans l’initiation de l’autophagie dans 

le contexte d’une réponse immunitaire innée. Pour contrer ce système, plusieurs bactéries 

sécrètent des effecteurs afin de ne pas être reconnues. Le premier exemple est celui de la 

bactérie intracellulaire, Streptococcus de Groupe A (GAS : Group A Streptococcus). Pour 

échapper à l’autophagie et se répliquer au sein de la cellule hôte, GAS sécrète un facteur de 

virulence SpeB qui dégrade protéolytiquement les récepteurs autophagiques tels que p62, 

NDP52 et NBR1, restreignant ainsi l’activité autophagique (Barnett et al., 2013). Pour ne pas 

être reconnue, Listeria monocytogenes adopte un autre subterfuge. Tout d’abord, cette bactérie 

est capable d’échapper au phagosome par la sécrétion de la listériolysine O, se retrouvant ainsi 

libre dans le cytoplasme (Petrišič et al., 2021). Néanmoins, pour survivre dans le cytoplasme, 

elle sécrète deux facteurs de virulence, ActA et Inlk, qui lui permettent de recruter 

respectivement l’actine et la protéine vault majeure, afin de former un manteau protecteur lui 

permettant de se cacher et échapper ainsi au processus autophagique (Dortet et al., 2011; 

Yoshikawa et al., 2009). Pour finir, Listeria monocytogenes exprime la phospholipase C, qui 

prévient la formation de PI(3)P, et donc la formation de l’autophagosome (Mitchell et al., 2018) 

(Figure 29). 

o Inhibition de l’autophagosome 

Comme mentionné supra, l’autophagosome est une étape initiale de la xénophagie. Interférer 

avec ce processus fondamental permettrait aux bactéries de s’échapper et de se répliquer au 

sein de la cellule. La bactérie intracellulaire Staphylococcus aureus, en activant la voie MAPK, 

phosphoryle la protéine autophagique ATG5 (Neumann et al., 2016). Bien que le mécanisme 

précis de cette phosphorylation sur l’autophagie soit encore inconnu, la conséquence en est un 
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défaut de la maturation de l’autophagie via une inhibition de la fusion du lysosome avec 

l’autophagosome (Keil et al., 2013). Un autre paradigme bien étudié sur l’inhibition de la 

maturation autophagique est celui qui concerne Legionella pneumophila. A la suite d’une 

infection, cette bactérie sécrète une protéine effectrice RavZ par son système de sécrétion de 

type IV. Cette protéine interagit avec la membrane de l’autophagosome afin de délipider et 

déconjuguer LC3, par clivage du site de conjugaison pour prévenir toute possible liaison 

ultérieure de LC3 avec le PE (Yang et al., 2017). Le résultat est un arrêt du processus 

autophagique qui permet ainsi à la bactérie de proliférer.  

o Altération de la fonction lysosomale 

Les enzymes lysosomales sont essentielles pour éliminer les bactéries intracellulaires et 

nécessitent un pH approprié. Afin de survivre, Helicobacter pylori perturbe l’acidification 

lysosomale en agissant grâce à son facteur de virulence, VacA, sur le trafic endolysosomal 

(Capurro et al., 2019; Zhang et al., 2018a). D’autres bactéries intracellulaires agissent sur le 

lysosome, ce sont les UPEC (Uropathogenic E. coli). Leur stratégie pour échapper à la 

dégradation autophagique est de neutraliser le pH lysosomal et d’activer le canal calcique. Les 

ions calciques s’exportent alors du lysosome au cytosol, amenant à l’exocytose du lysosome et 

ainsi à l’expulsion de la bactérie (Miao et al., 2015). 

o Utilisation de l’autophagosome comme niche de réplication 

La double membrane de l’autophagosome est un refuge idéal pour la survie des bactéries 

intracellulaires. A titre d’exemple, les bactéries AIEC (Adherent-invasive Escherichia coli) 

survivent dans les neutrophiles en bloquant l’autophagie au stade de l’autophagolysosome 

(Chargui et al., 2012). Les UPEC exploitent également la machinerie autophagique pour leur 

persistance en détournant les protéines ATG16L1 et ATG7 en vue d’utiliser l’autophagosome 

comme niche de réplication (Wang et al., 2019). Enfin, Staphylococcus aureus est également 

capable de bloquer la maturation et la fusion des autophagosomes avec les lysosomes afin de 

pouvoir se répliquer au sein de l’autophagosome. Néanmoins, les mécanismes sous-jacents 

sont encore peu connus (Horn et al., 2018).  
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3.4. Autophagie et cancer 

3.4.1. Le rôle bivalent de l’autophagie dans le développement cancéreux 

Le rôle complexe et paradoxal de l’autophagie dans la modulation de la tumorigenèse est 

largement étudié. Le devenir des cellules tumorales et la part que joue l’autophagie dans ce 

processus dépendent largement du type de cancer, du stade ainsi que du contexte génétique 

(Singh et al., 2018). Du fait de son effet cytoprotecteur, l’autophagie limite les dommages à 

l’ADN et par conséquent le cancer. Cependant, au fur et à mesure que le cancer progresse, les 

propriétés de l’autophagie sont détournées par les cellules tumorales pour répondre aux 

exigences métaboliques nécessaires à leur survie ainsi qu’à leur prolifération. 

o Le rôle anti-tumoral de l’autophagie 

L’autophagie a communément été décrite comme un mécanisme suppresseur de tumeur. Un 

défaut d’autophagie est associé avec une instabilité génomique et des transformations 

malignes. Par exemple, des souris ApcMin/+ présentant une délétion du gène Atg16l1 dans les 

cellules épithéliales intestinales, développent moins des tumeurs colorectales que les souris 

ApcMin/+, à la suite de l’infection par CoPEC (Lucas et al., 2020). In vitro, une inhibition de 

l’autophagie a été observée à la suite d’une infection par Helicobacter pylori, permettant à la 

bactérie de favoriser l’apparition de dommages à l’ADN ainsi que la tumorigenèse gastrique 

chez des souris C57BL/6 (Xie et al., 2020). Concernant les patients, une méta-analyse a montré 

une association significative entre l’expression de BECN 1 avec une survie globale ainsi qu’une 

survie sans récidive chez les patientes atteintes du cancer des ovaires (Chen et al., 2020c). Une  

déficience de BECN1 est observée dans 40 à 75% des cancers du sein et prostate, suggérant que 

BECN1 agit comme un suppresseur de tumeur (Liang et al., 1999). Pour finir, une 

accumulation de p62 due à une inhibition de l’autophagie pourrait être la cause d’effets 

cytotoxiques, d’un stress oxydatif et de dommage à l’ADN. Ce phénomène est répertorié dans 

plusieurs cancers et associé avec un pronostic défavorable (Kim et al., 2019; Pölönen et al., 

2019; Ruan et al., 2018). Tous ces éléments mettent en exergue le rôle primordial de 

l’autophagie comme un mécanisme suppresseur de tumeur.  

o Le rôle pro-tumoral de l’autophagie 

Dans les tumeurs déjà établies, l’autophagie répond aux exigences métaboliques élevées des 

cellules tumorales en constante prolifération. La dégradation des macromolécules par 
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l’autophagie est source d’énergie pour leur métabolisme. Par ailleurs, une mauvaise 

alimentation en oxygène induit l’autophagie de façon dépendante de HIF-1α, ce qui contribue 

d’avantage à la survie tumorale (Singh et al., 2018). Ainsi, chez les souris ApcMin/+, une 

déficience de l’autophagie dans les cellules épithéliales intestinales entraine une diminution 

du développement tumorale colique en comparaison des souris ApcMin/+ sauvages (Lucas et al., 

2020). A ce jour, de nombreuses publications discrimine l’expression des gènes autophagiques 

comme valeur pronostique dans différents cancers. Dans le cancer colorectal, l’expression de 

6 gènes autophagiques (VAMP7 : Vesicle associated membrane protein 7, DLC1, FKBP1B : FKBP 

prolyl isomerase 1B, PEA15 : Proliferation and apoptosis adaptor protein 15, PEX14 : Peroxisomal 

biogenesis bactor 14 et DNAJB1 : DnaJ heat shock protein family member B1 sont positivement 

corrélés avec un mauvais pronostic (Wang et al., 2021). Il en est de même pour le cancer du 

sein où une signature des gènes de l’autophagie a été décrite (Du et al., 2020). En effet, 

l’expression de 5 gènes autophagiques (EIF4EBP1 : Eukaryotic translation initiation factor 4E 

binding protein 1, ATG4A, BAG1 : BAG cochaperone 1, MAP1LC3A and SERPINA1 : Serpin family 

A member 1 est associée de manière significative avec un risque élevé des patientes à avoir 

survie globale amoindrie (Du et al., 2020).   

3.4.2. L’implication de l’autophagie dans le développement cancéreux 

L’initiation et la progression du cancer sont en lien avec différents changements moléculaires 

et biochimiques au sein des cellules. L’autophagie, dont le rôle dépend du contexte, est 

fortement associée avec ces mécanismes qui impliquent notamment : la prolifération, 

l’angiogenèse, l’invasion tissulaire et la formation de métastases, ainsi que la mort cellulaire et 

la reprogrammation du métabolisme.  

o Maintien de la stabilité génomique 

La prolifération incontrôlée des cellules tumorales n’est pas seulement causée par leur 

autosuffisance en facteur de croissance mais plutôt par leur capacité à échapper à l’apoptose, 

après l’établissement de dommages à l’ADN et à la mise en place d’une instabilité génomique. 

Récemment, l’autophagie est apparue comme un processus influençant l’intégrité génomique 

en adoptant plusieurs mécanismes, comme le contrôle de la production de ROS, le recyclage 

des protéines impliquées dans le processus de réparation à l’ADN et la génération d’ATP et 

dNTP (Bu et al., 2020; Demirbag-Sarikaya et al., 2021). Des résultats montrent que l’autophagie 
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est nécessaire pour maintenir l’intégrité génomique en atténuant le stress métabolique dans le 

cancer du sein. Le moindre défaut du processus autophagique induit une augmentation des 

dommages à l’ADN, ainsi qu’une instabilité génomique amenant à la progression du cancer 

(Karantza-Wadsworth et al., 2007). Le CTP (Camptothecin) est une drogue anticancéreuse bien 

connue qui induit l’apoptose des cellules en instaurant des dommages à l’ADN. Cependant, 

l’autophagie exerce un rôle protecteur des cellules traitées au CTP et la combinaison de CTP 

avec un inhibiteur de l’autophagie pourrait être considérée comme une stratégie 

thérapeutique prometteuse (Chiu et al., 2018). Pour terminer, l’inhibition de l’autophagie, par 

la déficience de ATG5, augmente les dommages à l’ADN et la mort cellulaire en réponse aux 

agents cytotoxiques dans les lignées cellulaires issues du cancer du sein (Hwang et al., 2020). 

Ainsi l’autophagie apparait comme un mécanisme important dans la maintenant de l’intégrité 

génomique.  

o Inflammation 

La déficience de l’autophagie entraîne l’activation de l’inflammasome, caractérisée par la 

sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-18. Ce phénomène serait lié à 

l’accumulation de ROS dans les cellules déficientes de l’autophagie. Les ROS activent un 

médiateur de l’inflammasome, NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin doman conataining 3), qui 

entraîne le clivage de la pro-IL-1β en IL-1β maturée, sécrétée ensuite par la cellule. Les ROS 

sont capables d’activer d’autres cytokines pro-inflammatoires, telles que TNF-α et IL-6 

(Biasizzo and Kopitar-Jerala, 2020).  

Lors des étapes précoces de la tumorigenèse, la mise en place d’un stress hypoxique et 

métabolique conduit à l’apparition de signaux nécrotiques. La nécrose est caractérisée par une 

lyse cellulaire massive qui induit le relargage du contenu cytoplasmique. Les signaux 

nécrotiques sont des signaux majeurs d’induction de l’inflammation (Lee et al., 2018). En 

réponse à ce stress, l’autophagie est activée, afin de réduire la nécrose et l’inflammation, ayant 

pour conséquence le ralentissement du développement tumoral (Lee et al., 2018).  

Enfin, une étude a montré qu’une déficience de l’autophagie entraîne une augmentation des 

niveaux d’expression des médiateurs de l’inflammation dans un modèle murin de lymphome 

(Zhu et al.).  
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o Maintien de la prolifération 

Le maintien de la prolifération est une caractéristique clé des cellules tumorales. Les tumeurs 

ont un potentiel réplicatif sans limite en échappant à l’arrêt du cycle cellulaire. Une délétion 

du suppresseur de tumeur PTEN ainsi qu’une activation de la voie de signalisation 

PI3K/AKT/mTOR sont deux phénomènes répandus dans les cancers, qui peuvent être la cause 

d’une diminution de l’activité cytoprotectrice de l’autophagie ainsi qu’une prolifération 

incontrôlée (Zheng et al., 2019). Cependant, dans le cas d’une tumeur solide, le rôle de 

l’autophagie dans la modulation de la prolifération cellulaire est largement dépendant du 

contexte. Des hauts niveaux d’autophagie sont souvent observés dans les cancers avec des 

mutations activatrices de KRAS et BRAF. Ce processus cellulaire est essentiel pour le 

développement du cancer du pancréas, et l’inhibition de l’autophagie induit une régression 

de la progression tumorale (Piffoux et al., 2021). De façon similaire, une délétion d’ATG7 dans 

des modèles du cancer du poumon qui présentent une mutation BRAF résulte en une 

régression tumorale (Sun et al., 2016). Concernant le cancer colorectal, une déficience de 

l’autophagie et de Apc dans les cellules épithéliales intestinales des souris entraîne une 

inhibition de l’initiation et du développement de la tumorigenèse colique comparativement 

aux souris présentant seulement une déficience de Apc (Lévy et al., 2015). Cependant, des 

résultats contradictoires existent. Par exemple, dans le cas du cancer du sein, où l’utilisation 

de rapamycine, un inducteur de l’autophagie, induit un arrêt du cycle cellulaire par 

l’inhibition de la prolifération cellulaire dépendante de mTOR (Chatterjee et al., 2015). Ainsi, 

l’autophagie joue bien un rôle dans la prolifération cellulaire mais ceci dépend du contexte.  

o Maintien de l’angiogenèse  

L’angiogenèse alimente en nutriments les cellules cancéreuses et favorise le développement 

tumoral, l’invasion ainsi que la formation de métastases. De par son rôle critique, les thérapies 

se sont beaucoup focalisées sur le développement de plusieurs inhibiteurs angiogéniques, tels 

que le bevacizumab qui agit sur la voie de signalisation VEGF (Meadows and Hurwitz, 2012). 

Cette molécule limite la prolifération des cellules endothéliales et induit l’apoptose des cellules 

tumorales. Cependant, plus de 50% des tumeurs continuent à progresser et deviennent 

résistantes au traitement anti-angiogénique (Vredenburgh et al., 2007). Les patients présentent 

alors un mauvais pronostic (Clark et al., 2012). Parce que les traitements anti-angiogéniques 
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ciblent la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, le microenvironnement tumoral devient 

hypoxique. Toutefois, certaines cellules sont capables de surmonter ce stress et les études ont 

mis en évidence l’importance de l’autophagie dans ce mécanisme (Chandra et al., 2020). Le 

niveau de l’autophagie étant plus élevé, les cellules tumorales deviennent capables de survivre 

à un stress en oxygène et se rendent résistantes à une perte d’approvisionnement sanguin. Des 

études complémentaires montrent que le bevacizumab conduit à une augmentation de BECN1 

et LC3 et donc à une augmentation de la formation d’autophagosome. Un traitement 

combinatoire avec un inhibiteur de l’autophagie, par exemple la chloroquine, révèle de 

meilleurs résultats sur le développement tumoral, l’apoptose et la prolifération cellulaire (Guo 

et al., 2013).  

o Invasion tissulaire et formation de métastases 

L’autophagie joue un rôle essentiel dans le processus métastatique même si les études restent 

à ce jour contradictoires. D’un côté, l’autophagie est rapportée comme un processus limitant 

la formation de métastases et de l’autre, comme le favorisant (Marsh et al., 2021). Des 

molécules impliquées dans le processus autophagique sont néanmoins augmentées durant la 

formation de métastases, comme c’est le cas pour LC3-II. Une accumulation de cette protéine 

est observée dans des stades tardifs du cancer du sein, ainsi que dans les ganglions 

mésentériques de ces patients en comparaison à ceux possédant des tumeurs plus précoces 

(Bortnik et al., 2020). L’inhibition de LC3-II et BECN1 entravent l’habilité des cellules 

tumorales à envahir les tissus alentours (Ren et al., 2019). L’autophagie favorise la sécrétion de 

facteurs pro-invasifs tels que IL-6, MMP2 (Matrix metalloproteinase-2) et les membres de la 

famille Wnt, suggérant que l’effet paracrine de l’autophagie est important pour la capacité 

invasive des cellules (Lock et al., 2014). 

La TEM (Transition epithélio-mésenchymateuse) est un processus par lequel les cellules 

épithéliales acquièrent des caractéristiques mésenchymateuses comme la perte de la polarité, 

un gain de motilité ou une forme fusiforme. L’autophagie favorise ou restreint l’habilité des 

cellules à subir la TEM. Par exemple, une déficience de ULK2 induit l’autophagie et favorise 

la TEM dans les cellules du cancer du poumon (Kim et al., 2016). Dans plusieurs études, 

l’autophagie joue un rôle dans le contrôle de l’expression des facteurs de transcription 

impliqués dans le TEM. Une déficience pour les protéines ATG favorise l’accumulation de p62 
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et la stabilisation du facteur de transcription TWIST1 (Twist Family BHLH Transcription Factor 

1) qui facilite l’instauration du phénotype TEM in vitro (Qiang et al., 2014).  De la même façon 

dans le cancer du sein, l’activation de l’autophagie prévient la TEM en favorisant la 

dégradation de TWIST ainsi que SNAI1 (Snail family transcriptional repressor 1), un autre facteur 

de transcription impliqué dans la TEM (Lv et al., 2012). Ces résultats montrent l’existence 

d’une interconnexion entre l’autophagie, la TEM et l’invasion, ainsi que la migration des 

cellules tumorales.  

Quand le processus d’invasion et de métastase se met en place, les cellules perdent le contact 

entre elles, se détachent de la matrice extracellulaire, subissent la transition epithelio-

mésenchymateuse et deviennent mobiles. Lorsque les cellules commencent à se détacher, un 

mécanisme apoptotique, appelé anoïkose, est mis en place (Paoli et al., 2013). Pour contrer ce 

mécanisme, les cellules tumorales induisent l’autophagie qui leur instaure une résistance à 

l’anoïkose, augmentant ainsi leur pouvoir invasif et métastatique via la voie de signalisation 

TFG-β/SMAD3 (Fu et al., 2018; Li et al., 2013). Quand les cellules migrent vers des sites plus 

distants, les cellules sont dans un état de dormance jusqu’à ce qu’elles établissent des 

nouveaux contacts avec la matrice extracellulaire. A ce stade, l’autophagie permet leur survie 

mais les mécanismes sous-jacents sont encore peu connus (Vera-Ramirez et al., 2018). La 

dormance des cellules tumorales est un obstacle pour les thérapies puisque dans cet état, elles 

échappent aux traitements, qui se focalisent principalement sur les cellules en prolifération 

(Talukdar et al., 2019). Afin de mieux comprendre comment la dormance peut être modulée, 

il est important d’étudier au préalable sa connexion avec l’autophagie.  

o Mort cellulaire 

L’autophagie et l’apoptose sont deux processus essentiels dans le développement, 

l’homéostasie cellulaire et l’oncogenèse. Cependant, la relation fonctionnelle entre 

l’autophagie et l’apoptose est complexe et bidirectionnelle, puisque ces deux processus 

possèdent des médiateurs ainsi que des modulateurs communs (Fairlie et al., 2020). Une 

inhibition de l’autophagie favorise l’apoptose des cellules tumorales par l’activation spécifique 

des voies de signalisation pro-apoptotiques. Par exemple, une déficience de ATG5 et ATG7 

résulte en la mort des cellules issues du mélanome (Xie et al., 2013). Plus récemment, 

l’autophagie a été décrite comme agissant sur la sensibilité apoptotique des cellules aux 
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chimiothérapies. A la suite d’une inhibition de l’autophagie, l’augmentation de FOXO3a 

stimule la transcription des gènes pro-apototiques, comme BBC3 (BCL2 binding component 3), 

qui amène à restaurer la sensibilité apoptotique des cellules au traitement (Fitzwalter et al., 

2018). Néanmoins, la chimiothérapie peut également induire une forme de mort cellulaire par 

l’autophagie. Ce type de mort résulte d’une activation excessive de l’autophagie et est 

indépendante des caspases, ce qui la distingue de l’apoptose (Denton and Kumar, 2019). Le 

glioblastome est connu pour son agressivité et sa résistance à l’apoptose. Les chimiothérapies 

préconisées qui impliquent le temozolomide, l’arsenic oxide ou le tamoxifene induisent 

l’autophagie mais pas l’apoptose et provoquent une mort cellulaire par l’autophagie qui 

amène à une régression tumorale (Kohli et al., 2013). 

o Reprogrammation de métabolisme 

Bien que l’autophagie fonctionne à un niveau basal dans des cellules normales, la plupart des 

cellules cancéreuses présentent une activité autophagique accrue, nécessaire pour répondre à 

la grande demande métabolique et permettre la survie des cellules aussi bien in vitro qu’in vivo 

(Raj et al., 2020). Une analyse du métabolisme, dans des cellules tumorales déficientes ou non 

pour l’autophagie, révèle que ce processus prévient la crise énergétique et maintient une 

réserve de nucléotides dans des conditions où l’apport en nutriment est limité (Guo et al., 

2016). Dans un modèle de cancer du poumon, une déficience pour ATG7 réduit l’apport 

d’acides aminés, utilisés comme substrat aux mitochondries, et induit une oxydation excessive 

des acides gras qui épuise les réserves lipidiques et favorise ainsi la crise énergétique (Bhatt et 

al., 2019). C’est donc par le maintien des fonctions du métabolisme que l’autophagie favorise 

le développement tumoral, la survie des cellules cancéreuses et la création de métastases.  

3.4.3. Autophagie et cellules immunitaires infiltrantes 

3.4.3.1. L’autophagie dans les cellules tumorales et impact sur le 

microenvironnement immunitaire 

Des études récentes suggèrent une potentielle implication de l’autophagie au sein des cellules 

tumorales sur la réponse immunitaire. Par exemple, un effet antitumoral est observé à la suite 

d’une déficience de l’autophagie dans les animaux immunocompétents mais pas 

immunodéficients (Yamamoto et al., 2020).  
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Figure 30 : Rôle de l’autophagie dans l’expression du CMH de classe I. 

L’autophagie dans les cellules tumorales favorise la présentation antigénique avec les
cellules dendritiques par une augmentation de la production d’autophagosomes, contenant
des antigènes tumoraux. Les cellules dendritiques en retour activent les LT CD8+ qui
exercent leur activité cytotoxique.
La protéine NBR1 (Neighbour of BRCA1 gene 1 protein) intervient dans la dégradation du

CMH de classe I par le processus autophagique, qui amène à une réduction en surface de ce
complexe dans les cellules cancéreuses du pancréas, abolissant leur reconnaissance par les
LT cytotoxiques.
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o Impact sur la présentation antigénique 

Les molécules du CMH (Complexe majeur d’histocompatibilité) présentent les antigènes aux LT, 

amenant à l’initiation de la réponse immunitaire. Le CMH de classe I est exprimé au sein de 

toutes les cellulaires nuclées, alors que l’expression du CHM de classe II est limitée aux cellules 

professionnelles de présentation antigénique, telles que les cellules dendritiques.  

Les gènes de l’autophagie sont surexprimés dans les cellules métastatiques du cancer du 

pancréas qui ne présentent pas de CMH de classe I (Pommier et al., 2018). Fait intéressant, 

l’autophagie favorise le développement du cancer du pancréas en jouant sur son métabolisme 

(Yang et al., 2014). Il est donc tout à fait probable que l’autophagie soit impliquée dans la 

dégradation du CMH de classe I dans les cellules cancéreuses . Pour conforter cette hypothèse, 

une étude a montré que l’autophagie redirige le CMH de classe I au lysosome via un récepteur 

de liaison à l’ubiquitine, NBR1 amenant à sa dégradation et empêchant alors toute 

reconnaissance par les LT (Yamamoto et al., 2020). Les cellules tumorales peuvent donc 

échapper à la surveillance immunitaire par la dégradation du CMH de classe I de façon 

dépendante de l’autophagie (Poillet-Perez et al., 2020; Yamamoto et al., 2020) (Figure 30).  

o Impact sur le trafic des cellules immunitaires infiltrées 

Des chimiokines spécifiques sont responsables du trafic des différentes cellules immunitaires 

au sein du microenvironnement tumoral (Nagarsheth et al., 2017). L’autophagie peut 

intervenir dans la régulation des chimiokines au sein des cellules tumorales et ainsi être 

impliquée dans la migration des cellules immunitaires. Dans le cancer du poumon, une 

inactivation d’ATG5 entraine une expression accrue de CXCL5 ((C-X-C) motif ligand 5) une 

chimiokine qualifiée de pro-tumorale, responsable de la migration des MDSC (Rao et al., 2014). 

De la même façon, une déficience d’ATG5 dans le cancer du pancréas favorise la sécrétion des 

chimiokines CXCL1, CXCL2 et CXCL12 ((C-X-C) motif ligand 1, 2, 12), attractant d’autant plus 

les macrophages immunosuppresseurs au sein du microenvironnement tumoral (Görgülü et 

al., 2019). Cependant, dans le mélanome, l’inhibition de l’autophagie par délétion génétique 

ou pharmacologiquement induit l’expression de CCL5 (C-C motif chemokine ligand 5), qui 

résulte en une augmentation de NK infiltrés (Mgrditchian et al., 2017). Pour terminer, une 

invalidation de Atg7 dans les cellules épithéliales intestinales chez les souris Apc+/- entraîne une 

dérégulation des cytokines et chimiokines CX3CL1, CXCL9 et CXCL10 (Lévy et al., 2015). Ces 
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Figure 31 : Rôle de l’autophagie dans le trafic et la fonction des cellules immunitaires. 

Rôle dans le trafic des cellules immunitaires : le blocage ou la déficience de l’autophagie
entraîne une accumulation de ROS dans les cellules tumorales qui en retour provoque des
dommages à ADN ainsi qu’aux mitochondries. Les protéines AIM2 (Absent in melanoma 2)
repèrent l’ADN cytosolique, activent l’inflammasome et favorisent la tumorigenèse par le
recrutement des cellules immunosuppressives. Le complexe cGAS (GMP-AMP synthase)-
STING (Stimulator of interferon genes) peut également percevoir l’ADN cytosolique, stimuler
la réponse de l’interferon de type I et favoriser l’immunité anti-tumorale par le recrutement
des LT CD8+ et NK.
Rôle dans la fonction des cellules immunitaires : l’hypoxie induit l’autophagie dans les
cellules tumorales grâce à HIF-1a (Hypoxia-induced factor 1a). Un niveau élevé d’autophagie
induit la dégradation des granzymes B dans les cellules tumorales, sécrétées par les cellules
LT CD8+ et NK, et bloque la fonction cytotoxique de ces cellules immunitaires. En même
temps, l’autophagie inhibe l’expression de la chimiokine CCL5, qui a pour fonction de
recruter les NK dans le micro-environnement tumoral.
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dernières permettent d’attirer certaines populations de LT qui sont retrouvées chez les patients 

atteints de CCR qui présentent un bon pronostic (Mlecnik et al., 2010). Ces différents résultats 

suggèrent que l’autophagie pourrait jouer un rôle suppressif dans l’expression de chimiokines, 

aussi bien pro- qu’antitumorales, et affecter différentiellement la progression tumorale (Figure 

31).  

o Impact sur la fonction des NK et LT CD8+ 

Les cellules NK et LT CD8+ sont des cellules ayant des fonctions antitumorales. L’autophagie, 

induite par l’hypoxie, dégrade les granzymes B dérivées des cellules NK, ainsi que les cellules 

NK affaiblies par la lyse tumorale dans différents modèles murins. L’inhibition de 

l’autophagie restaure le niveau des granzymes, préserve la cytotoxicité des NK et prévient la 

progression tumorale (Baginska et al., 2013). Dans le cancer du poumon, l’autophagie 

désactive également la sensibilité des cellules tumorales à la fonction cytotoxique des CTL 

(Cytotoxique T lymphocytes) (Noman et al., 2011). Pour terminer, un criblage génomique à 

travers un panel de lignées cellulaires cancéreuses révèle que l’autophagie est un processus 

conservé, impliqué dans la résistance des tumeurs à la cytotoxicité des CTL et dans la sécrétion 

des cytokines effectrices IFN-γ et TNF. Ainsi, l’activation de l’autophagie dans les cellules 

tumorales peut être un mécanisme intrinsèque d’échappement immunitaire (Lawson et al., 

2020).  

3.4.3.2. Rôle de l’autophagie dans les cellules immunitaires infiltrées  

Les cellules immunitaires infiltrées, comme les LT CD8+, LT régulateurs et les cellules 

myéloïdes présentatrices d’antigènes, affectent la progression tumorale et la réponse aux 

thérapies. De multiples stress cellulaires agissent sur le processus autophagique, dans les 

cellules immunitaires, qui façonne en retour leur survie, leur activation, leur différentiation 

ainsi que leur fonction (Clarke and Simon, 2019).  

o Les LT effecteurs  

L’autophagie est impliquée dans la régulation de l’activation, la différenciation et la fonction 

effectrice des LT. Après l’interaction avec les cellules présentatrices d’antigènes, l’autophagie 

est induite dans les LT CD8+ permettant leur bonne activation (Paul et al., 2012). Une déficience 

de PIK3C3 (Phosphatitylinositol 3-kinase catalytic subumit type 3), un élément clé dans l’induction 
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Figure 32 : Rôle de l’autophagie dans les cellules immunitaires au sein du micro-
environnement tumoral. 

Dans le TME, les LT dépendent de l’autophagie pour supporter leur survie et leur
différenciation.
Dans les TN naïfs : Un niveau basal d’autophagie maintient leur quiescence et les protège

de l’apoptose induite par les ROS. Une concentration augmentée en lactate au sein des
tumeurs perturbe le processus autophagique des LT naïfs et altère la réponse anti-tumorale.
Dans les LT effecteurs : Un haut niveau de potassium ou une faible concentration en
nutriments absorbés cause une restriction calorique fonctionnelle qui induit l’autophagie à
travers l’inhibition de mTORC1. L’autophagie est critique pour maintenir l’intégrité
mitochondriale qui détermine la différenciation des LT effecteurs, à travers une
reprogrammation métabolique.
Dans les LT régulateurs : Une forte concentration d’arginase au sein des LT régulateurs
infiltrés maintient un haut niveau d’autophagie. La perte de l’autophagie dans ces cellules
induit un changement métabolique, passant d’une phosphorylation oxydative à la glycolyse
avec l’activation de mTORC1 et MYC amenant à l’instabilité de FOXP3 et à l’apoptose des
cellules.
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précoce de l’autophagie, entraîne une perturbation du métabolisme cellulaire dans les LT 

CD4+, qui échouent à se différencier en Th1. Ces altérations sont associées avec une réduction 

de l’activité mitochondriale juste après l’activation des lymphocytes (Yang et al., 2021). Pour 

finir, les LT CD8+ mémoires présents dans le foie ont un niveau basal d’autophagie supérieur 

à ceux circulants, ce qui permet de maintenir leur prolifération ainsi que leur fonction effectrice 

par la sécrétion de cytokines (Swadling et al., 2020).  

L’autophagie agit également sur le métabolisme, le contrôle du phénotype et l’apoptose des 

LT. A la suite d’une stimulation antigénique, les LT subissent un changement métabolique 

passant d’une phosphorylation oxydative à une glycolyse afin de soutenir leur prolifération et 

leur fonction effectrice. Lors de la formation des LT mémoires, le métabolisme revient vers son 

premier mode de fonctionnement (Pearce and Pearce, 2013). Les premières spéculations 

impliquent l’autophagie comme un processus favorisant la β-oxydation et ainsi la génération 

des LT CD8+ mémoires (Khawar et al., 2019; Xu et al., 2014). Cependant, l’insuffisance 

métabolique présente dans le microenvironnement tumoral pourrait affecter l’activité 

cytotoxique des LT. Une accumulation de mitochondries non fonctionnelles dans le 

cytoplasme cellulaire, due au changement métabolique et à une autophagie altérée, est 

observée dans les mélanomes humains et murins. Les LT possèdent alors les caractéristiques 

fonctionnelles, transcriptionnelles et épigénétiques des LT épuisés, en phase terminale (Yu et 

al., 2020c). Des études ont mis en évidence, dans un modèle murin de cancer des ovaires, la 

présence d’une autophagie altérée dans les LT infiltrés aux tumeurs (Xia et al., 2017). Le lactate 

dérivé des tumeurs inhibe, en effet, l’expression de FIP200 et cause l’apoptose des LT par une 

perturbation de la balance pro et anti-apoptotique des membres de la famille de BCL-2, 

favorisant ainsi l’échappement tumoral (Xia et al., 2017).  

L’autophagie est donc un processus important pour la survie, la différenciation ainsi que la 

fonction des LT. Cependant, quelques études vont à l’encontre des résultats précédemment 

décrits. Tout d’abord, une perte d’ATG5 dans les LT augmente le nombre de LT CD4+ infiltrés 

sécrétant de IL-9 (Rivera Vargas et al., 2017). Les LT CD8+ isolés des souris déficientes pour 

Atg5 présentent un profond changement, passant d’un phénotype effecteur à un phénotype 

mémoire en comparaison au LT CD8+ des souris sauvages (DeVorkin et al., 2019). Il existe donc 

une balance dans laquelle le flux autophagique module l’immunité des LT et altère ainsi la 

réponse immunitaire tumorale (Figure 32).   
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L’activation spécifique des LT par les antigènes tumoraux est dépendant de la présentation 

antigénique. L’autophagie est impliquée dans la régulation de l’apprêtement et la 

présentation des antigènes (Münz, 2016). La présentation des antigènes tumoraux par les 

cellules dendritiques nécessite une dégradation lysosomale via l’autophagie. Une déficience 

de PIK3C3, dans les cellules dendritiques, résulte en une altération de l’activité des LT 

cytotoxiques au sein des mélanomes et augmente le nombre de métastases pulmonaires par 

rapport aux souris contrôles (Parekh et al., 2017). Les cellules myéloïdes immunosuppressives, 

quant à elles, présentent un fort niveau d’autophagie chez les patients atteints de cancer qui 

peut être provoqué par l’hypoxie (Alissafi et al., 2018; Corzo et al., 2010). Une ablation de 

l’autophagie dans MDSC induit une expression élevée du CMH de classe II, une réduction de 

l’activité suppressive ainsi qu’un développement tumoral amoindri, dans un modèle murin 

de mélanome (Alissafi et al., 2018).  

o LT régulateurs 

Le processus autophagique est impliqué dans la différenciation des LT régulateurs (Delgoffe 

et al., 2009). Une déficience spécifique des gènes codant pour des composés de l’autophagie 

induit l’apoptose de ces cellules (Becher et al., 2018). D’un point de vue moléculaire, les LT 

régulateurs déficients pour l’autophagie, présentent une activation importante de la voie 

mTORC1-Myc ainsi qu’une activité glycolyse renforcée. Dans les mélanomes humains, une 

infiltration en LT régulateurs expriment une quantité plus importante d’arginases 2, qui 

dégradent l’arginine intracellulaire, atténuent l’activation de mTOR de façon dépendante de 

l’arginine et activente donc l’autophagie (Lowe et al., 2019) (Figure 32).  

o Macrophages 

L’autophagie interagit avec l’activité de phagocytose ainsi qu’inflammatoire pour moduler la 

différenciation des macrophages et la sécrétion de cytokines dans un contexte d’infection 

(Germic et al., 2019). Cependant, peu de choses sont encore connues concernant l’interaction 

entre le microenvironnement tumoral, l’autophagie et le fonctionnement des TAM.  

Une première étude montre que la protéine lysosomale LAMP2A (Lysosome associated 

mambrane protein type 2A), un régulateur clé de l’autophagie, est surexprimée dans les TAM 

(Tumor-associated macrophages) mais pas dans les cellules tumorales et est associée avec un 
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mauvais pronostic dans le cancer du sein. Une déficience de LAMP2A prévient l’activation 

des TAM ainsi que le développement tumoral (Wang et al., 2019). Ce résultat suggère que 

l’autophagie pourrait contribuer à la différenciation des TAM ainsi qu’à leur activité pro-

tumorale. Ce qui est le cas pour le carcinome hépatocellulaire, où l’autophagie est activée dans 

les TAM par la production de ROS, à travers l’induction de la voie TLR2/NOX2, induisant 

ainsi en phénotype M2 (Shiau et al., 2020). Une déficience en FIP200 résulte en une 

augmentation de ROS et à l’apoptose des TAM. Cibler l’autophagie dans les TAM pourrait 

alors altérer leur activité fonctionnelle et les encourager à adopter une fonction anti-tumorale. 

Pour finir, la protéine TFEB (Transcription factor EB) est un régulateur clé de la biogénèse 

autophagique et lysosomale et est liée à la régulation des TAM. L’expression de TFEB inhibe 

la réponse inflammatoire ainsi que les transcrits associés avec les fonctions pro-tumorales des 

macrophages in vitro (Li et al., 2020). Dans le cancer du sein humain ainsi que murin, les TAM 

présentent une diminution de l’expression de TFEB. Lorsque ce dernier est déficient, une 

augmentation du développement tumoral et métastatique est observée. Ce résultat laisse 

penser que TFEB pourrait être un régulateur critique dans la fonction pro-tumorale des TAM 

et une cible thérapeutique pour le cancer du sein. Il serait néanmoins intéressant de déterminer 

si d’autres types de cancer présenteraient une altération de TFEB ou s’il s’agit d’une spécificité 

de ce cancer.  

3.5. Rôle de l’autophagie dans le CCR 

Dans le cadre du CCR, l’importance de l’autophagie est de plus en plus reconnue et présente 

des fonctions aussi bien pro- qu’anti-tumorales. Cependant, les mécanismes associés ne sont 

pas toujours bien compris puisque très peu d’études fonctionnelles ont été réalisées à ce jour.  

Tout d’abord, une augmentation de LC3 est associée avec l’agressivité des tumeurs coliques 

(Zheng et al., 2012). Il en est de même pour ATG10  et ATG5 puisque leur surexpression est 

liée à l’invasion des tumeurs, l’apparition de métastases et à un taux de survie à 5 ans diminué 

(Hu et al., 2021; Jo et al., 2012). Une corrélation négative existe également entre l’expression de 

LC3-II ou p62 et le pronostic des patients atteints de CCR (Niklaus et al., 2017). Ces études 

mettent donc en évidence un rôle pro-tumoral de l’autophagie. 

Néanmoins, alors que la protéine autophagique ATG5 est exprimée dans les cellules 

épithéliales du côlon, elle est absente dans 22% des carcinomes coliques. (An et al., 2011). Dans 
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Figure 33 : Mécanismes pro-tumoraux de l’autophagie dans le CCR.

L’inhibition conditionnelle de l’autophagie dans les cellules épithéliales intestinales empêche
la formation de lésions précancéreuses chez les souris Apc+/-. Cet effet passe par la mise en
place d’une réponse immunitaire anti-tumorale. La délétion du gène de l’autophagie Atg7
(souris Apc+/-Atg7) entraîne la mise en place d’une dysbiose intestinale, requise pour
l’application de la réponse antitumorale. De plus, la déficience de Atg7 entraîne l’apparition
d’un stress accompagné de désordres métaboliques, de l’activation de la voie de
signalisation AMPK et de l’arrêt du cycle cellulaire via p53 dans les cellules cancéreuses.
Cette étude montre que la déficience de l’autophagie dans les cellules épithéliales
intestinales inhibe le développement et la progression du CCR dans un modèle préclinique
de CCR.
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les CCR de phénotype MSI, 27% d’entre eux arborent au moins une mutation dans les gènes 

ATG2B, ATG5 ou ATG12 alors que le phénotype MSS, de meilleur pronostic, est enrichi en 

ATG9 et LAMP1 (Gil et al., 2020). Pour finir, 95% des tumeurs présentent une forte expression 

de BECN1 qui est associée à un meilleur taux de survie des patients (Yang et al., 2015). Ces 

résultats laissent envisager que l’autophagie pourrait jouer un rôle suppresseur de tumeur et 

plus globalement résument la complexité de l’autophagie dans le développement du CCR. 

Une étude fonctionnelle in vivo a été réalisée chez des souris déficientes pour le gène Apc 

spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales de manière inductible au tamoxifène 

(souris VilCreERT2Apclox/+ ou Apc+/-). Les auteurs ont montré que l’invalidation du gène Atg7 

spécifiquement au niveau des cellules épithéliales intestinales (souris 

VilCreERT2Apclox/+Atg7lox/lox ou Apc+/-Atg7∆CEI) permet à la fois d’inhiber l’initiation mais 

également la progression tumorale (Lévy et al., 2015). L’étude fonctionnelle a mis en évidence 

deux mécanismes différents selon le contexte (figure 33). L’inhibition de l’autophagie au stade 

précoce, au sein d’une cellule épithéliale encore saine, entraîne une perturbation de l’intégrité 

de l’épithélium intestinal avec des défauts au niveau des cellules sécrétrices (Paneth et 

Calciforme) et une augmentation de la perméabilité intestinale. Ces défauts entraînent la mise 

en place d’une dysbiose intestinale chez les souris Apc+/- Atg7ΔCEI caractérisée notamment par 

une augmentation des Firmicutes et une diminution des Proteobactéries dans les fèces. Il est à 

noter que la muqueuse des souris Apc+/- Atg7ΔCEI présentait une diversité bactérienne plus 

importante que celle des souris Apc+/-, et une augmentation de l’abondance en bactéries 

productrices du butyrate. Cette dysbiose intestinale était accompagnée par la mise en place 

d’une réponse immunitaire antitumorale caractérisée par une forte infiltration des 

lymphocytes T CD8+ cytotoxiques et Th1 au sein des tumeurs des souris Apc+/- Atg7ΔCEI , ce qui 

n’était pas observé chez les souris Apc+/- . De plus, la production des cytokines CX3CL1, CXCL9 

et CXCL10 est augmentée chez les souris Apc+/- Atg7ΔCEI. Cela met en évidence une réponse 

immunitaire antitumorale chez les souris déficientes pour l’autophagie. Au stade plus tardif 

du développement du CCR, la perte de l’autophagie est responsable d’un stress métabolique, 

de l’activation de l’AMPK et d’un arrêt du cycle cellulaire permettant ainsi de ralentir la 

progression tumorale (Lévy et al., 2015) (Figure 33).  

A ce jour, seules quelques études ont établi un lien entre une infection par une bactérie, 

l’autophagie et le CCR. Une première étude met en exergue une corrélation négative entre 
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l’expression de BECN1 et la concentration de F. nucleatum dans les tumeurs coliques, suscitant 

le rôle potentiel de l’autophagie dans l’élimination de la bactérie (Haruki et al., 2020). 

Néanmoins, aucune autre association n’a pu être établie avec d’autres gènes de l’autophagie 

comme LC3 ou p62 et ceci dans les 724 CCR étudiés (Haruki et al., 2020). Une justification 

pourrait se trouver dans les caractéristiques différentes de ces trois marqueurs autophagiques. 

En effet BECN1, LC3 et p62 n’interviennent pas dans les mêmes étapes du processus 

autophagique. Il est donc possible que F. nuleatum pourrait être éliminé par la xénophagie ou 

par la phagocytose associé à LC3 (Haruki et al., 2020). L’élimination de la bactérie par 

l’autophagie n’est pas totale puisque F. nucleatum est détecté dans plus de 75% des tissus CCR 

métastatiques et 62% des ganglions mésentériques (Chen et al., 2020d). Comme mentionné 

précédemment, le processus métastatique est facilité par la transition epithélio-

mésenchymateuse. L’exposition par F. nucleatum diminue l’expression du marqueur 

épithéliale, l’E-cadhérine et augmente le marqueur mésenchymal Vimentin, indiquant que la 

bactérie impulse la formation de métastases par TEM (Chen et al., 2020d). L’infection des 

souris ApcMin/+ par F. nucleatum induit la formation d’adénocarcinomes agressifs qui 

envahissent la couche musculaire. Cependant, un traitement à la chloroquine abolit ces effets 

aussi bien in vitro qu’in vivo mettant en lumière l’implication de l’autophagie dans le processus 

métastatique. Pour terminer, une co-incubation de F. nucleatum avec des agents de 

chimiothérapie, l’oxaliplatine et le 5-fluoroutacil, diminue les effets de ces drogues via une 

diminution de l’apoptose comparativement aux cellules non infectées. Ceci suggère que F. 

nucleatum favorise la chimiorésistance des cellules. Notons que la co-incubation de F. 

nucleatum avec la chloroquine restaure la sensibilité à l’apoptose (Yu et al., 2017). Ainsi, lorsque 

le stade du CCR est plus avancé, l’autophagie se révèle être un processus pro-tumoral 

favorisant la formation de métastases et la résistance aux drogues de chimiothérapie.  

Une étude au sein de notre laboratoire s’est penchée sur le rôle de l’autophagie à la suite d’une 

infection par les CoPEC. L’autophagie se révèle être un processus important pour limiter les 

effets pro-carcinogène de ces bactéries. In vitro, une infection avec la souche CoPEC 11G5 isolée 

de patient induit l’autophagie ainsi que le système de réparation des dommages à l’ADN mais 

pas son mutant isogénique, incapable de produire la colibactine. Une déficience de 

l’autophagie est associée avec une augmentation de la multiplicité bactérienne, de la sécrétion 

de cytokines pro-inflammatoires, des cassures double brin de l’ADN et une diminution des 
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Figure 34 : Rôle de l’autophagie dans les cellules épithéliales intestinales dans la 
carcinogenèse colorectale associée à la colonisation des CoPEC

Chez un hôte prédisposé au développement du CCR, à la suite d’une colonisation anormale
par CoPEC. l’autophagie est activée pour protéger l’épithélium colique des dommages à
l’ADN, via l’activation du système de réparation à l’ADN, pour réduire l’inflammation
colique, ainsi que la prolifération cellulaire et, par conséquent, limiter le développement
tumoral. Une autophagie dysfonctionnelle favorise la carcinogenèse colique, laquelle est
associée à l’augmentation des dommages à l’ADN de l’épithélium colique, de l’inflammation
colique et de la prolifération des cellules épithéliales coliques.
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marqueurs de réparation de l’ADN. Ces résultats suggèrent que l’autophagie est nécessaire 

pour limiter les effets pro-carcinogènes de CoPEC et permettre l’activation du système de 

réparation de l’ADN. Un défaut d’autophagie augmente également la sénescence des cellules 

infectées avec la souche CoPEC 11G5, favorisant ainsi la prolifération des cellules non 

infectées. In vivo, les souris ApcMin/+ qui présentent une déficience de l’autophagie 

spécifiquement dans les cellules épithéliales intestinales ApcMin/+/Atg16l1ΔCEI développent plus 

de tumeurs coliques avec un volume plus important que les souris ApcMin/+, à la suite d’une 

infection par la 11G5. Une augmentation des cytokines pro-inflammatoires, IL-6, TNF et 

CXCL1, une diminution de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 et un accroissement des 

marqueurs de dommages à l’ADN ainsi que de la prolifération sont observés dans la 

muqueuse colique des souris ApcMin/+/Atg16l1ΔCEI comparativement aux souris ApcMin/+, infectées 

avec la souche 11G5. Ainsi, l’autophagie induite par la CoPEC joue un rôle primordial pour 

limiter les effets pro-carcinogènes de la bactérie et, en conséquence, limiter le CCR (Lucas et 

al., 2020) (Figure 34).  

3.6. L’autophagie comme cible thérapeutique du cancer 

Les inhibiteurs de l’autophagie sont classifiés comme des inhibiteurs de stade précoce ciblant 

ULK1 ou VPS34 ou des inhibiteurs de stade tardif ciblant le lysosome. La CQ (Chloroquine) ou 

HCQ (Hydroxychloroquine) sont deux agents utilisés qui inhibent la fusion de l’autophagosome 

avec le lysosome. Au vu de l’autophagie sur la réponse immunitaire, son inhibition en 

combinaison avec d’autres thérapies a été prise en considération, afin d’augmenter l’efficacité 

de ces dernières. Par exemple, chez les patients atteints d’adénocarcinomes pancréatiques 

résécables, un traitement avec HCQ en combinaison avec les agents de chimiothérapie nab-

paclitaxel et gemcitabine montre une augmentation des cellules immunitaires infiltrées, qui 

est un facteur de bon pronostic (Zeh et al., 2020). Pour augmenter le pouvoir inhibiteur du 

lysosome comme effet antitumoral, de nouveaux agents lysosomotropiques, tels que le Lys05 

et DC661 sont en train d’être développés en utilisant la structure de base de la CQ (Ondrej et 

al., 2020; Rebecca et al., 2019). Ces drogues ciblent PPT1 (palmitoy-protein thioesterase 1) et 

manifestent de forts effets antitumoraux dans des études précliniques.  
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o Chimiothérapie 

Dans le cancer, des flux autophagiques importants sont associés avec une réponse réduite aux 

chimiothérapies et une survie amoindrie des patients (Ma et al., 2011). Des études précliniques 

démontrent qu’une inhibition de l’autophagie surmonte la résistance aux chimiothérapies 

dans le cancer du poumon (Zou et al., 2013), de la thyroïde (Wang et al., 2017a) et du pancréas 

(Bryant et al., 2019). Les résultats de différentes études suggèrent que l’inhibition de 

l’autophagie devrait être en synergie avec l’inhibition de la voie de signalisation MAPK-ERK. 

Dans le cancer du pancréas, par exemple, une inhibition de MAPKK1 et 2 par le trametinib 

amène à l’activation de l’autophagie. Cependant, lorsque ce traitement est combiné avec un 

inhibiteur de l’autophagie, l’adénocarcinome présente une réduction de son développement 

aussi bien in vitro qu’in vivo (Kinsey et al., 2019).  

Toutefois, il existe d’autres mécanismes par lesquels l’autophagie est impliquée dans la 

résistance aux chimiothérapies. Par exemple, l’activation de l’autophagie par Fusobacterium 

nucleatum protège les cellules du cancer du côlon de l’apoptose induite par les chimiothérapie 

(Yu et al., 2017).  De nouveaux essais cliniques seront nécessaires pour mieux comprendre le 

fonctionnement de l’autophagie dans la chimiorésistance. 

o Radiation 

L’autophagie joue un rôle critique dans la protection des cellules tumorales de la mort en 

réponse aux traitements de radiothérapie. Dans le cancer du sein, les radiations induisent 

l’expression des gènes autophagiques qui s’accompagne par l’accumulation 

d’autophagosomes. Une inhibition de courte durée de l’autophagie lors du traitement favorise 

la cytotoxicité de la radiothérapie dans les cellules cancéreuses résistantes (Apel et al., 2008). 

De façon similaire, l’hypoxie augmente la radiorésistance des cellules du cancer du poumon, 

en induisant l’autophagie qui régule à son tour à la production de ROS (Chen et al., 2017). 

Cibler l’autophagie pourrait alors potentiellement augmenter l’efficacité des radiothérapies. 

L’utilisation d’inhibiteurs de l’autophagie en combinaison avec les radiothérapies fait 

d’ailleurs l’objet d’essais cliniques chez les patients atteints de cancer.  
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o Immunothérapie 

L’exploitation du système immunitaire est une approche prometteuse pour combattre le 

cancer. L’inhibition de l’autophagie pourrait impacter l’immunité systémique comme ce 

processus est impliqué dans le développement du système immunitaire (Clarke and Simon, 

2019). Cependant, une inhibition systémique de l’autophagie par la CQ, ne modifie pas la 

fonction des LT, dans un modèle préclinique de mélanome et de cancer du sein. Cela suppose 

que le système immunitaire pourrait être tolérant à une inhibition de l’autophagie d’une 

certaine intensité (Starobinets et al., 2016). Néanmoins, comme l’autophagie régule la réponse 

immunitaire tumorale, cibler l’autophagie pourrait favoriser l’efficacité des immunothérapies 

et surmonter l’immunorésistance. Par exemple, la suppression de l’activité de VPS34 par 

l’utilisation d’inhibiteurs déclenche une augmentation de CCL5, CXCL10 et IFN-γ dans le 

micro-environnement tumoral qui entraine une infiltration tumorale plus importante de 

cellules NK et T dans les modèles de mélanome et de cancer du côlon. Fait intéressant, 

l’inhibition de VPS34 supprime la résistance aux thérapies anti-P1 ou anti PDL1 dans ces 

modèles (Noman et al., 2020). Un traitement avec la CQ bloque la dégradation du CMH de 

classe I dépendante de l’autophagie. Lorsque ce traitement est en complément avec d’autres 

immunothérapies cela augmente la réponse immunitaire antitumorale dans un modèle murin 

du cancer du pancréas (Yamamoto et al., 2020). Comme une immunothérapie précoce, IL-2 est 

souvent utilisée pour traiter les patients atteints de cancer du rein ou mélanomes (Rosenberg, 

2014). De hautes doses d’IL-2 montrent un effet antitumoral avec une vaste stimulation du 

système immunitaire. Cependant, le traitement d’IL-2 peut induire un syndrome 

autophagique systémique qui augmente les niveaux sériques d’IFN-γ, IL-6 et IL-18. L’ajout de 

CQ limite alors la toxicité et favorise l’efficacité de l’immunothérapie d’IL-2 dans des modèles 

murins de cancer du foie métastasé (Liang et al., 2012). Ainsi, cibler l’autophagie pourrait 

favoriser l’immunothérapie et des études cliniques utilisant HCQ en combinaison avec des 

immunothérapies sont actuellement en cours. 
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Contexte Scientifique 

 

Le cancer colorectal (CCR) est le troisième cancer le plus commun dans le monde et la seconde 

cause de mortalité liée au cancer. L’étiologie du CCR regroupe plusieurs facteurs, notamment, 

l’âge, la génétique, le mode de vie, le régime alimentaire, ainsi que les facteurs 

environnementaux. Une association entre l’inflammation intestinale, comme observée dans les 

maladies chroniques de l’intestin, et le risque de développer un CCR est bien connue et 

appelée CCR associé à l’inflammation chronique. L’évolution des tumeurs est fortement 

dépendante du micro-environnement tumoral dans lequel elles se développent. L’interaction 

complexe entre les cellules cancéreuses et la composante immunitaire du microenvironnement 

tumoral a été largement étudiée ces dernières années. Les cellules immunitaires infiltrantes 

comme les cellules myéloïdes suppressives, les macrophages associés aux tumeurs et les 

lymphocytes cytotoxiques sont des déterminants critiques du devenir cancéreux. Une 

association directe entre le pronostic des patients atteints de CCR et l’infiltrat immunitaire est 

d’ailleurs observée.  

Le microbiote intestinal apparaît depuis quelques années comme un nouveau facteur 

favorisant le CCR. Plusieurs études ont mis en évidence une modification de la composition 

du microbiote associée à la muqueuse colique des patients atteints de CCR comparativement 

aux sujets contrôles, avec une prévalence accrue des Escherichia coli producteurs de la 

colibactine, appelés CoPEC pour Colibactin-producing E.coli. Les CoPEC sont 

préférentiellement retrouvées chez les patients atteints d’un CCR de stade avancé (stade III/IV) 

par rapport à un stade précoce (stade I), suggérant une association entre une colonisation de 

CoPEC et le pronostic des patients. Des études fonctionnelles sur cellules eucaryotes ont 

montré que les CoPEC induisent la formation de ponts inter brins qui sont convertis en 

cassures doubles brin de l’ADN, lors de la réparation à l’ADN, ayant pour conséquence 

l’accumulation d’aberrations chromosomiques, ainsi qu’un arrêt du cycle cellulaire. Les 

cellules infectées présentent un phénotype sécrétoire associé à la sénescence, avec la 

production de médiateurs pro-inflammatoires et facteurs de croissance qui, en retour,
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 stimulent la prolifération des cellules non infectées. In vivo, l’infection par les CoPEC favorise 

le développement tumoral dans différents modèles murins prédisposés au développement du 

CCR et affecte la composition du micro-environnement tumoral. Fait important, un lien direct 

entre une signature mutationnelle spécifique, causée par l’exposition des cellules épithéliales 

intestinales aux CoPEC, et des mutations activatrices du CCR a été déterminée. Si les 

propriétés génotoxiques et pro-tumorales des souches CoPEC sont bien décrites, ses capacités 

à initier le CCR ainsi que les mécanismes de défense de l’hôte contre l’infection par ces 

bactéries sont à ce jour peu connues. L’autophagie est un processus des cellules eucaryotes qui 

permet la dégradation d’éléments cytoplasmiques par le lysosome. Ce processus est fortement 

activé pour permettre l’adaptation des cellules en réponse à différents stress. Dans les cellules 

myéloïdes, l’autophagie est cruciale pour orchestrer la réponse immunitaire et joue un rôle 

important dans la destruction des bactéries intracellulaires, en diminuant la production 

d’espèces oxygénées réactives. L’autophagie est un contributeur bien connu du 

développement cancéreux et une signature des gènes de l’autophagie est fréquemment 

associée avec le pronostic des patients. Néanmoins, le mécanisme sous-jacent du rôle de 

l’autophagie dans le CCR ainsi que dans le micro-environnement tumoral associé est encore 

peu connu.  

Une précédente étude au laboratoire a montré le rôle complexe de l’autophagie dans le CCR, 

par l’utilisation de souris génétiquement prédisposées ApcMin/+ qui ont été infectées ou non avec 

des CoPEC. En effet, dans une condition non infectée, l’autophagie dans les cellules 

épithéliales intestinales, appelées CEI, favorise la tumorigenèse colique. Cependant, à la suite 

de l’infection par les CoPEC, l’autophagie dans les CEI est nécessaire pour limiter les effets 

pro-tumoraux des CoPEC, diminuant ainsi le développement tumoral chez les souris ApcMin/+.  

Dans ce contexte, les objectifs majeurs de mon projet de thèse ont été : (i) d’examiner le rôle de 

l’autophagie au sein des CEI et des CoPEC dans l’induction de la carcinogenèse colique chez 

un modèle murin de CCR associé à l’inflammation chronique qui ne présentent pas de 

susceptibilité génétique ou d’utilisation d’agents carcinogènes et (ii) d’étudier le rôle de 

l’autophagie dans les cellules myéloïdes sur la carcinogenèse colorectale à la suite de 

l’infection par les CoPEC.
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Résultats expérimentaux 

 

A ce jour, toutes les études concernant les effets pro-carcinogènes de CoPEC ont été réalisées 

chez des modèles murins génétiquement susceptibles, comme ApcMin/+, ou avec l’utilisation 

d’agents carcinogènes. Dans cette étude, nous avons testé l’habilité de CoPEC à induire la 

tumorigenèse colique dans un modèle murin d’inflammation chronique qui ne présente 

aucune susceptibilité génétique ou utilisation d’agent carcinogène. Nous avons également 

regardé quel serait l’impact d’une déficience de l’autophagie dans les CEI sur la tumorigenèse.  

L’utilisation de souris sauvages (Atg16l1flox/flox) ou déficientes pour l’autophagie dans les CEI 

(Atg16l1ΔCEI), nous a permis d’examiner si l’infection par les CoPEC combinée avec une 

inflammation chronique pourrait induire la tumorigenèse colique. Les souris Atg16l1flox/flox et 

Atg16l1ΔCEI ont été infectées par gavage avec une souche CoPEC, isolée d’un patient CCR, ou 

son mutant incapable de produire la colibactine (11G5ΔclbQ). Sept jours plus tard, les souris 

ont été soumises à 12 cycles de DSS (Dextran sodium sulfate). A la suite de l’infection par la 

souche 11G5, les souris Atg16l1flox/flox et Atg16l1ΔCEI affichaient une susceptibilité accrue au DSS, 

comparativement aux souris non infectées, représentée par un score clinique augmenté. Ce 

dernier a été déterminé à la fin de chaque cycle de DSS. Cependant, aucune différence 

significative n’a été observée entre les groupes infectés avec la 11G5 ou avec la 11G5ΔclbQ. Par 

rapport aux souris sauvages, les souris Atg16l1ΔCEI possédaient un score clinique accru à la 

suite d’une infection par la 11G5, ainsi que par la souche mutante. De plus, tout au long du 

traitement au DSS, une augmentation significative de la mortalité a été observée chez les souris 

Atg16l1flox/flox et Atg16l1ΔCEI infectées par rapport aux souris non infectées.  

En outre, l’infection avec la souche 11G5 et non le mutant 11G5ΔclbQ a induit la formation 

d’adénocarcinomes, ainsi que de carcinomes invasifs et ceci quel que soit le génotype des 

souris. L’infection avec la souche 11G5 est associée à une augmentation significative du score 

néoplasique comparativement avec l’infection par le mutant et la condition non infectée chez 

les souris Atg16l1flox/flox et Atg16l1ΔCEI. La déficience de l’autophagie dans les CEI a amplifié le 

score néoplasique lors de d’infection par la souche CoPEC. De plus, 70% des souris Atg16l1ΔCEI 

infectées par la 11G5 ont développé des carcinomes coliques contre seulement 50% des souris 

Atg16l1flox/flox. Le nombre de carcinomes invasifs est également augmenté chez les souris 
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Figure 35 : Modèle proposé du rôle de CoPEC et de l’autophagie dans l’initiation du CCR 
associé à l’inflammation chronique

Dans un modèle murin associé à l’inflammation chronique qui ne présente pas de
susceptibilité génétique ou utilisation d’agents carcinogènes, les CoPEC induisent des
dommages à l’ADN, amenant probablement à des mutations dans des oncogènes ou gènes
suppresseurs de tumeurs qui pourraient être responsables de l’initiation du CCR.
L’autophagie dans les cellules épithéliales intestinales permet de limiter les effets pro-
carcinogènes de CoPEC. Une autophagie déficiente entraîne une augmentation des
dommages à l’ADN responsable d’une augmentation de carcinomes invasifs.
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Atg16l1ΔCEI par rapport aux souris Atg16l1flox/flox infectées par la 11G5. L’examen histologique a 

permis de mettre en évidence que l’infection avec la souche 11G5 et son mutant est liée avec 

une augmentation du score inflammatoire. Une déficience de l’autophagie a aggravé ce score 

chez les souris infectées avec la souche 11G5 et 11G5ΔclbQ. Pour terminer, nous avons 

quantifié la phosphorylation H2AX (γH2AX), utilisée pour détecter les cassures double brin 

de l’ADN lors d’une immunohistochimie. A la suite de l’infection par la 11G5, les souris 

Atg16l1flox/flox présentaient une hausse de foyer γH2AX par crypte comparativement à la 

condition non infectée ou infectée avec le mutant. Ce nombre est augmenté chez les souris 

déficientes pour l’autophagie mais seulement lors d’une infection par CoPEC. 

L’ensemble des résultats obtenus montre pour la première fois un lien entre l’autophagie, 

CoPEC et le CCR par l’utilisation d’un modèle murin d’inflammation chronique. L’infection 

par CoPEC conduit à la formation de carcinomes invasifs de façon dépendante de la 

colibactine. Une déficience de l’autophagie dans les CEI favorise la tumorigenèse colique 

induite par CoPEC. Il est intéressant de relever que l’induction de la tumorigenèse chez un 

modèle murin d’inflammation chronique par les CoPEC et la déficience de l’autophagie est 

associée avec une augmentation des dommages à l’ADN (Figure 35).
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Simple Summary: Changes in the composition of the intestinal flora have been reported in patients
with colorectal cancer, the second leading cause of cancer death in the world, with an increase in
so-called "harmful" bacteria. Among these, Escherichia coli producing colibactin, a toxin that causes
DNA damage, has attracted the interest of many research groups. Here, we showed that infection
of wild-type mice with a colibactin-producing E. coli (CoPEC) strain, isolated from a patient with
colorectal cancer, combined with chronic inflammation induced the formation of invasive colonic
tumors, i.e., tumors that spread beyond epithelial layer and grow into surrounding tissues. We
also showed that autophagy, a cell defense process, is necessary to inhibit the tumorigenesis
induced by CoPEC. Thus, this work highlights the role of CoPEC as a driver of colorectal cancer
development, and suggests that targeting autophagy could be a promising strategy to inhibit the
protumoral effects of these bacteria.

Abstract: Background: Escherichia coli producing the genotoxin colibactin (CoPEC or colibactin-
producing E. coli) abnormally colonize the colonic mucosa of colorectal cancer (CRC) patients.
We previously showed that deficiency of autophagy in intestinal epithelial cells (IECs) enhances
CoPEC-induced colorectal carcinogenesis in ApcMin/+ mice. Here, we tested if CoPEC trigger
tumorigenesis in a mouse model lacking genetic susceptibility or the use of carcinogen. Methods:
Mice with autophagy deficiency in IECs (Atg16l1∆IEC) or wild-type mice (Atg16l1flox/flox) were
infected with the CoPEC 11G5 strain or the mutant 11G5∆clbQ incapable of producing colibactin
and subjected to 12 cycles of DSS treatment to induce chronic colitis. Mouse colons were used
for histological assessment, immunohistochemical and immunoblot analyses for DNA damage
marker. Results: 11G5 or 11G5∆clbQ infection increased clinical and histological inflammation
scores, and these were further enhanced by IEC-specific autophagy deficiency. 11G5 infection, but
not 11G5∆clbQ infection, triggered the formation of invasive carcinomas, and this was further
increased by autophagy deficiency. The increase in invasive carcinomas was correlated with
enhanced DNA damage and independent of inflammation. Conclusions: CoPEC induce colorectal
carcinogenesis in a CRC mouse model lacking genetic susceptibility and carcinogen. This work
highlights the role of (i) CoPEC as a driver of CRC development, and (ii) autophagy in inhibiting
the carcinogenic properties of CoPEC.
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1. Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer around the world, with
1.85 million of new cases per year and the second leading cause of death by cancer with
880,000 recorded deaths worldwide [1]. The etiology of CRC is multifactorial, including
age, genetics, lifestyle, diet, and environmental factors [2]. An association between chronic
intestinal inflammation, as observed in inflammatory bowel disease, and an increased risk
for CRC development has been reported and called by colitis-associated CRC [3].

The involvement of gut microbiota in CRC pathogenesis has received much attention
during the past few years [2]. Metagenomic approaches have shown that in CRC patients,
compared to healthy subjects, the gut microbiota has lower abundance of protective taxa
and higher abundance of procarcinogenic taxa such as Bacteroides, Escherichia and Fusobac-
terium [4,5]. To support a role for the gut microbiota in colorectal carcinogenesis, studies
using carcinogen-induced or genetically susceptible mouse models have been performed.
One of the most common genetically susceptible mouse models of CRC is ApcMin/+ mice,
which carry a loss-of-function germinal mutation in the Apc gene, leading to spontaneous
formation of multiple adenomas in the intestine and the colon [6]. ApcMin/+ mice bear-
ing microbiota develop more intestinal and colorectal tumors compared with germ-free
ApcMin/+ mice [7]. Recently, it was shown that ApcMin/+ mice receiving the fecal samples
from CRC patients develop increased number of intestinal adenomas and a more advanced
tumor development compared with those receiving fecal samples from healthy subjects [8].
In a colitis-associated CRC mouse model chemically induced by azoxymethane (AOM)
and dextran sodium sulfate (DSS), antibiotic treatment significantly decreases the number,
the size and the histological score of the colonic tumors [9]. Furthermore, transfer of fecal
samples from patients with CRC enhances intestinal cell proliferation in germ-free mice
and promotes tumor formation in conventional mice that were pre-treated with antibiotics
and then with AOM [10].

Besides these findings showing a direct association between the gut microbiota and
CRC development, increasing evidence has revealed the effects of bacteria-derived products
on carcinogenesis. Among these, the carcinogenic compound colibactin, a polyketide-
derived genotoxin produced by Escherichia coli, has attracted interest from researchers.
Colibactin-producing Escherichia coli (CoPEC) have been shown to be more prevalent
in the biopsies of CRC patients compared to control patients [11–14]. CoPEC are more
frequently identified in CRC patients with tumor-node-metastasis (TNM) stage II and
III/IV than in patients with TNM stage I, suggesting an association between CoPEC
colonization and the poor prognostic factors for CRC [15]. In vitro and in vivo studies
have demonstrated the carcinogenic properties of colibactin and the implication of CoPEC
in colorectal carcinogenesis [2]. Colibactin induces DNA interstrand cross-links, that is
converted into DNA double-strand breaks (DSBs) in mammalian cells during the repair
response, leading to chromosomal aberrations and cell cycle arrest [16–18]. A recent study
showed that colibactin alkylates DNA in vivo, generating DNA adducts in mammalian
cells and in germ-free mice [19]. Importantly, a direct link between a distinct mutational
signature caused by exposure of human intestinal epithelial cells (IECs) to CoPEC and
known CRC driver mutations was shown [20].

Infection with CoPEC has been shown to promote colon tumorigenesis in mouse
models of CRC, such as ApcMin/+ mice [15,21], AOM-treated il10−/− mice [11], AOM/DSS-
treated mice [22] or ApcMin/+/il10−/− mice [23]. Different mechanisms underlying the
carcinogenic effects of CoPEC infection have been revealed. For example, following the
formation of DNA DSBs, the cells infected with CoPEC undergo cell cycle arrest and
display cellular senescence [22]. This phenotype is accompanied by the production of
inflammatory mediators and growth factors, promoting the proliferation of uninfected



Cancers 2021, 13, 2060 3 of 16

cells and tumorigenesis in CRC predisposed mice [22]. We recently showed that autophagy,
a highly regulated stress responsive process that degrades potentially dangerous cytosolic
components via the lysosomal pathway [24], is a key mechanism of host defense to CoPEC
infection [21]. Indeed, autophagy in IECs is necessary to inhibit the genotoxic and protu-
moral properties of CoPEC, limiting CoPEC-induced colorectal carcinogenesis in ApcMin/+

mice [21].
So far, investigations of the protumoral effects of CoPEC have been performed in

genetically susceptible mouse models of CRC, such as ApcMin/+ mice [15,21], or mouse
models including the use of a carcinogen [11,22]. In the current study, we tested the
ability of CoPEC to induce tumorigenesis in a mouse model with DSS-induced chronic
inflammation which lacks genetic susceptibility or the use of a carcinogen, and examined
the impact of IEC-specific autophagy deficiency on tumorigenesis in these models.

2. Results
2.1. CoPEC Infection Increases Clinical Score in a Mouse Model of Chronic DSS Treatment,
Independently of Colibactin, and This Is Further Enhanced by Intestinal Autophagy Deficiency

Previous studies have shown that CoPEC infection promotes colon tumorigenesis
in genetically susceptible or carcinogen-induced mouse models of CRC [2]. Here, we
investigated whether CoPEC infection combined with chronic inflammation can enhance
colon tumorigenesis in wild-type mice. The role of autophagy in this model was also
investigated as we previously showed that autophagy in IECs is necessary to inhibit
CoPEC-induced colon tumorigenesis in ApcMin/+ mice [21]. For this, mice deficient for the
autophagy-related gene Atg16l1 specifically in IECs (Atg16l1flox/floxCreVillin or Atg16l1∆IEC)
or the wild-type mice (Atg16l1flox/flox) were infected with the CoPEC 11G5 strain isolated
from a CRC patient or a mutant strain that does not produce colibactin (11G5∆clbQ) and
were subjected to 12 cycles of DSS treatment (each cycle consisted of 1% of DSS in drinking
water for 5 days followed by 14-day of regular water; Figure 1a).

Under 11G5 or 11G5∆clbQ infection, Atg16l1flox/flox or Atg16l1∆IEC mice displayed a
higher susceptibility to DSS treatment, compared to uninfected mice (or + PBS groups, i.e.,
the mice were gavaged only with PBS), as shown by higher clinical disease score, deter-
mined at the end of each DSS treatment based on 3 parameters, including body weight loss,
stool consistency, and the presence of occult blood in the stool (Figure 1b). No significant
difference in clinical disease score to the chronic DSS treatment was observed between
11G5-infected and 11G5∆clbQ-infected groups (Figure 1b). Compared to Atg16l1flox/flox

mice, Atg16l1∆IEC mice exhibited increased clinical disease score upon DSS treatment under
both 11G5- or 11G5∆clbQ-infected conditions (Figure 1b). We noticed that the clinical score
of all groups tended to be increased after the 8th DSS treatment compared to the 4th DSS
treatment, although the difference was not significant (Figure 1b). Furthermore, during
the chronic DSS treatment, a significant increase in mortality was observed for 11G5- or
11G5∆clbQ-infected Atg16l1∆IEC mice compared to + PBS groups (Figure 1c). Together,
these data showed that CoPEC infection increases the susceptibility of mice to the chronic
DSS treatment, independently of colibactin, and this was further enhanced by autophagy
deficiency in IECs. Combination of autophagy deficiency in IECs and CoPEC infection
enhances the mortality of mice compared to uninfected condition.
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ment of body weight loss, stool consistency, and the presence of occult blood in the stool after the 

4th, 8th and 12th DSS treatment (after 5 days of treatment, just before the mice were given regular 

water). Results are means ± SEM. N = 10 mice/group for + PBS and 11G5-infected conditions; N = 6 

mice/group for 11G5∆clbQ-infected condition. (c) Survival of mice during the chronic DSS treat-
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Figure 1. CoPEC infection increases the susceptibility of mice to the chronic DSS treatment independently of colibactin,
and this is further enhanced by autophagy deficiency in IECs. (a) In vivo infection protocol. Atg16l1flox/flox and Atg16l1∆IEC

mice were treated with streptomycin for 3 days and then received water for 24 h before being orally administered (day 0)
with PBS or with 109 colony-forming units of 11G5 bacteria or the mutant 11G5∆clbQ. Seven days later, the mice were
subjected to 12 cycles of DSS treatment, with each cycle consisted of 1% of DSS in drinking water for 5 days followed
by 14-day of regular water. (b) Clinical activity score was determined based on the assessment of body weight loss,
stool consistency, and the presence of occult blood in the stool after the 4th, 8th and 12th DSS treatment (after 5 days of
treatment, just before the mice were given regular water). Results are means ± SEM. N = 10 mice/group for + PBS and
11G5-infected conditions; N = 6 mice/group for 11G5∆clbQ-infected condition. (c) Survival of mice during the chronic DSS
treatment. Atg16l1flox/flox + PBS: N = 13; Atg16l1∆IEC + PBS: N = 12; Atg16l1flox/flox + 11G5: N = 12; Atg16l1∆IEC + 11G5: N = 12;
Atg16l1flox/flox + 11G5∆clbQ: N = 11; Atg16l1∆IEC + 11G5∆clbQ: N = 10. * p < 0.05; ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001 by one-way
Anova, followed by a post-test Bonferroni in (b) and Gehan-Breslow-Wilcoxon test in (c).
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2.2. CoPEC Infection Promotes Colon Tumorigenesis in a Mouse Model of Chronic DSS Treatment,
and This Was Further Enhanced by Autophagy Deficiency in IECs

Importantly, infection with 11G5, but not the mutant 11G5∆clbQ, triggered the forma-
tion of adenocarcinomas as shown by representative images of the colons of mice at sacrifice
(Figure 2) and histological examination (Figure 3). Histological examination revealed inva-
sive carcinomas in 11G5-infected groups, but not in +PBS or 11G5∆clbQ-infected groups
(Figure 3). Invasion of the glands through the muscularis mucosa into the submucosa was
observed in both 11G5-infected Atg16l1flox/flox and 11G5-infected Atg16l1∆IEC mice (black ar-
rows, Figure 3). Infection with 11G5 was associated with significantly increased neoplasia
score, determined based on the criteria in Table 1, compared to +PBS and 11G5∆clbQ-
infected conditions for both Atg16l1flox/flox and Atg16l1∆IEC mice (Figures 3 and 4a).
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Figure 2. CoPEC infection induces colon tumorigenesis in a mouse model of chronic DSS treatment,
and this is further enhanced by autophagy deficiency in IECs. Atg16l1flox/flox and Atg16l1∆IEC mice
were treated with streptomycin for 3 days and then received water for 24 h before being orally admin-
istered (day 0) with PBS or with 109 colony-forming units of 11G5 bacteria or the mutant 11G5∆clbQ.
Seven days later, the mice were subjected to 12 cycles of DSS treatment. Representative photos of the
colons taken at the sacrifice were shown. The images are representatives of N = 10 mice/group for
+PBS and 11G5-infected conditions, and N = 6 mice/group for 11G5∆clbQ-infected condition.
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Figure 3. CoPEC infection triggers the formation of invasive adenocarcinomas in a mouse model of chronic DSS treatment,
and this was further enhanced by autophagy deficiency in IECs. Atg16l1flox/flox and Atg16l1∆IEC mice were treated with
streptomycin for 3 days and then received water for 24 h before being orally administered (day 0) with PBS or with 109

colony-forming units of 11G5 bacteria or the mutant 11G5∆clbQ. Seven days later, the mice were subjected to 12 cycles of
DSS treatment. Sections of the colons taken at the sacrifice were H&E-stained. The images are representatives of N = 10
mice/group for +PBS and 11G5-infected conditions, and N = 6 mice/group for 11G5∆clbQ-infected condition. Black arrows
show invasion of the glands through the muscularis mucosa. Bars = 200 µm.
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Table 1. Neoplasia score. To determine the neoplasia score, the criteria in the following table were
examined for each mouse, giving a score. This score was then multiplied by “1” if 0–50% of the
tumors of the mouse were invasive carcinomas and “2” if 50–100% of the tumors of the mouse were
invasive carcinomas. The final value is the neoplasia score.

Evaluation Criteria Score

No cancer: Normal gland architecture 0

Low-grade dysplasia 1

Moderate dysplasia 2

High-grade dysplasia, carcinoma in situ 3

Invasive carcinoma 4Cancers 2021, 13, 2060 8 of 17 
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Figure 4. CoPEC infection induces colon tumorigenesis in a mouse model of CRC, independently of inflammation, and this
was further enhanced by intestinal autophagy deficiency. Atg16l1flox/flox and Atg16l1∆IEC mice were treated with streptomycin
for 3 days and then received water for 24 h before being orally administered (day 0) with PBS or with 109 colony-forming
units of 11G5 bacteria or the mutant 11G5∆clbQ. Neoplasia score (a), percentage of mice with invasive adenocarcinomas (b),
number of invasive carcinomas (c) and inflammation score (d) were determined based on the histological evaluation of
the colonic sections under blinded conditions by an expert pathologist. * p < 0.05; ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001 by one-way
Anova, followed by a post-test Bonferroni in (a,d), the Fisher exact test in (b), and two-way t test in (c). (a,c,d) Each symbol
represents data from one mouse, lines at mean. (a,b,d) N = 10 mice/group for +PBS and 11G5-infected conditions, and
N = 6 mice/group for 11G5∆clbQ-infected condition. (c) Atg16l1flox/flox + 11G5: N = 5; Atg16l1∆IEC + 11G5: N = 7.
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Autophagy deficiency in IECs further enhanced neoplasia score in 11G5-infected
mice, but not in 11G5∆clbQ-infected mice (Figures 3 and 4a). Furthermore, 70% of 11G5-
infected Atg16l1∆IEC mice surviving after the chronic DSS treatment developed carci-
nomas in the colon, whereas 50% of 11G5-infected Atg16l1flox/flox mice developed these
(** p = 0.0059; Figure 4b). The number of invasive carcinomas in 11G5-infected Atg16l1∆IEC

mice (1.571 ± 2.202) was also increased compared to that in 11G5-infected Atg16l1flox/flox

mice (1 ± 0) (* p = 0.04; Figure 4c).
Together, these data indicated that CoPEC infection induces colon tumorigenesis in a

mouse model of chronic DSS treatment. Deficiency of autophagy in IECs led to increased
number of 11G5-infected mice to develop invasive carcinomas and increased number of
invasive carcinomas.

2.3. CoPEC Infection and Autophagy Deficiency in IECs Enhance Colonic Inflammation in
Chronic DSS Treatment Independently of Colibactin

As inflammation is an important factor contributing to CRC development, we next
examined intestinal inflammation in Atg16l1flox/flox and Atg16l1∆IEC mice. Histological
examination showed that infection with 11G5 or 11G5∆clbQ was associated with enhanced
histological inflammation score, determined based on the criteria in Table 2 (Figure 4d).
Intestinal autophagy deficiency aggravated inflammation score in both 11G5-infected and
11G5∆clbQ-infected mice, but not in + PBS mice (Figure 4d). No difference in inflammation
score were found between 11G5-infected and 11G5∆clbQ-infected groups (Figure 4d).

Table 2. Inflammation score.

Evaluation Criteria Score

Crypt hyperplasia

0: Absent

1: Mild

2: Moderate

3: Marked

Crypt architecture

0: Intact crypt

1: Irregular crypt (non-parallel crypts, variable crypt diameters, bifurcation and
branched crypts)

2: Crypt loss

Ulceration
0: Absent

1: Present

Loss of surface epithelium

0: Absent

1: Focal

2: Extended

Abscess

0: Absent

1: Focal

2: Extended

Lamina propria inflammation

0: No inflammation or rare inflammatory cells in the lamina propria

1: Minimal, focal (increased inflammatory cells in the lamina propria)

2: Moderate, mild extended (inflammatory cells extending into the submucosa)

3: Transmural extension of the inflammatory infiltrate

Sub mucosa inflammation/edema

0: Absent

1: Slight

2: Moderate

3: Severe
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Together, these data indicated that CoPEC infection and autophagy deficiency in IECs
enhance colonic inflammation independently of colibactin.

2.4. Autophagy Is Necessary to Limit CoPEC-Induced Colonic DNA Damage in the Mouse Model
of Chronic DSS Treatment

We next investigated the role of colibactin and autophagy in CoPEC-induced DNA
damage in the chronic DSS treatment. Quantification of H2AX phosphorylation (γH2AX)
foci as well as foci formed by other repair proteins, such as MRE11, 53BP1, RAD51, etc., has
been used to detect DNA DSBs [25]. Here, we performed immunohistochemical staining to
detect γH2AX as this marker has been used in numerous important studies to show CoPEC-
induced DNA damage [11,17,18,21,22]. We showed that 11G5-infected Atg16l1flox/flox mice
exhibited increased number of γH2AX foci per colonic crypt compared to Atg16l1flox/flox +
PBS or 11G5∆clbQ-infected Atg16l1flox/flox mice (Figure 5a,b). Importantly, the number of
γH2AX foci per colonic crypt was higher in 11G5-infected Atg16l1∆IEC mice compared to
11G5-infected Atg16l1flox/flox mice (Figure 5a,b).
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Figure 5. CoPEC infection increases marker of DNA damage in colonic crypt in a mouse model of
chronic DSS treatment, and this was further enhanced by autophagy deficiency in IECs. Atg16l1flox/flox

and Atg16l1∆IEC mice were treated with streptomycin for 3 days and then received water for 24 h
before being orally administered (day 0) with PBS or with 109 colony-forming units of 11G5 bacteria
or the mutant 11G5∆clbQ. (a) Immunohistochemical staining for γH2AX in mouse colonic sections.
Bars = 200 µm. (b) Quantification of γH2AX foci number per crypt determined from 20 crypts/mouse,
N = 10 mice/group for +PBS or 11G5-infected mice, N = 6 mice/group for 11G5∆clbQ-infected mice.
Each symbol represents data from one mouse, lines at mean. ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001 by one-way
ANOVA, followed by a post-test Bonferroni.
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These results were further confirmed by western blot analysis, which showed in-
creased level of γH2AX in the colonic mucosa of 11G5-infected Atg16l1flox/flox mice com-
pared to Atg16l1flox/flox + PBS or 11G5∆clbQ-infected Atg16l1flox/flox mice (Figure 6a,b). Upon
11G5 infection, there was an increase in γH2AX level in the colonic mucosa of Atg16l1∆IEC

compared to Atg16l1flox/flox mice (Figure 6a,b). Finally, autophagy status in the colonic mu-
cosa from these mice was verified by western blot analysis for the levels of LC3-I (cytosolic
form) and LC3-II (autophagosome-associated form and a marker of autophagy [26]) using
the same lysates. As shown in Figure 6c,d, 11G5 infection resulted in increased LC3-II
level, indicating autophagy activation, in the colonic mucosa of Atg16l1flox/flox mice. This
was consistent with our previous study showing the activation of autophagy in IECs upon
infection with the CoPEC strains [21]. As expected, we did not detect LC3-II in Atg16l1∆IEC

mice under both +PBS and 11G5-infected conditions (Figure 6c,d).
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Figure 6. CoPEC infection increases the level of DNA damage marker in the colons of chronic DSS-treated mice, and this
was further enhanced by intestinal autophagy deficiency. Atg16l1flox/flox (WT) and Atg16l1∆IEC (∆IEC) mice were treated
with streptomycin for 3 days and then received water for 24 h before being orally administered (day 0) with PBS or with 109

colony-forming units of 11G5 bacteria or the mutant 11G5∆clbQ. (a,c) Representative western blot analysis of γH2AX (a) and
LC3 (c) levels in the colonic mucosa. The uncropped Western blots have been shown in Figure S1. (b,d) Quantification of
western blot band intensity from N = 6/group. Results are means ± SEM. ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001 by one-way ANOVA,
followed by a post-test Bonferroni.

Together, these data indicated that CoPEC induce colonic DNA damage in the chronic
DSS treatment via producing colibactin. Intestinal autophagy is essential to limit colibactin-
induce DNA damage in this mouse model.

3. Discussion

Mutations in core autophagy-related genes are associated with numerous diseases,
such as neurological disorders, inflammatory diseases or cancers [27]. Autophagy is well
known to contribute to cancer development, and autophagy gene signature is frequently
associated with patient prognosis [28–32]. Nevertheless, the mechanism underlying the
role of autophagy in colorectal carcinogenesis is still unclear as autophagy can have both
pro- and anti-tumoral functions. In this regard, we previously showed the complex role of
autophagy in the colorectal carcinogenesis in ApcMin/+ mice under uninfected and CoPEC-
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infected conditions [21]. Indeed, in ApcMin/+ mice, under uninfected condition, autophagy
in IECs is necessary to promote colonic tumorigenesis, but upon CoPEC infection, this
process limits CoPEC-induced tumorigenesis [21].

Concerning the CRC, no direct association between a specific bacterium and the cancer
initiation has been described. Nevertheless, the role of autophagy in host defense against
Fusobacterium nucleatum, a bacterium associated with colorectal carcinogenesis [2], has
been investigated. It was shown that F. nucleatum, by targeting the TLR4-MYD88 innate
immune signaling and specific microRNAs, activates autophagy to promote colorectal
cancer resistance to chemotherapy [33]. Level of BECLIN 1, a key positive regulator of
autophagy that initiates autophagosome formation, was recently shown to be inversely
correlated with the quantity of F. nucleatum in colorectal tumors [34]. These findings suggest
a role for autophagy in the elimination of F. nucleatum from the tumor microenvironment.
Concerning CoPEC, which have shown great interest in CRC research [2], we recently
showed that autophagy in IECs is necessary to inhibit the protumoral effects of CoPEC,
suppressing colorectal carcinogenesis in CoPEC-infected ApcMin/+ mice [21]. So far, the
protumoral effects of CoPEC have been shown in mouse models of CRC, which present
either genetic susceptibility or the use of a carcinogen [11,15,21–23].

Here, we demonstrated, for the first time, a link between autophagy, CoPEC and CRC
by using a chronic inflammation-associated mouse model. For this, a mouse model of
long-term, chronic DSS treatment was employed. It has previously been shown that CoPEC
infection does not induce tumorigenesis in wild-type and untreated mice [2]. The use of
DSS has been usually used following a prior administration of the carcinogen AOM to
induce colorectal tumorigenesis in mice, leading to the well-established AOM/DSS model
of colitis-associated CRC [35]. In this study, to better define the implication of CoPEC
in carcinogenesis, the use of AOM was replaced by CoPEC infection. We showed that
CoPEC infection triggers the formation of invasive adenocarcinomas, and colibactin is
required for this effect. IEC-specific autophagy deficiency leads to enhanced tumorigenesis
induced by CoPEC infection in this model. Importantly, we showed that the induction
of tumorigenesis in the mouse model of chronic DSS treatment by CoPEC infection and
intestinal autophagy deficiency was associated with increased DNA damage in the colonic
crypts. We previously showed that autophagy in IECs is necessary for the recruitment of
the DNA repair protein, RAD51, to the sites of DNA DSBs, limiting colibactin-induced
DNA damage [21]. Thus, autophagy deficiency in IECs may lead to the appearance of mu-
tations in the genes implicated in carcinogenesis, enhancing the formation of adenomatous
lesions. Our hypothesis is strongly supported by a recent publication showing a direct
role of CoPEC in the occurrence of oncogenic mutations [20]. Indeed, the whole-genome
sequencing of human intestinal organoids exposed to genotoxic CoPEC revealed a distinct
mutational signature that was identical with the mutational signature detected in a subset
of 5,876 human cancer genomes from two independent cohorts [20].

As a close relationship between inflammation and cancer has been shown, we then
investigated whether inflammation is implicated in the induction of colon tumorigenesis
by CoPEC infection and autophagy deficiency in IECs. Indeed, autophagy in IECs has been
shown to inhibit intestinal inflammation [36]. Another study showed that mutant mice
that inducibly express UVRAG, a tumor suppressor gene involved in autophagy process,
display increased inflammatory response in colitis-associated cancer development and
promote spontaneous tumorigenesis associated to age-related autophagy suppression [37].
Furthermore, H. pylori disrupts the autophagy pathway, promoting chronic inflammation
and associated damages which favor H. pylori-mediated gastric tumorigenesis [38]. These
results are in agreement with our previous study showing that autophagy deficiency in
IECs enhances colon tumorigenesis in ApcMin/+ mice infected with the CoPEC 11G5 strain,
and this was associated with increased mRNA levels of pro-inflammatory cytokines and
chemokines in the nontumoral colonic mucosa [21]. In the current study, we showed that
compared to the uninfected condition, 11G5 or 11G5∆clbQ infection increased clinical
and histological inflammation scores. Furthermore, autophagy deficiency in IECs further
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enhanced clinical and histological inflammation scores in 11G5- or 11G5∆clbQ-infected
mice, but not in uninfected mice. This was not consistent with a previous study showing
that autophagy deficiency in IECs leads to increased survival, clinical disease score and
colon histopathology score in mice treated with 5% DSS for 6 days under uninfected
condition [39]. However, this difference could be due to the difference in DSS concentration
and the time of DSS treatment. No difference in clinical and histological inflammation
score was observed between 11G5- and 11G5∆clbQ-infected conditions either in wild-type
mice or mice with IEC-specific autophagy deficiency. This data was in agreement with
other studies showing that CoPEC induce inflammation independently of colibactin [11,22].
Thus, these data showed that CoPEC infection and autophagy deficiency in IECs enhance
colon tumorigenesis in the mouse model of chronic DSS treatment via inducing DNA
damage and independently of inflammation.

In conclusion, our study showed that CoPEC exhibit their carcinogenic properties
and induce the formation of invasive carcinomas in a mouse model that lacks genetic
susceptibility and the use of a carcinogen. Thus, we propose that CoPEC infection combined
with chronic DSS treatment could be used as a novel mouse model of CRC. We also
investigated the mechanism by which autophagy in IECs inhibits CoPEC-induced colonic
tumorigenesis in this mouse model, which is mediated via the inhibition of DNA damage
in colonic crypts. Thus, our study importantly highlights the role of CoPEC in tumor
initiation and how the host can counteract the oncogenic CoPEC through the activation of
the autophagy machinery.

4. Materials and Methods
4.1. Bacterial Strains and Culture

The clinical CoPEC 11G5 strain isolated from a patient with CRC and its isogenic
mutant 11G5∆clbQ, depleted for the clbQ gene in the pks island and unable to produce
colibactin [21] were grown at 37 ◦C in Luria-Bertani medium overnight.

4.2. Animal Model and Infection of Mice

Mice deficient for Atg16l1 specifically in IECs (Atg16l1flox/floxCreVillin mice, hereafter
termed Atg16l1∆IEC) and their littermates Atg16l1flox/flox were housed in specific pathogen-
free conditions. Mice were uninfected or infected with the 11G5 strain or the mutant
11G5∆clbQ as previously described [21]. Briefly, mice were given streptomycin (2.5 g/L)
dissolved in drinking water during 3 days, and then received regular water during 24 h
before infection. Each mouse was orally administrated by gavage with 109 bacteria in
200 µl of PBS or with 200 µL of PBS alone (+PBS or uninfected condition). Seven days later,
mice were subjected to 12 cycles of DSS treatment, with each cycle consisted of 1% (w/v) of
DSS (36–50 kDa; MP Biomedicals, Irvine, CA, USA) in drinking water for 5 days followed
by 14-day of regular water to allow the recovery.

After 12 cycles of DSS treatment, mice were sacrificed. The colon was cut lengthwise,
one part was swiss-rolled, fixed in buffered 10% formalin and embedded in paraffin, and
another part was frozen at −80 ◦C for protein extraction.

4.3. Ethical Statement

Mice were housed in the specific pathogen-free animal facility at the University of
Clermont Auvergne. Mice were fed standard chow ad libitum, had free access to sterile
water, and were subjected to 12 h light/12 h dark cycles. Animal protocols were in
accordance with the recommendations of the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals of the University of Clermont Auvergne and were approved by the French Ministry
of National Education, Higher Education and Research (APAFIS#11254).

4.4. Clinical Activity Score

Clinical activity score as determined based on assessment of body weight loss, stool
consistency, and the presence of occult/gross blood in the stool by a guaiac test (Hemoccult
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Sensa; Beckman Coulter, Brea, CA, USA) after each DSS treatment for each mouse. Body
weight change was scored as follows: 0, no change; 1, 1–5% weight loss; 2, 5–10% weight
loss; 3, 10–18% weight loss; 4, >18% weight loss. Stool character was scored as follows: 0,
normal, well-formed pellets; 1, soft without pellets; 2, diarrhea. Occult blood was scored as
follows: 0, no blood; 1, positive hemoccult (Beckman Coulter); 2, gross bleeding. These
scores were added to generate a clinical activity score ranging from 0 to 8.

4.5. Hematoxylin and Eosine Staining and Histological Examination

Mouse colons were embedded in paraffin and cut into 5-µm sections with a microtome,
and colonic sections were H&E-stained. The histological evaluation (inflammation score
and neoplasia score) of the colonic sections was performed under blinded conditions by an
expert pathologist according to the criteria described in Tables 1 and 2.

4.6. Immunohistochemical Staining

The sections were deparaffined in Histoclear for 15 min (2 times), rehydrated in
ethanol diminishing gradient (100%, 96%, 75% and water: 1 min each) and unmasked in
Tris-EDTA buffer (10 mM Tris-Base, 1 mM EDTA, pH 9) during 20 min at 95 ◦C. The sections
were incubated with blocking buffer (1% bovin serum albumin in PBS) for 1 h at room tem-
perature and then with anti-phospho-H2AX (dilution 1/500, #9718, Cell Signaling, Danvers,
MA, USA) overnight at 4 ◦C. After several washes with PBS, the sections were incubated
with the corresponding secondary antibody coupled with peroxydase (dilution 1/500,
#111-065-003, Jackson Immunoresearch, Ely, Cambridgeshire, United Kingdom) for 2 h
at room temperature. Revelation was performed using 3,3′-Diaminobenzidine (#SK-4800,
NovaRED, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). The sections were counterstained
with Mayer hematoxilin (Diapath, Martinengo (BG) Italy) for 10 sec, rinsed under running
water, dehydrated and mounted in Eukitt mounting solution. The microscopic images
were acquired using the Scanner Zeiss Axioscan Z1 (Zeiss, Jena, Germany) and analysed
using ZEN 2 software.

4.7. Protein Extraction and Western Blot

Extraction of proteins from mouse colonic mucosa and Western blot analysis were
performed as previously described [40,41]. The primary antibodies used were anti-LC3
(#L8918, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA), anti-phospho-H2AX (#2577, Cell Signal-
ing) and anti-α-tubulin (#2144, Cell Signaling). The secondary antibody used was HRP-
conjugated anti-rabbit (#7074, Cell Signaling). Blots were detected using the Enhanced
Chemiluminescence Detection kit (RPN2108, Amersham Biosciences, Buckinghamshire,
UK) and revealed using the ChemiDocTM XRS System (BioRad, Hercules, CA, USA).

4.8. Statistical Analysis

Statistical analyses between 2 or several groups were performed using the Student
t test (Mann–Whitney if not parametric) or analysis of variance (ANOVA) followed by
a post-test Bonferroni correction (Kruskal–Wallis if not parametric), respectively, with
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A P value less than 0.05
was considered as significant.

5. Conclusions

The current study showed that colibactin-producing E. coli induce the formation
of invasive carcinomas in a chronic inflammation-associated mouse model that lacks
genetic susceptibility or the use of a carcinogen, and this is further enhanced by autophagy
deficiency in intestinal epithelial cells. Thus, our study importantly highlights (i) the role of
CoPEC in the initiation of colorectal tumorigenesis, and (ii) autophagy as a key mechanism
of host defense against the carcinogenic properties of CoPEC.
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Résultats expérimentaux 

 

Dans une précédente étude, nous avons montré le rôle important de l’autophagie dans les 

cellules épithéliales intestinales sur l’inhibition de la carcinogenèse colorectale induite par les 

CoPEC (Lucas et al., 2020). Les cellules myéloïdes (MC) jouant un rôle important dans le micro-

environnement tumoral, nous avons examiné l’implication de l’autophagie dans ces cellules 

sur la carcinogenèse colorectale grâce à un modèle murin prédisposé au développement du 

CCR, le modèle ApcMin/+. Ce modèle murin développe spontanément des adénomes coliques 

induits par l’inactivation du gène suppresseur de tumeur Apc. C’est le modèle le plus utilisé 

et le plus pertinent dans la recherche sur le CCR, puisqu’il mime le développement du CCR 

décrit chez l’homme selon la « séquence adénome-cancer » où la mutation du gène APC 

intervient à un stade précoce.  

Les souris ApcMin/+ invalidées pour le gène de l’autophagie Atg16l1 spécifiquement dans les MC 

(ApcMin/+/Atg16l1∆MC) et les souris contrôles (ApcMin/+) ont été infectées par gavage avec du PBS 

(non infectées) ou avec la souche CoPEC 11G5 ou avec la souche mutante 11G5ΔclbQ. Tout 

d’abord, nous avons pu observer que dès le jour 50 post-infection, les souris ApcMin/+/Atg16l1∆MC 

et ApcMin/+ infectées par la souche 11G5 ont perdu davantage de poids en comparaison aux 

souris infectées avec la souche mutante 11G5ΔclbQ. Cependant, aucune différence significative 

dans la perte a été observé entre les souris ApcMin/+/Atg16l1∆MC et ApcMin/+ à la suite de l’infection 

par la souche 11G5. Concernant la colonisation intestinale, aucune différence significative a 

été observée entre le nombre de 11G5 et de 11G5ΔclbQ chez les souris ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs 

ApcMin/+.  

De plus, nous avons établi que la déficience de l’autophagie dans les MC chez les souris ApcMin/+ 

entraine une augmentation du volume des tumeurs, induite par la souche 11G5 mais pas par 

la souche 11G5ΔclbQ, par rapport aux souris sauvages infectées. Cependant, aucune différence 

dans le nombre de tumeurs n’a été observée entre ces groupes. Ce résultat est confirmé par 

l’analyse histologique qui a révélé la présence d’adénocarcinomes plus larges, avec une 

augmentation de cellules immunitaires inflammatoires infiltrées dans les tumeurs des souris 

ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs ApcMin/+, infectées avec la 11G5. 
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Nous avons ensuite exploré les mécanismes par lesquels la déficience spécifique de 

l’autophagie dans les MC entraîne une augmentation du volume tumoral chez les souris 

ApcMin/+. Nous nous sommes tout d’abord intéressés à l’inflammation, puisque cette dernière 

prédispose au développement cancéreux et favorise la tumorogenèse. Nous avons constaté 

que l’infection par la souche 11G5 accentue l’expression des ARNm de l’IL-1β, IL-6, TNF-α et 

KC dans la muqueuse colique saine des souris ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs ApcMin/+.  

L’analyse de l’expression des gènes de l’immunité au sein de la muqueuse a révélé que 

l’infection par la souche 11G5 diminue la concentration des cellules T CD8+ et les cellules T 

helper Th1 alors qu’elle augmente celle des cellules T régulateurs chez les souris 

ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs ApcMin/+. Ce résultat suppose que la déficience spécifique de l’autophagie 

dans les MC pourrait amener à une dérégulation de la réponse immunitaire des cellules T 

induite par CoPEC. 

Bien que la déficience spécifique de l’autophagie dans les MC n’ait pas eu d’impact sur 

l’apparition des dommages à l’ADN provoqués par les CoPEC, la prolifération des cellules 

épithéliales intestinales et des cellules tumorales est augmentée chez les souris 

ApcMin/+/Atg16l1∆MC comparativement aux souris ApcMin/+ infectées.  Ces données suggèrent que 

l’augmentation de la prolifération des cellules coliques durant l’infection par la souche 11G5 

chez les souris ApcMin/+/Atg16l1∆MC pourrait contribuer au développement de la tumorigenèse 

colorectale.  

Comme les macrophages sont les cellules immunitaires infiltrées aux tumeurs les plus 

abondantes et qui favorisent les processus clés de la progression tumorale, nous avons regardé 

le rôle de l’autophagie dans ces cellules en réponse à l’infection par les CoPEC. Tout d’abord, 

nous avons examiné l’état d’activation de l’autophagie dans les macrophages humains THP-1 

après l’infection avec différentes souches cliniques de CoPEC. Nous avons constaté une 

augmentation du niveau de LC3-II suite à l’infection avec les souches CoPEC ou avec les 

souches cliniques d’E.coli ne portant par l’îlot pks, en comparaison avec la condition non 

infectée. De ce fait, les CoPEC induisent une activation de l’autophagie indépendamment de 

la présence de l’îlot pks. Cette analyse a été confirmée par l’utilisation de cellules THP-1 et de 

macrophages dérivés des cellules de la moelle osseuse (BMDM : Bone marrow-derived 
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macrophages) issus des souris Atg16l1∆MC et les souris sauvages, infectés par la souche 11G5, son 

mutant 11G5ΔclbQ et la souche 11G5 transcomplémentée. 

Parce que l’autophagie est un processus clé utilisé pour éliminer les bactéries intracellulaires, 

nous avons vérifié le nombre intracellulaire de la 11G5, ainsi que la production de cytokines 

pro-inflammatoires associée. Nous avons constaté que le nombre intracellulaire de la 11G5, de 

la 11G5ΔclbQ et de la 11G5 transcomplémentée reste similaire. Toutefois, il est supérieur à 

celui de la souche non pathogénique d’E.coli K12 C600, dans les THP-1. De plus, le nombre 

intracellulaire de la souche 11G5, 11G5ΔclbQ ou de la 11G5 transcomplémentée dans les 

BMDM déficients pour l’autophagie est augmenté comparativement au nombre retrouvé dans 

les BMDM sauvages. Ces résultats indiquent que l’autophagie dépendante de ATG16L1 est 

nécessaire pour éliminer les CoPEC intracellulaires. 

Par ailleurs, l’infection des BMDM sauvages avec la souche 11G5 entraine une augmentation 

de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (KC, IL-6, TNF-α, KC) par rapport à la 

condition non infectée ou infectée avec la souche MG1655. Ce résultat est indépendant de la 

présence de l’îlot pks, puisque la concentration en cytokines est similaire à celle retrouvée à la 

suite de l’infection avec la souche mutante.  Il convient de souligner que la déficience de 

l’autophagie entraine une augmentation plus importante de cytokines pro-inflammatoires que 

celles observées chez les BMDM sauvages. Cette analyse laisse penser que les CoPEC induisent 

la production de cytokines pro-inflammatoires dans les macrophages indépendamment de 

l’ïlot pks et qu’une autophagie fonctionnelle est nécessaire pour limiter cet effet. Concernant 

la sécrétion de l’IL-1β, aucune différence entre l’infection par la souche 11G5 et 11G5ΔclbQ n’a 

été observée dans les BMDM issus des souris sauvages. De manière intéressante, dans les 

BMDM issus des souris Atg16l1∆MC le niveau de sécrétion de l’IL-1β est augmenté suite à 

l’infection par la souche 11G5 ou par la souche transcomplémenté par rapport à l’infection par 

la souche mutante. Ainsi, la sécrétion de l’IL-1β est partiellement dépendante de la présence 

de l’îlot pks quand l’autophagie est déficiente.  

Pour finir, les espèces oxygénées réactives (ROS : Reactive oxygen species), qui sont produites 

par les cellules tumorales mais aussi par les cellules qui composent le microenvironnement 

tumoral, sont d’importants contributeurs de la carcinogenèse. Nous avons montré que 

l’induction des ROS dans les macrophages THP-1 est significativement augmentée suite à 
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Figure 36 : Modèle proposé du rôle de l’autophagie dans les cellules myéloïdes dans la 
carcinogenèse colorectale associée à la colonisation des CoPEC

Dans un modèle murin de CCR, à la suite d’une colonisation anormale par les CoPEC,
l’autophagie au sein des cellules myéloïdes est activée pour réduire la multiplication
bactérienne, l’inflammation, la production de ROS ainsi que la prolifération des cellules
tumorales et, par conséquent, limiter le développement tumoral. Une autophagie
dysfonctionnelle favorise la carcinogenèse colorectale. Elle est associée à l’augmentation des
bactéries intracellulaires, à la production de cytokines pro-inflammatoires et à la production
de ROS par les macrophages amenant à l’accélération de la prolifération des cellules
tumorales coliques. Ceci est associé à l’augmentation de l’expression des gènes liés à la
réponse des cellules Treg et à la diminution de l’expression des gènes liés à la réponse des
cellules T CD8+ .

Prédisposition de l’hôte au développement du CCR

Autophagie fonctionnelle Autophagie dysfonctionnelle

Autophagie

T CD8+

Bactéries

intracellulaires

Treg



Résultats expérimentaux 

118 
 

l’infection avec la souche 11G5 comparativement aux cellules non infectées ou infectées avec 

la souche commensale MG1655 ou avec le mutant 11G5ΔclbQ. Ces résultats ont été confirmés 

par l’utilisation de BMDM sauvages. Il est intéressant de noter que la déficience de 

l’autophagie augmente la production de ROS par les BMDM. Afin de valider ce résultat in vivo, 

nous avons mesuré le niveau du 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE), un produit issu de la 

péroxidation des lipides considérée comme un biomarqueur du stress oxidatif, dans les coupes 

de côlon par analyse immunohistochimique. Nous avons relevé une augmentation de zone 

positive pour le 4-HNE dans le colon des souris ApcMin/+ infectées avec la 11G5 par rapport aux 

souris non infectées. De plus, la déficience spécifique de l’autophagie dans les MC augmente 

d’autant plus le niveau du 4-HNE chez les souris infectées avec la 11G5.  

En conclusion, nos résultats indiquent que l’inhibition de l’autophagie dans les cellules 

myéloïdes induit une augmentation du volume tumoral chez les souris ApcMin/+ infectées avec 

la 11G5. Ceci est associé avec une augmentation de la production de ROS par les macrophages, 

une dérégulation de la réponse immunitaire des cellules T et une augmentation de la 

prolifération des cellules coliques (Figure 36).
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Abstract: Backgrounds and Aims: Escherichia coli producing the genotoxin colibactin, 

designated as colibactin-producing E. coli (CoPEC), abnormally colonize the colonic mucosa 

of colorectal cancer (CRC) patients. We previously showed that autophagy in intestinal 

epithelial cells (IECs) is an important mechanism to limit CoPEC-induced colorectal 

carcinogenesis in ApcMin/+ mice via inhibiting DNA damage. As myeloid cells (MC) are an 

important component of the tumor microenvironment, we investigated the role of autophagy 

in these cells in tumorigenesis in ApcMin/+ mice under CoPEC infection. Methods: Human 

macrophages THP-1 or bone marrow-derived macrophages (BMDMs) from mice with MC-

specific autophagy deficiency (Atg16l1∆MC) or control wild-type mice (Atg16l1flox/flox) were 

infected with a clinical CoPEC strain, 11G5, or a mutant strain that does not produce 

colibactin (11G5∆clbQ). ApcMin/+ mice with MC-specific autophagy deficiency 

(ApcMin/+/Atg16l1∆MC) and the control mice (ApcMin/+/Atg16l1flox/flox, called by ApcMin/+) were 

infected with 11G5 or 11G5∆clbQ. Colonic tissues were collected from mice and analyzed for 

tumor size and number and by histology, immunoblot, and qRT-PCR analyses for markers of 

autophagy, DNA damage, cell proliferation, and inflammation. Results: MC-specific 

autophagy deficiency led to an increase in the volume, but not the number, of colonic tumors 

in ApcMin/+ mice under infection with 11G5, but not with 11G5∆clbQ. This was accompanied 

with increased pro-inflammatory cytokine and chemokine mRNA expression levels, 

dysregulated expression of immune-related genes related to infiltrating T cell response and 

increased colonic cell proliferation. No difference in colonic DNA damage between ApcMin/+ 

and ApcMin/+/Atg16l1∆MC mice under uninfected or 11G5-infected condition was observed. 

Colonization of mouse colon by 11G5 or 11G5∆clbQ in ApcMin/+ and ApcMin/+/Atg16l1∆MC 

mice was not significantly different. In BMDMs, autophagy deficiency led to increased 

intracellular 11G5 number and enhanced 11G5-induced pro-inflammatory cytokine and 

chemokine production (IL-6, KC, TNF-), but this effect was also observed for 11G5∆clbQ 

infection. Compared to uninfected and 11G5∆clbQ-infected condition, 11G5 infection led to 

increased ROS production and secreted IL-1 levels by BMDMs, and this was further 

enhanced by autophagy deficiency. Conclusion: Autophagy in MCs is necessary to inhibit the 

colonic tumor growth in a mouse model of CRC infected with CoPEC. The preliminary data 

suggest that this could be mediated via the inhibition of CoPEC-induced production of ROS, 

which are important regulator of IL-1 secretion and T cells response in tumor 

microenvironment.  
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Introduction 

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer and the second leading cause 

of death by cancer worldwide1. The etiology of CRC is highly complex and involves both 

genetic and environmental factors2. Indeed, only a small proportion of CRC are genetically 

predisposed, and approximately 70-90% of CRC are sporadic or non-inherited. Environmental 

factors, such as western dietary habits, physical inactivity, smoking, and heavy alcohol 

consumption have been identified as risk factors for sporadic CRC. Some diseases including 

obesity, diabetes type 2 and inflammatory bowel diseases (IBD) have been also associated 

with increased risk to develop CRC2. 

Among environmental risk factors, the intestinal microbiota has emerged as an 

important contributor in CRC initiation, progression, and metastasis3. Advances in 

microbiome profiling have revealed gut dysbiosis in CRC patients compared to healthy 

controls. In particular, putatively pro-carcinogenic bacteria, including Fusobacterium 

nucleatum, Escherichia coli, Bacteroides fragilis, Enterococcus faecalis, Streptococcus 

gallolyticus and Peptostreptococcus spp. have been detected in CRC tumor tissue with a 

higher relative abundance, whereas those with potentially protective properties, including 

Roseburia, Clostridium, Faecalibacterium and Bifidobacterium are reduced4  

  To support the involvement of intestinal microbiota in colorectal carcinogenesis, 

functional studies using susceptible mouse models of CRC have been performed. It has been 

shown that germ-free ApcMin/+ mice develop less intestinal and colorectal tumors compared 

with ApcMin/+ mice bearing microbiota3. ApcMin/+ mice transplanted with a fecal microbiota 

from CRC patients develop more intestinal adenomas than those receiving microbiota from 

healthy controls5. 

 Besides these findings, many researches have focuses on the role of specific bacterial 

species in colorectal carcinogenesis. In particular, Escherichia coli strains harboring the 

polyketide synthase (pks) pathogenicity island, which encodes the genotoxin colibactin, have 

been shown to induce deleterious effect in eukaryotic cells, including DNA double-strand 

breaks (DSBs), chromosomic instability, cell cycle arrest and a senescence-associated 

secretory phenotype, thus promoting proliferation of adjacent uninfected cells via 

inflammatory mediators and growth factors1. CoPEC have been shown to be more prevalent 

in the biopsies of CRC patients compared to control patients6,7,8,9. Infection with CoPEC 

promote colon tumorigenesis in mouse models of CRC, such as ApcMin/+ mice10,11, AOM-

treated il10−/− mice7, AOM/DSS-treated mice12 or ApcMin/+/il10−/− mice13. Importantly, a 
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direct link between a distinct mutational signature caused by exposure of human intestinal 

epithelial cells (IECs) to CoPEC and known CRC driver mutations was shown14.  

We recently showed that autophagy, an evolutionarily conserved intracellular process 

that degrades potentially dangerous cytosolic components and invading pathogens via the 

lysosomal pathway15, is a key mechanism of host defense to CoPEC infection10. Autophagy 

plays a pivotal role in intestinal homeostasis maintenance, gut ecology regulation, appropriate 

intestinal immune responses and anti-microbial protection15. Indeed, autophagy in IECs is 

necessary to inhibit the genotoxic and protumoral properties of CoPEC, limiting the number 

and the volume of colorectal tumors in CoPEC-infected ApcMin/+ mice10. Furthermore, we 

showed that CoPEC trigger the formation of invasive carcinomas in a mouse model lacking 

genetic susceptibility and the use of a carcinogen, and this is further increased by intestinal 

autophagy deficiency10. In this mouse model, we also showed the mechanism underlying the 

carcinogenic effect of CoPEC, which is mediated via the CoPEC-induced DNA damage, and 

autophagy in IECs is necessary to inhibit this10. This, in turn, could lead to gene mutations 

that are required for CRC initiation. This work importantly highlighted the role of CoPEC as a 

driver of CRC development, and autophagy in inhibiting the carcinogenic properties of 

CoPEC. 

 The tumor microenvironment plays a critical role in cancer development and 

progression. Indeed, the complex interplay between cancer cells and the immune components 

of tumor microenvironment has been extensively investigated in the past few decades. Tumor-

infiltrating immune cells including myeloid-derived suppressor cells (MDSC), tumor-

associated macrophages, and cytotoxic lymphocytes are critical determinants of cancer 

outcomes16. Autophagy in myeloid cells (MCs) is crucial in orchestrating mucosal immune 

responses. In particular, in these cells, autophagy has been shown to play an important role in 

intracellular bacterial killing, in diminishing reactive oxygen species (ROS) production15. 

Autophagy in MCs is also a key regulator of inflammasomes, influencing secretion of the 

inflammasome-associated cytokines IL-1β and IL-1815. 

Yet, the contribution of autophagy in MCs to colorectal carcinogenesis in the context 

of CoPEC infection is unknown. Here, we examined the role of MC-specific autophagy in 

colorectal tumorigenesis under uninfected and CoPEC-infected conditions using ApcMin/+ 

mice having deficiency of the autophagy-related gene Atg16l1 in MCs. 
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Materials and Methods 

Bacterial strains 

The clinical E. coli strains isolated from CRC patients9, the nonpathogenic E. coli K12 

C600 strain, the commensal E. coli MG1655 or HS strains, the 11G5ΔclbQ mutant, which is 

the isogenic mutant of the 11G5 strain depleted for the clbQ gene in the pks island and unable 

to produced colibactin, the transcomplemented strain 11G5ΔclbQ+clbQ were used. Bacteria 

were grown at 37° in Lubria-Bertani (LB) medium overnight. 

 

Animal model and infection 

Mice with MC-specific knock-out of Atg16l1 (hereafter called Atg16l1∆MC) were 

generated by crossing mice bearing a loxP site flanked exon 1 of the Atg16l1 gene 

(Atg16l1flox/flox mice17) with mice expressing the Cre recombinase gene under control of the 

lysozyme 2 promoter (LysM)18. Atg16l1∆MC mice and their control littermates Atg16l1flox/flox 

were crossed with C57BL/6J-ApcMin/+ mice (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) to 

generate ApcMin/+/Atg16l1flox/flox and ApcMin/+/Atg16l1ΔMC mice. All the mice were housed in 

specific pathogen-free conditions. Mice were uninfected (+PBS) or infected with the 11G5 

strain or the mutant 11G5ΔclbQ as previously described10. Briefly, mice were given 

streptomycin at 2.5 g/L dissolved in drinking water during 3 days and then received regular 

water for 24 h. Each mouse was orally administrated by gavage with 109
 bacteria in 200 μL 

PBS or with 200 μL PBS (uninfected condition). Body weight was determined daily. Feces 

harvested at different days post-infection were weighed, crushed in 500 μL of PBS and spread 

on LB agar supplemented with antibiotics to select bacteria: 11G5 bacteria were selected on 

LB agar supplemented with ampicillin 50 μg/ml and kanamycin 50 μg/mL; 11G5ΔclbQ 

bacteria were selected on LB agar supplemented with ampicillin 50 μg/ml, kanamycin 50 

μg/mL and spectinomycin 100 μg/ml. After 24h at 37°C, the CFU (colony-forming unit) of 

bacteria were counted and normalized to gram of feces.  

Mice were sacrificed 65 days after infection. On the day of sacrifice, colonic tumor 

number and tumor volume ([width2 x length]/2) were determined with a dissecting 

microscope. One part of the colons was then swiss-rolled and fixed in buffered 10% formalin 

and embedded in paraffin, and the other part was frozen at -80°C for RNA and protein 

extraction.  
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Cell culture  

The human monocyte cell line THP-1 was maintained in an atmosphere containing 5% 

CO2 at 37°C in the culture medium RPMI containing 50% fetal bovine serum (FBS) and 1% 

glutamine. THP-1 monocytes were differentiated in macrophages by an 18h treatment with 20 

ng/mL phorbol mysristate acetate (PMA). Primary bone marrow-derived macrophages 

(BMDMs) were extracted from tibia and femur from Atg16l1flox/flox
 and Atg16l1ΔMC mice. Cells 

were grown in complete medium containing RPMI (Gibco) supplemented with 10% fetal 

bovine serum, 1% glutamine, 1% Hepes, 0.1% β-mercaptoethanol and 1% 

penicillin/streptomycin, and L929 cell-conditioned medium 20%. After 3 days of culture, 

fresh complete medium was added to the growing macrophages. On day 7, cells were washed 

and seeded in complete medium without antibiotics and incubated for 24h before bacterial 

infetion.  

 

Transfection of siRNA 

Scramble siRNA (Ambion, AM4611) and ATG16L1 siRNA (Dharmacon, L-021033-

01) were used. THP-1 cells were transfected with vehicle or 70 nM of specific siRNA using 

Lipofectamin 2000 (Invitrogen) and Opti-MEM I reduced serum (Invitrogen, 319885062). 

After 6h, the cells were washed and incubated with culture medium during 48 h post 

transfection. To evaluate knock-down efficiency, total protein was extracted from transfected 

THP-1 macrophages and was analyzed by western blot.  

 

Macrophage survival assay 

The ability of bacteria to survive and replicate within the macrophages were 

determined by the gentamycin protection assay. THP-1 macrophages and BMDMs were 

infected with 11G5, 11G5ΔclbQ or the transcomplemented 11G5 strain at a multiplicity of 

infection (MOI) of 100 bacteria per macrophage in the culture medium without antibiotics. 

After 10 minutes of centrifugation at 1000 g and a 10 minutes of incubation at 37° and 5% 

CO2, the infected macrophages were washed three times with PBS and incubated in the 

culture media containing 100 μg/ml of gentamicin for 40 minutes. After three washes, fresh 

culture media containing 50 μg/mL of gentamicin was added for 4h period. To determine the 

number of intracellular bacteria, the cells were washed three times with PBS, lysed with 1% 

Triton X-100 (Sigma) in deionized water, diluted and plated onto LB agar plates. After 24h at 

37°C, the CFU bacteria were counted.  
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Whenever indicated, THP-1 macrophages were treated with 40 μg/mL of rapamycin 

together with infection, and rapamycin was kept together with the cells until lysis.  

Analysis of reactive oxygen species (ROS) induction 

After 3 or 6h post-infection, the induction of reactive oxygen species (ROS) by 

infected THP-1 macrophages and  BMDMs were analyzed as described before19. Briefly, after 

three washes with FBS-free cell culture medium, the 2’7’-dichlorodihydrofluorescein 

diacetate (H2DCF-DA) probe (Sigma) was added at 150 μM final concentration in FBS-free 

cell culture medium during 30 minutes at 37°C. After three washes with PBS/Ca2+Mg2+, the 

fluorescence was measured at 522 nm using the Fluoroskan fluoresent microplate reader 

(Labsystem) after an excitation at 485 nm.  

 

Western blot analysis 

Protein extraction were prepared by using lysis buffer (25 mM Tris pH 7.5; 1 mM 

EDTA; 5 mM MgCl2 ; 1% NP-40; 10% glycerol; 15 mM NaCl; 10 μl/mL soldium 

orthonovadate; 1 mM PMSF). Proteins were separated on SDS/PAGE gels, transferred to a 

nitrocellulose membane, saturated for 1h in PBS containing 0.1% Tween-20 and 5% BSA and 

incubated overnight at 4°C with primary antibodies: anti-LC3 (#L8918, Sigma-Aldrich), anti-

ATG16L1 (#8089S, Cell signaling) and anti-β-actin (#4970 Cell signaling). After several 

washes with PBS containing 0.1% Tween-20, the membranes were incubated with HRP-

conjugated goat anti-rabbit secondary antibody (#7074, Celle signaling). Blots were detected 

using the Enhanced Chemiluminescence Dectection kit (Amersham Bioscience) and revealed 

using the ChemiDOcTM XRS System (Biorad).  

 

Total RNA extraction, cDNA synthesis and qRT-PCR  

Total RNAs were extracted from mouse colonic mucosa samples using RNAeasy kit 

(Qiagen), and were reversely transcribed using the SensiFastTM cDNA Synthesis Kit (Bioline) 

according to the manufacturer’s instruction. qRT-PCR was performed using 4 μl of cDNA, 

SYBR Green Master Mix (Biorad) and 200 nM of specific primers (Table S1) using a 

termocycler (Biorad) according to the following program : 95°C-30 sec followed by 40 cycles 

of (90°C-5 sec and 60°C-30 sec). 18S was used as internal control. Fold-induction was 

calculated using the Ct method as follow: ΔΔCt = (Cttarget gene - Cthousekeeping gene)test condition - 

(Cttarget gene - Cthousekeeping gene)normalized condition, and the final data were derived from 2−ΔΔCt. 
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Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) 

The amount of KC, TNF-, IL-1 or IL6 secreted in the supernatants from cell culture 

was determined by ELISA (R&D systems) according to the manufacturer’s instructions.  

 

Hematoxylin and Eosine dtaining and histological examination  

Mouse colons were embedded in paraffin and cut into -5-μm sections with a microtome, and 

colonic sections were H&E-stained. The histological evaluation of the colonic sections was 

performed under blinded conditions by an expert pathologist.  

 

Immunohistochemical staining  

The colonic sections were deparaffined in Histoclear for 15 minutes (2 times), 

rehydrated in ethanol diminishing grandient (100%, 96%, 75% and water : 1 min each) and 

unmasked in Tris-EDTA buffer (10 mM Tris-Base, 1mM EDTA, pH 9) during 20 minutes at 

95°C. The sections were incubated with blocking buffer (1% bovin serum albumin in PBS) 

for 1h at room temperature and then with anti-phopho-H2AX (dilution 1/500, #9718, Cell 

signaling), anti-Ki67 (#12202S, 1/500, Cell Signaling), anti-4 HNE (1/600, #HNE 13-M, 

Alpha Diagnostic) overnight at 4°C. After several washes with PBS, the sections were 

incubated with the corresponding secondary antibody coupled with peroxydase (dilution 

1/500, #111-065-003, Jackson Immunoresearch) for 2h at room temperature. Revelation was 

performed using 3,3’-Diaminobenzidine (#SK-4800, NovaRED, Vector Laboratories). The 

sections were counterstained with Mayer hemtoxilin for 10 sec, rinsed under running water, 

dehydrated and mounted in Eukitt mounting solution. The microscopic images were acquired 

using the Scanner Zeiss Axioscan Z1 (Zeiss) and analyzed using ZEN 2 sofware.  

 

Ethical statement  

Animal protocols were in accordance with the recommendations of the Guide for the 

Care and Use of Laboratory Animals of the University of Clermont Auvergne and were 

approved by the French Ministry of National Education, Higher Education and Research 

(APAFIS #11254).  

 

Statistical analysis 

Results are presented as mean ± standard error of the mean (SEM). Statistical analyses 

between 2 or several groups were performed with the Student t test (Mann-Whitney if not 

parametric) or analysis of variance (ANOVA) followed by a posttest Bonferroni correction 
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(Kruskal-Wallis if not parametric), respectively, with GraphPad Prism (GraphPad Software, 

San Diego, CA). A P value less than 0.05 was considered statistically significant. 
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Results 

Myeloid cell-specific autophagy deficiency leads to an increase in the volume of colonic 

tumors in ApcMin/+ mice. 

In the previous study, we showed the important role of autophagy in IECs in inhibition 

of colorectal carcinogenesis induced by CoPEC infection10. As MCs play an important role in 

tumor microenvironment, here, we investigated the role of autophagy in these cells in 

colorectal carcinogenesis in the context of CoPEC infection. For this, we  generated a mouse 

model with MC-specific knock-out of Atg16l1 (hereafter called Atg16l1∆MC) by  crossing  

mice bearing a loxP site flanked exon 1 of the Atg16l1 gene (Atg16l1flox/flox)17 with  mice  

expressing the Cre recombinase gene under control of the lysozyme 2 promoter (LysM)18. 

These mice and their littermate controls (Atg16l1flox/flox mice) were crossed with the ApcMin/+ 

mice, a mostly used mouse model of CRC. The generated mice ApcMin/+/Atg16l1∆MC and their 

littermate controls (ApcMin/+/Atg16l1flox/flox hereafter termed ApcMin/+ mice) were orally 

administered phosphate-buffered saline (PBS) (uninfected) or the CoPEC 11G5 strain isolated 

from a CRC patient or a mutant strain that does not produce colibactin (11G5ΔclbQ). 

As shown in Figure 1A, mice started to lose weight from day 50 after administration. 

11G5-infected ApcMin/+ mice lost more body weight compared to uninfected or 11G5ΔclbQ-

infected ApcMin/+ mice. No significant difference in body weight was observed between the 

11G5-infected ApcMin/+ and 11G5-infected ApcMin/+/Atg16l1∆MC mice (Figure 1A). 

Furthermore, we examined the impact of MC-specific autophagy deficiency on the 

colonization of the gastrointestinal tract by the 11G5 and 11G5ΔclbQ bacteria. For this, we 

analyzed the number of 11G5 bacteria in the feces of each mouse at different days post-

infection. No significant difference in the number of 11G5 or 11G5ΔclbQ bacteria in 

ApcMin/+/Atg16l1∆MC mice compared to ApcMin/+ mice was observed at different days post-

infection (Figure 1B). Similarly, at the day of sacrifice, the number of 11G5 or 11G5ΔclbQ 

bacteria associated with the colon of ApcMin/+ and ApcMin/+/Atg16l1∆MC mice was similar 

(Figure 1C). For the same mouse genotype, no significant difference between the 

colonization of 11G5 and 11G5ΔclbQ bacteria was observed (Figure 1B, C). This suggests 

that MC-specific autophagy deficiency did not increase CoPEC colonization of the colon.  

Shortening of the colon, a macroscopic parameter of tumor development was also 

examined. As shown in Figure 1D, there was no significant difference in colon length 

between ApcMin/+/Atg16l1∆MC and ApcMin/+ groups under uninfected condition or infected with 

11G5 or 11G5ΔclbQ bacteria.  
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Under uninfected or 11G5ΔclbQ-infected condition, the number and the volume of 

colonic tumors were not different between ApcMin/+/Atg16l1∆MC and ApcMin/+ mice (Figure 

2A, B). Infection with the CoPEC 11G5 strain led to increases in the number and volume of 

tumors in ApcMin/+ mice (Figure 2A-C). Under 11G5-infected condition, no difference in 

tumor number was observed between ApcMin/+/Atg16l1∆MC and ApcMin/+ mice. However, 

compared to ApcMin/+ + 11G5 mice, ApcMin/+/Atg16l1∆MC + 11G5 mice exhibited increased 

tumor volume (Figure 2A-C). This was not observed under infection with the mutant 

11G5ΔclbQ (Figure 2A, B). The representative photos of the colons of each group are shown 

in Figure 2C. Histologic examination consistently showed larger adenocarcinomas in 

ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs ApcMin/+ mice after 11G5 infection (Figure 2D). Of note, we have just 

finished the experiments with the mutant 11G5ΔclbQ, thus for this condition, we have only 

data for tumor volume and number determined by a dissecting microscope. No further 

analysis using tissue samples (immunohistochemical staining, qRT-PCR and western blot) 

has been performed. 

 

Myeloid cell-specific autophagy deficiency leads to dysregulated immune response in the 

colon of ApcMin/+ mice.  

We next investigated the mechanisms by which MC-specific autophagy deficiency 

leads to increased tumor volume in ApcMin/+ mice. As inflammation predisposes to the 

development of cancer and promotes tumorigenesis, we analyzed levels of the mRNAs coding 

for the proinflammatory cytokines (IL1-, IL-6 and TNF-) and chemokine (KC) in the 

nontumoral colonic mucosa of different mouse groups. Under the uninfected condition, 

mRNA expression levels IL-1, IL-6 and TNF- were not significantly different between 

ApcMin/+/Atg16l1∆MC and ApcMin/+ mice, whereas mRNA level of KC was increased in 

ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs ApcMin/+ mice (Figure 3A). Under 11G5-infected condition, an 

increase in IL1-, IL-6, TNF- and KC mRNA expression levels was observed in 

ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs ApcMin/+ mice (Figure 3A). 

Furthermore, we analyzed expression of immune-related genes related to infiltrating T 

cell response which plays a crucial role in tumorigenesis. The expression of genes associated 

with cytotoxic CD8+ T cells (CD2, CD3γ, CD8α), T helper Th1 cells (IFNγ) and Treg cells 

(FOXP3, CTLA4) were analyzed. The preliminary results showed that mRNA expression 

level of CD2, CD3γ, CD8α and IFNγ were decreased, whereas that of FOXP3 and CTLA4 

was increased, in ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs ApcMin/+ mice under 11G5 infected condition 
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(Figure 3B). This suggested that MC-specific autophagy deficiency may lead to dysregulated 

T-cell immune response.  

 

Myeloid cell-specific autophagy deficiency does not affect 11G5-induced colonic DNA 

damage in ApcMin/+ mice. 

As we have shown that induction of DNA damage is one of the mechanisms 

underlying the pro-carcinogenic properties of CoPEC in mouse models10,20, we verified 

whether MC-specific autophagy deficiency affected 11G5-induced colonic DNA damage in 

ApcMin/+ mice. Immunohistochemical staining for H2AX, a marker of DNA double-strand 

breaks, showed an increase in the number of H2AX foci per crypt in the colonic mucosa of 

ApcMin/+ mice upon 11G5 infection (Figure  4), which was in consistent with our previous 

study10. There was no significant difference in the number of H2AX foci per crypt between 

11G5-infected ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs 11G5-infected ApcMin/+ mice. This result suggests that 

MC-specific autophagy deficiency does not affect 11G5-induced colonic DNA damage in 

ApcMin/+ mice. Thus, the increase in tumor volume in ApcMin/+ mice with MC-specific 

autophagy deficiency is not due to the increase in DNA damage. 

 

Myeloid cell-specific autophagy deficiency leads to increased colonic cell proliferation in 

11G5-infected ApcMin/+ mice.  

The effect of MC-specific autophagy deficiency on colonic epithelial cell proliferation 

was next examined. qRT-PCR analysis showed that mRNA expression level of cyclin D1, 

which is involved in regulating cell cycle progression, in the colonic mucosa was not different 

between uninfected ApcMin/+/Atg16l1∆MC and ApcMin/+ mice (Figure 5A). Infection with 11G5 

increased cyclin D1 mRNA expression in the colonic mucosa of ApcMin/+ mice (Figure 5A), 

which was in agreement with our previous publication10. Interestingly, cyclin D1 mRNA 

expression was increased in 11G5-infected ApcMin/+/Atg16l1∆MC mice vs 11G5-infected 

ApcMin/+ mice (Figure 5A). 

These results were confirmed by immunohistochemical staining of Ki67, a marker of 

cell proliferation. The number of Ki67-positive cells in the nontumoral colonic mucosa was 

not different between uninfected ApcMin/+/Atg16l1∆MC and ApcMin/+ mice, but after 11G5 

infection, this was increased in ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs ApcMin/+ mice (Figure 5B, C). 

Importantly, the proliferation of tumor cells was also increased in ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs 

ApcMin/+ mice after 11G5 infection, although this was not different between uninfected groups 
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(Figure 5D, E). Together, these results show that MC-specific autophagy deficiency leads to 

increased proliferation of colonic epithelial cells during 11G5 infection in ApcMin/+ mice, 

which could contribute to the progression of colonic tumors.  

 

CoPEC infection induces autophagy in macrophages independently of the pks island 

As macrophages are one of the predominant tumor-infiltrating immune cells 

supporting key processes in tumor progression, we next investigated the role of autophagy in 

these cells in response to CoPEC infection.    

First, we investigated whether autophagy is activated in human THP-1 macrophages 

after infection with different clinical CoPEC strains by analyzing the levels of LC3-I 

(cytosolic form) and LC3-II (autophagosome-associated form) by Western blot. Compared 

with the uninfected condition, infection with CoPEC strains or with the clinical E. coli strains 

that do not carry the pks island, designated as E. coli/pks-, resulted in increased LC3-II level, 

indicating autophagy activation (Figure 6A, B). Infection with the non-pathogenic 

commensal E. coli MG1655 or HS strain also led to an increase in LC3-II level, although this 

was lower compared to CoPEC or E. coli/pks- infection (Figure 6A, B).  

To confirm the implication of the pks island in autophagy activation, THP-1 

macrophages were infected with the 11G5 strain or its mutant 11G5∆clbQ or the 

transcomplemented 11G5 strain. As expected, infection with 11G5, or 11G5∆clbQ or the 

transcomplemented strain led to increased LC3-II level compared to uninfected condition or 

infection with the commensal E. coli MG1655 or HS strain at 4 (Figure 6C, D) and 8 h post-

infection (Figure 6E, F).  

To confirm these data, we used the bone marrow-derived macrophages (BMDMs) 

from in Atg16l1∆MC vs control wild-type (Atg16l1flox:flox) mice. Figure 6I and J shows that 

infection of BMDMs from control wild-type mice with 11G5, 11G5∆clbQ or the 

transcomplemented 11G5 strain led to increased LC3-II levels compared to the uninfected 

condition or infection with the non-pathogenic MG1655 strain (Figure 6I, J). As expected, 

LC3-II was not observed in BMDMs from Atg16l1∆MC mice neither in uninfected nor infected 

condition (Figure 6I, J). 

Together, these results suggest that autophagy is activated in macrophages upon 

CoPEC infection independently of the pks island. 
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Autophagy is necessary to limit the intracellular CoPEC number in macrophages 

Because autophagy is a key process to eliminate intracellular bacteria, we sought to 

check intracellular 11G5 number in autophagy-defective macrophages. As shown in Figure 

7A, the number of intracellular 11G5, 11G5∆clbQ or the transcomplemented strain in THP-1 

was similar under untreated condition and was higher than that of the non-pathogenic E. coli 

K12 C600 strain. Treatment of THP-1 macrophages with 40μg/mL of rapamycin, an inducer 

of autophagy, decreased the number of intracellular 11G5, 11G5∆clbQ and the 

transcomplemented strain to similar levels (Figure 7A). Reversely, transfection of THP-1 

with ATG16L1 siRNA increased the intracellular number of 11G5, 11G5∆clbQ or the 

transcomplemented strain (Figure 7B). These data indicate that ATG16L1-dependent 

autophagy is necessary to eliminate intracellular CoPEC independently of pks presence. 

These results were confirmed using BMDMs. The number of intracellular 11G5, 

11G5∆clbQ and the transcomplemented strain in BMDMs from Atg16l1∆MC mice was higher 

compared to that in BMDMs from control wild-type mice (Figure 7C). No significant 

difference in intracellular number of 11G5, 11G5∆clbQ and the transcomplemented strain 

was observed in both BMDMs from wild-type and Atg16l1∆MC mice (Figure 7C). 

 

Autophagy is necessary to limit CoPEC-induced inflammation in macrophages 

Infection of BMDMs from wild-type mice with the CoPEC 11G5 strain led to 

increased secreted levels of the pro-inflammatory cytokines IL-6, IL-1 and TNF- and the 

chemokine KC, compared to uninfected or MG1655-infected condition, at 6h post-infection 

(Figure 8). Importantly, the levels of these cytokines and chemokines were higher in BMDMs 

from Atg16l1∆MC mice compared to that from wild-type mice under infection with 11G5, 

11G5∆clbQ or the transcomplemented strain (Figure 8). This indicates that a functional 

autophagy is necessary to inhibit CoPEC-induce production of pro-inflammatory cytokines 

and chemokines by macrophages. 

For IL-6, TNF- and KC, their secreted levels were not different between 11G5-

infected and 11G5∆clbQ-infected condition in both BMDMs from wild-type or Atg16l1∆MC 

mice (Figure 8A-C). For secreted IL-1 level, there was no significant difference between 

11G5- and 11G5∆clbQ-infected condition in BMDMs from wild-type mice (Figure 8D). 

Interestingly, in BMDMs from Atg16l1∆MC mice, secreted IL-1 level was increased upon 

infection with 11G5 or the transcomplemented strain compared to 11G5∆clbQ infection 

(Figure 8D). This indicates that in macrophages, CoPEC-induced IL-6, TNF- and KC 



16 
 

secretion is not dependent of the pks island, whereas CoPEC-induced IL-1 secretion is partly 

dependent on the presence of the pks island when autophagy is deficient. 

 

Autophagy is necessary to limit CoPEC-induced production of ROS in macrophages 

Reactive oxygen species (ROS), which are produced by tumor cells but also cellular 

components that make up the tumor microenvironment (TME), are an important player in 

carcinogenesis. We previously showed that CoPEC induce ROS induction in IECs, and this is 

dependent on the presence of the pks island19. Here, we examined CoPEC-induced ROS 

production by macrophages using the H2DCF-DA fluorescent probe. Figure 9A and B shows 

that the induction of ROS in THP-1 macrophages was significantly increased after 3 or 6h 

infection with the wild-type 11G5 strain compared with uninfected cells or cells infected with 

the commensal MG1655 strain or the mutant 11G5∆clbQ. This result was confirmed using 

BMDMs from control wild-type mice. In wild-type BMDMs, ROS production determined at 

3 or 6h post 11G5 infection was increased compared to uninfected condition or infection with 

the MG1655 strain or the mutant 11G5∆clbQ (Figure 9C, D). Importantly, deficiency of 

autophagy enhanced 11G5-induced ROS production by BMDMs (Figure 9B). Together, 

these data show that CoPEC induce ROS production by macrophages, and that this is limited 

by functional autophagy.  

Indeed, elevated levels of ROS serve as a marker for oxidative stress and are 

associated with lipid peroxidation and imbalance of the redox system. Just as ROS are 

inevitable by-products of oxidative stress, so are secondary intermediates such as 4-hydroxy-

2-nonenal (4-HNE) and malondialdehyde (MDA)21. Thus, to validate the in vitro data, we 

measured the level of 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE), a product of lipid peroxidation and has 

been considered a biomarker of oxidative stress, in colonic sections by immunohistochemical 

analysis21. Our preliminary data showed almost no 4-HNE staining in the colonic mucosa of 

uninfected mice (Figure 10). In 11G5-infected mice, increased 4-HNE-positive area in the 

colonic sections was observed. This experiment has just been performed with 4 lames per 

group. More samples should be used for the quantification of 4-HNE-positive area. 
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Discussion 

Autophagy is an important regulator of both innate and adaptive immune responses, 

and can has a pro- or anti-tumoral context-dependent role in carcinogenesis22. We previously 

showed that autophagy in IECs suppresses colonic tumorigenesis in ApcMin/+ mice in normal 

conditions but promotes colorectal carcinogenesis under CoPEC-infected condition10. As 

MCs are an important component of tumor microenvironment, we investigated the role of 

MC-specific autophagy in colorectal carcinogenesis in a CoPEC infected condition. We 

showed that MC-specific autophagy deficiency led to increase in volume, but not the number, 

of colonic tumors in ApcMin/+ mice under CoPEC-infected condition. This was accompanied 

with increased pro-inflammatory cytokine production, dysregulated expression of immune-

related genes related to infiltrating T cell response and increased colonic cell proliferation.  

In previous studies, we showed that autophagy deficiency in IECs enhances both 

number and volume of colonic tumors in CoPEC-infected ApcMin/+ mice10 and induce the 

formation of invasive carcinomas in a chronic inflammation-associated mouse model20. One 

of the mechanisms underlying the protumorigenic effect of CoPEC infection and IEC-specific 

autophagy deficiency is induction of DNA damage, which could be implicated in the 

initiation of tumorigenesis.  

In contrast, we showed here that MC-specific autophagy deficiency does not affect 

colonic DNA damage in CoPEC-infected ApcMin/+ mice, and this could explain the no change 

in tumor number in ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs ApcMin/+ mice under CoPEC-infected condition. 

However, we showed that MC-specific autophagy deficiency increases colonic epithelial cell 

proliferation under 11G5-infected condition. Thus, MC-specific autophagy deficiency 

contributes to tumor progression rather than tumor initiation.  

In an effort to investigate the mechanism underlying the enhanced tumor growth in 

CoPEC-infected ApcMin/+/Atg16l1∆MC mice, we isolated BMDMs from Atg16l1∆MC and control 

wild-type mice as macrophages are one of the predominant tumor-infiltrating immune cells 

supporting key processes in tumor progression. We found that although autophagy deficiency 

led to increased intracellular 11G5 number in BMDMs, this effect was also observed for 

infection with the mutant 11G5∆clbQ. In particular, the intracellular numbers of 11G5 and 

11G5∆clbQ were not significantly different either in BMDMs from Atg16l1∆MC mice or from 

wild-type mice. In vivo, the colonization of mouse colon by 11G5 or 11G5∆clbQ was also 

similar. This suggests that the increase in tumor size in 11G5-infected ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs 

11G5∆clbQ-infected ApcMin/+/Atg16l1∆MC mice was not due to increased bacterial colonization 

in the colon. 
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As inflammation has been associated with enhanced tumorigenesis23, we analyzed 

levels of the mRNAs coding pour the proinflammatory cytokines IL1-, IL-6 and TNF- and 

chemokine KC in the colonic mucosa. We found that the pro-inflammatory cytokine and 

chemokine mRNA expression levels were increased in ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs ApcMin/+ mice 

under 11G5-infected condition. In vitro, we found that 11G5 infection increased secreted 

levels of IL1- IL-6, TNF- and KC in BMDMs, and this was further enhanced by 

autophagy deficiency. Interestingly, among them, only the secreted level of IL1- was 

increased in 11G5-infected compared to 11G5∆clbQ-infected condition, in both BMDMs 

from ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs ApcMin/+ mice. Since the in vivo experiment with the 11G5∆clbQ-

infected condition has just been performed, we have not yet analyzed the pro-inflammatory 

cytokine expression levels in the mouse colonic mucosa. If the in vivo data are consistent with 

the in vitro data, meaning that the amount of secreted IL1- in the colonic mucosa is 

increased in 11G5-infected vs 11G5∆clbQ-infected ApcMin/+/Atg16l1∆MC mice, this could be 

one of the mechanism underlying the enhanced tumor growth in 11G5-infected vs 

11G5∆clbQ-infected ApcMin/+/Atg16l1∆MC mice. Indeed, a role for IL-1β in cancer has been 

shown24. Once secreted, IL-1β can target several cell types by binding to IL-1R (IL-1 

receptor), leading to activation of the downstream signaling pathways. Among them, the 

downstream activation of p38/JNK and NF-κB leads to the transcription of target genes 

involved in several biological processes, depending on the cell type stimulated by IL-1β24. 

Thus, IL-1β has been implicated in angiogenesis, cancer cell proliferation, migration, and 

metastasis. Concerning CRC, it has been shown that in human colon cancer cells, IL-1β 

upregulate miR-181a expression, which is responsible for phosphatase and tensin homolog 

(PTEN) repression and cell proliferation induction25. Macrophage-derived IL-1β has been 

shown to stimulates Wnt signaling and growth of colon cancer cells via inactivation of 

glycogen synthase kinase (GSK)3β26.  

The activation of inflammasomes, specifically the most fully characterized 

inflammasome-the nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptor 

containing pyrin domain 3 (NLRP3) inflammasome, is required for the activation of Caspase 

1 responsible to cleave pro-IL-1β into mature IL-1β27. Previous studies showed that 

dysfunctional autophagy leads to abnormal inflammasome activation, which is associated 

with increased Caspase 1 activity, elevated IL-1β and IL-18 production and higher 

susceptibility to experimental intestinal inflammation in mice15. Accumulation of ROS, which 

is a major trigger of inflammasome activation27, is also limited by autophagy via elimination 



19 
 

of dysfunctional mitochondria. Macrophages depleted in the autophagy gene Map1lc3b 

(microtubule-associated protein 1 light chain 3B) exhibit dysfunctional mitochondria, 

associated with increased ROS production, leading to enhanced IL-1 and IL-18 secretion in 

response to LPS28. 

These studies together make us pay special attention to the increase in ROS production 

by BMDMs upon 11G5 infection vs 11G5∆clbQ infection. ROS plays an essential role in 

regulation of proliferative, apoptotic and metabolic pathways and are important signaling 

molecules in cancer16. The physiopathological effects of ROS can be dependent on their 

levels. In particular, high levels of ROS can cause damage to tissues and cell death, but low 

levels of ROS can have a proliferative effect. Thus, tumor promotion through ROS occurs 

when ROS reach super-physiological or cytostatic levels while avoiding levels conducive to 

cell death16. In carcinogenesis, ROS can be produced by tumor cells and cellular components 

of the tumor microenvironment (TME). One of the mechanisms by which ROS promote 

tumor progression is through immune cell suppression. A study showed that high levels of 

ROS in the TME inhibit proliferation of T cells, which play a pivotal role in the anti-tumor 

immune response, helping to promote colorectal cancer cell growth29. Furthermore, a study 

demonstrated that macrophage-derived ROS induce regulatory T-cells (Tregs)30, which are 

present in the TME and provide a source of immunosuppression by decreasing tumor reactive 

cytotoxic T-cell immunity. This suggests that ROS derived from macrophages can have an 

immunosuppressive effect.  

Interestingly, our preliminary data showed that the expression of genes associated with 

the antitumoral cytotoxic CD8+ T cells (CD2, CD3γ, CD8α) was decreased, whereas that of 

genes associated with the immunosuppressive Tregs (FOXP3, CTLA4) was increased, in 

ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs ApcMin/+ mice under CoPEC-infected condition. Expression of other 

genes related to cytotoxic CD8+ T cells (CD2, CD3γ , CD8α , CD8β , IL-15, ZAP70, GZMA, 

GZM β , GZM κ , PRF1), as well as to other T cell populations playing an important role in 

tumor immune response [Th1 cells (STAT1, IRF1, IFNγ, TBX21, IL-12R β 1), Treg cells 

(FOXP3, CTLA4, TGF β1), Th17 cells (IL-17Rβ, IL-23 α, RORC, IRF4, CCL20, CCR6, 

STAT3)] also need to be examined. Furthermore, IFN- levels was decreased in 

ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs ApcMin/+ mice under CoPEC-infected condition. IFN-driven responses 

were recently described as having an important role in promoting antitumor immunity. Thus, 

expression of IFN-responsive genes should be analyzed by microarray analysis and qRT-

PCR.  
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Together, from these results, we can hypothesize that CoPEC induce ROS production 

in macrophages dependently of the pks island, and MC-specific autophagy deficiency further 

increases ROS accumulation up to a level that it can (i) activate inflammasome, leading to 

increased secreted IL-1 level and (2) result in dysregulated T cell response in TME. These in 

turn lead to enhanced colonic epithelial cell proliferation and tumor cell growth, as observed 

in 11G5-infected ApcMin/+/Atg16l1∆MC vs 11G5∆clbQ-infected ApcMin/+/Atg16l1∆MC or 

uninfected mice. However, further investigations are needed to confirm this hypothesis. 

Firstly, inflammasome activation needs to be examined by analyzing (i) the levels of pro-IL-

1 and mature IL-1  by western blot and (ii) the cleavage of Caspase 1 into activating p10 

and p20 subunits, which can be detected by western blot or ELISA. Interestingly, our 

preliminary results showed that in human THP-1 macrophages, 11G5 infection induces 

increased Caspase 1/p10 subunit levels, analyzed by western blot, compared to uninfected or 

11G5ΔclbQ condition. Secondly, inflammasome activation also leads to increased IL-18 

secretion, thus secreted IL8 level in the mouse groups needs to be determined. Finally, it is of 

importance to isolate immune cells from the colonic mucosa and tumor-infiltrating immune 

cells to assess particular T cell populations by flow cytometry using specific markers. 

Our hypothesis is supported by other studies showing that several bacteria potentially 

induce a tumorigenic state through production of ROS. For example, Enterococcus faecalis, a 

commensal strain of bacteria, can produce large amounts of extracellular superoxide that is 

converted to H2O2 which can damage eukaryotic cell DNA31. Pathogenic Bacteroides fragilis 

produces its toxin, which upregulates bacterial polyamine catabolism pathways, generating 

ROS that can cause DNA damage and lead to tumor formation in the colon32. In these studies, 

ROS is produced by tumor cells. The role of ROS in TME, which comprises of different 

immune cell population, is more complex. Thus, to understand how ROS fully affect the 

TME, more research will be needed to explore the role bacterial species- and cell-specific 

ROS in tumor development. 

Beyond these results, all that left to be done is to demonstrate the direct link between 

CoPEC-induced ROS production and inflammasome activation, together with the associated 

IL1- and IL-18 secretion, T cell response and tumorigenesis. For this, we can block ROS 

generation in 11G5- or 11G5∆clbQ-infected ApcMin/+/Atg16l1∆MC and ApcMin/+ mice by ROS 

inhibitors [(for example, butylated hydroxyanisole (BHA)], and characterize inflammasome 

activation, the immune response as well as tumorigenesis under this condition. A previous 

study showed that continuous BHA treatment (mice were given chow diet supplemented with 
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7.5 g/kg BHA) is not toxic to mice, and mice did not show any developmental abnormalities 

or diseases including cancer for up to 2 years. Thus, we can apply this treatment for our 

model. 

In conclusion, our results indicate that the inhibition of autophagy in myeloid cells 

leads to increased tumor volume in ApcMin/+ mice under the 11G5-infected condition, and this 

is associated with increased ROS production and IL1- secretion by macrophages and 

potential dysregulated T cell response.  
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Figure legends 

Figure 1: Myeloid cell-specific autophagy deficiency does not enhance CoPEC 

colonization of the colon and susceptibility to infection 

ApcMin/+/Atg16l1ΔMC and control (ApcMin/+/Atg16l1flox/flox, hereafter call by ApcMin/+) mice were 

treated with streptomycin for 3 days, then received H2O for 24h. The mice were orally 

administered (day 0) with PBS or with 109 11G5 or 11G5∆clbQ bacteria. Mice were 

sacrificed at day 65 post-administration. (A) Body weight of each mouse at different time 

points was determined, and presented as percentage of body weight of the same mouse at day 

0, defined as 100%. Data are means ± SEM. aP < 0.05 vs ApcMin/+ + PBS; bP < 0.05 vs 

ApcMin/+ + 11G5∆clbQ; cP < 0.05 vs ApcMin/+/Atg16l1ΔMC + PBS; dP < 0.05 vs 

ApcMin/+/Atg16l1ΔMC + 11G5∆clbQ. (B) The number of 11G5 and 11G5∆clbQ bacteria in 

mouse feces at different days post-infection was determined and normalized to gram of feces. 

(C) The number of 11G5 and 11G5∆clbQ bacteria associated to the colon was determined at 

day of sacrifice and normalized to gram of colon. (D) The length of the mouse colon was 

measure at the day of sacrifice. 

 

Figure 2: Myeloid cell-specific autophagy deficiency leads to an increase in the volume 

of colonic tumors in ApcMin/+ mice. 

ApcMin/+/Atg16l1ΔMC and ApcMin/+ mice were orally administered with PBS or with 109 11G5 

or 11G5∆clbQ bacteria, and sacrificed at day 65 post-administration. (A) The number of 

colorectal tumors was determined using a binocular loupe. (B) Volume of all tumors of all 

mice is presented. Statistical analysis was performed using one-way Anova test followed by 

Bonferroni post-test. *P < 0.05; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001. (C) Representative photos of the 

colon taken at day of sacrifice. (D) Histological examination using H&E-stained mouse 

colonic sections. 

 

Figure 3: Myeloid cell-specific autophagy deficiency leads to dysregulated immune 

response in the colon of ApcMin/+ mice.  

ApcMin/+/Atg16l1ΔMC and ApcMin/+ mice were orally administered with PBS or with 109 11G5 

bacteria, and sacrificed at day 65 post-administration. (A) Levels of the mRNAs coding for 

the proinflammatory cytokines (IL1-, IL-6 and TNF-) and chemokine (KC) in the colonic 

mucosa were quantified by qRT-PCR. (B) The expression of genes associated with cytotoxic 

CD8+ T cells (CD2, CD3γ, CD8α), T helper Th1 cells (IFNγ) and Treg cells (FOXP3, 
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CTLA4) were quantified by qRT-PCR. Data are means ± SEM from N=8/group and are 

representatives of 2 independent experiments. Statistical analysis was performed using (A) 

Kruskal-Wallis test and (B) unpaired, two-tailed Student's t-test. *P<0.05; **P≤0.01; 

***P≤0.001.  

 

Figure 4: Myeloid cell-specific autophagy deficiency does not affect 11G5-induced 

colonic DNA damage in ApcMin/+ mice. 

ApcMin/+/Atg16l1ΔMC and ApcMin/+ mice were orally administered with PBS or with 109 11G5 

bacteria, and sacrificed at day 65 post-administration. (A) Immunohistochemical staining for 

H2AX in the nontumoral colonic mucosa. (B) Quantification of H2AX foci number/crypt 

determined from 40 crypts/mouse and 6 mice/group. Values represent means ± SEM. 

Statistical analysis was performed using one-way Anova test followed by Bonferroni post-

test. ***P ≤ 0.001. 

 

Figure 5: Myeloid cell-specific autophagy deficiency leads to increased colonic cell 

proliferation in ApcMin/+ mice under 11G5-infected condition.  

ApcMin/+/Atg16l1ΔMC and ApcMin/+ mice were orally administered with PBS or with 109 11G5 

bacteria, and sacrificed at day 65 post-administration. (A) Cyclin D1 mRNA level in the non-

tumoral colonic mucosa was quantified by qRT-PCR. Data are means ± SEM from 

N=8/group. (B) Immunohistochemical staining for Ki67 in the nontumoral colonic mucosa 

and (C) quantification of H2AX foci number/crypt determined from 40 crypts/mouse and 6 

mice/group. (D) Ki67 immunohistochemical staining of colonic tumors and (E) quantification 

of Ki67+ number/mm2 of tumor determined from 6 mice/group. Values represent means ± 

SEM. Statistical analysis was performed using one-way Anova test followed by Bonferroni 

post-test. *P < 0.05; **P ≤0.01; ***P ≤ 0.001. 

 

Figure 6: CoPEC infection induces autophagy in macrophages independently of the pks 

island 

Human THP-1 macrophages (A-F) and BMDMs prepared from wild-type (Atg16l1flox/flox) and 

Atg16l1ΔMC mice (I, J) were uninfected or infected with the non-pathogenic E. coli strains 

(K12 MG1655 and commensal HS) or with clinical E. coli/pks- and CoPEC strains for 4h. 

Cells were also infected with the CoPEC 11G5 strain or it isogenic mutant 11G5∆clbQ, or the 

transcomplemented 11G5 strain. Representative Western blot analysis (A, C, E, I) and 
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quantification of LC3-II/-actin band intensity from 3 independent blots (B, D, F, J). (*P < 

0.05; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001) vs uninfected condition; (#P < 0.05; ##P ≤ 0.01) vs E. coli 

HS-infected condition; ($P < 0.05; $$P ≤ 0.01) vs MG1655-infected condition. Values 

represent means ± SEM. Statistical analysis was performed using one-way Anova test 

followed by Bonferroni post-test.  

 

Figure 7: Autophagy is necessary to limit the intracellular CoPEC number in 

macrophages 

THP-1 macrophages (A, B) and BMDMs prepared from wild-type and Atg16l1ΔMC mice (C) 

were infected with the non-pathogenic K12 C600 strain, 11G5, 11G5ΔclbQ or the 

transcomplemented 11G5 strain at a MOI of 100 bacteria per macrophage. After 10 minutes 

of centrifugation at 1000 g and a 10 minutes of incubation at 37° and 5% CO2, the infected 

macrophages were washed three times with PBS and incubated in the culture media 

containing 100 μg/ml of gentamicin for 40 minutes. After three washes, fresh culture media 

containing 50 μg/mL of gentamicin was added for 8h  period. To determine the number of 

intracellular bacteria, the cells were lysed with 1% Triton X-100 (Sigma) in deionized water 

and plated onto LB agar plates. After 24h at 37°C, the CFU bacteria were counted. (A) 

Rapamycin 40 μg/mL or vehicle (DMSO) were added together with infection, and kept 

together with the cells until lysis. (B) Cells were transfected with 70 nM of control siRNA or 

ATG16L1 siRNA for 2 days before infection. *P < 0.05; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001 Values 

represent means ± SEM. Statistical analysis was performed using one-way Anova test 

followed by Bonferroni post-test.  

 

Figure 8: Autophagy is necessary to limit CoPEC-induced production of pro-

inflammatory cytokines and chemokines in macrophages 

BMDMs prepared from wild-type and Atg16l1ΔMC mice were infected with MG1655, 11G5, 

11G5ΔclbQ or the transcomplemented 11G5 strain at a MOI of 100 bacteria per macrophage. 

After 10 minutes of centrifugation at 1000 g and a 10 minutes of incubation at 37° and 5% 

CO2, the infected macrophages were washed three times with PBS and incubated in the 

culture media containing 100 μg/ml of gentamicin for 40 minutes. After three washes, fresh 

culture media containing 50 μg/mL of gentamicin was added for 8h period.  Secreted I IL-6, 

IL-1, TNF- and KC levels in cell culture supernatant were quantified by ELISA. (*P < 

0.05; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001) vs uninfected condition; (#P < 0.05; ##P ≤ 0.01, P ≤ 0.001) vs 

MG1655-infected condition; $P < 0.05; $$P ≤ 0.01; $$$P ≤ 0.01. Values represent means ± 
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SEM. Statistical analysis was performed using one-way Anova test followed by Bonferroni 

post-test.  

 

Figure 9: Autophagy is necessary to limit CoPEC-induced production of ROS in 

macrophages 

THP-1 macrophages (A, B) and BMDMs prepared from wild-type and Atg16l1ΔMC mice (C, 

D) were infected with the MG1655, 11G5, 11G5ΔclbQ or the transcomplemented 11G5 strain 

at a MOI of 100 bacteria per macrophage. After 3 or 6h post-infection, the induction of ROS 

were analyzed using the H2DCF-DA probe at 150 μM final concentration during 30 minutes 

at 37°C. After three washes with PBS/Ca2+Mg2+, the fluorescence was measured at 522 nm 

using the Fluoroskan fluoresent microplate reader after an excitation at 485 nm. (*P < 0.05; 

**P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001) vs uninfected condition; (#P < 0.05; ##P ≤ 0.01, P ≤ 0.001) vs 

MG1655-infected condition; $P < 0.05; $$P ≤ 0.01; $$$P ≤ 0.01. Values represent means ± 

SEM. Statistical analysis was performed using one-way Anova test followed by Bonferroni 

post-test.  

 

Figure 10: Myeloid cell-specific autophagy deficiency increases CoPEC-induced 

oxidative stress in the colon  

ApcMin/+/Atg16l1ΔMC and ApcMin/+ mice were orally administered with PBS or with 109 11G5 

bacteria, and sacrificed at day 65 post-administration. Immunohistochemical staining for 4-

hydroxy-2-nonenal (4-HNE) in the nontumoral colonic mucosa.  



B
od

y 
w

ei
gh

t(
%

)

Day (D) post-treatment

ApcMin/+/Atg16l1∆MC + PBS
ApcMin/+ + PBS

ApcMin/+ + 11G5

ApcMin/+ + 11G5∆clbQ
ApcMin/+/Atg16l1∆MC + 11G5∆clbQ

ApcMin/+/Atg16l1∆MC + 11G5

ApcMin/+

ApcMin/+/Atg16l1∆MC

PBS 11G5 11G5∆clbQ

C
ol

on
 le

ng
th

(c
m

)

A

D

Figure 1

B

0

2

4

6

8

10

0

2.0××××105

4.0××××105

6.0××××105

8.0××××105

ApcMin/+

ApcMin/+/Atg16l1∆MC

C
F

U
/g

 o
f c

ol
on

11G5 11G5∆clbQ

2.0××××104

2.0××××107

4.0××××107

6.0××××107

8.0××××108

1.2××××109

1.6××××109

2.0××××109

C
F

U
/g

 o
f f

ec
es

C

ApcMin/+

ApcMin/+/Atg16l1∆MC

11
G

5

11
G

5∆
cl

bQ

11
G

5

11
G

5∆
cl

bQ

11
G

5

11
G

5∆
cl

bQ

11
G

5

11
G

5∆
cl

bQ

11
G

5

11
G

5∆
cl

bQ

11
G

5

11
G

5∆
cl

bQ

Day (D)
post-treatment

D1 D7 D14 D29 D44 D65

90

100

110

120

130

140

a, b
c, d



0

3

6

9

12

T
um

or
nu

m
be

r

ApcMin/+

ApcMin/+/Atg16l1∆MC

PBS 11G5 11G5∆clbQ

***
*** ***

***

NS

0

20

40

60

80

PBS 11G5 11G5∆clbQ

*** ***
*** **

*

ApcMin/+ + PBS

ApcMin/+ + 11G5

ApcMin/+ + 11G5∆clbQ

ApcMin/+/Atg16l1∆MC + 11G5∆clbQ

ApcMin/+/Atg16l1∆MC + 11G5

ApcMin/+/Atg16l1∆MC + PBS

C

A B

D ApcMin/+ + PBS ApcMin/+ + 11G5 ApcMin/+/Atg16l1∆MC + 11G5ApcMin/+/Atg16l1∆MC + PBS

Bars = 500 µm

Figure 2

T
um

or
vo

lu
m

e 
(m

m
3 )



0

1

2

3

4

5

m
R

N
A

ex
pr

es
si

on
 (

fo
ld

ch
an

ge
)

+PBS +11G5

**

***
**

IL6

0

2

4

6

8

IL-1ββββ

*

***
*

+PBS +11G5
0

1

2

3

4

*

***
*

TNF-αααα

+PBS +11G5

0

5

10

15

m
R

N
A

ex
pr

es
si

on
 (

fo
ld

ch
an

ge
)

***

*
**

**

+PBS +11G5

KC

CD2

0.0

0.5

1.0

1.5

*

CD3γγγγ

0.0

0.5

1.0

1.5

*

CD8αααα

0.0

0.5

1.0

1.5

*

0.0

0.5

1.0

1.5

*

INFγγγγ

m
R

N
A

ex
pr

es
si

on
 (

fo
ld

ch
an

ge
)

+11G5 +11G5 +11G5 +11G5

A

B

ApcMin/+

ApcMin/+/Atg16l1∆MC 

CTLA4

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
*

0

1

2

3

4

*

FOXP3

+11G5 +11G5

ApcMin/+

ApcMin/+/Atg16l1∆MC 
Figure 3



ApcMin/+/Atg16l1∆MC + PBSApcMin/+ + PBS

ApcMin/+ + 11G5 ApcMin/+/Atg16l1∆MC + 11G5

Bars = 100 µm

γH
2A

X
 fo

ci
/c

ry
pt

0

2

4

6

A

B

ApcMin/+/Atg16l1∆MC
ApcMin/+

+PBS +11G5

***
***

Figure 4



0

1

2

3

4

5
C

yc
lin

D
1 

m
R

N
A

ex
pr

es
si

on
 

(f
ol

d
ch

an
ge

)

+PBS +11G5

**

***
*

ApcMin/+/Atg16l1∆MC
ApcMin/+

0

200

400

600

K
i6

7+
ce

lls
/m

m
2

of
 tu

m
or

+PBS +11G5

**

***
*

0

10

20

30

K
i6

7+
ce

lls
/c

ry
pt

Bars = 100 µm

ApcMin/+/Atg16l1∆MC
ApcMin/+

ApcMin/+/Atg16l1∆MC + PBSApcMin/+ + PBS

ApcMin/+ + 11G5 ApcMin/+/Atg16l1∆MC + 11G5

ApcMin/+/Atg16l1∆MC + PBSApcMin/+ + PBS

ApcMin/+ + 11G5 ApcMin/+/Atg16l1∆MC + 11G5

A

B C

D

E

***

***
**

ApcMin/+/Atg16l1∆MC

ApcMin/+

Figure 5



LC3-I

un
in

fe
ct

ed

10
D

12

11
G

5

16
C

1
18

H
5

19
G

1
1D

2

2D
5

4A
4

6G
11

7G
1

11
F

1

CoPEC strains

M
G

16
55

β-actin

C
A

B

Figure 6

E. coli/pks-

LC3-II

un
in

fe
ct

ed

M
G

16
55

C
oP

E
C

E
. c

ol
i/p

ks
-

*
*

***
#
$$

E
. c

ol
iH

S

M
G

16
55

LC3-I

β-actin

LC3-II

T
ra

ns
co

m
pl

em
en

te
d

11
G

5

11
G

5∆
cl

bQ

un
in

fe
ct

ed

11
G

5

0

1

2

3

4

LC3-I

β-actin

LC3-II

LC
3-

II/
β-

ac
tin

***

E
. c

ol
iH

S

E
. c

ol
iH

S

** **

*** *
*

un
in

fe
ct

ed

M
G

16
55

E
. c

ol
iH

S

T
ra

ns
co

m
pl

em
en

te
d

11
G

5

11
G

5∆
cl

bQ

11
G

5

##
$$

#
$$ #

$#
$

LC
3-

II/
β-

ac
tin

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
D

E

F

E
. c

ol
iH

S

M
G

16
55

T
ra

ns
co

m
pl

em
en

te
d

11
G

5

11
G

5∆
cl

bQ

un
in

fe
ct

ed

11
G

5

0

1

2

3

un
in

fe
ct

ed

M
G

16
55

E
. c

ol
iH

S

T
ra

ns
co

m
pl

em
en

te
d

11
G

5

11
G

5∆
cl

bQ

11
G

5

LC
3-

II/
β-

ac
tin

*** ***

#
$

#
$

#
$

** ** *

LC3-I

β-actin

LC3-II

I J

M
G

16
55

T
ra

ns
co

m
pl

em
en

te
d

11
G

5

11
G

5∆
cl

bQ

un
in

fe
ct

ed

11
G

5

M
G

16
55

T
ra

ns
co

m
pl

em
en

te
d

11
G

5

11
G

5∆
cl

bQ

un
in

fe
ct

ed

11
G

5

Wild-type Atg16l1∆MC

un
in

fe
ct

ed

M
G

16
55

T
ra

ns
co

m
pl

em
en

te
d

11
G

5

11
G

5∆
cl

bQ

11
G

5

un
in

fe
ct

ed

M
G

16
55

T
ra

ns
co

m
pl

em
en

te
d

11
G

5

11
G

5∆
cl

bQ

11
G

5

0

2

4

6

LC
3-

II/
β-

ac
tin

*

***
***

$
$ $$

Wild-type
Atg16l1∆MC



DMSO Rapamycine
0

1.0××××107

2.0××××107

3.0××××107

11G5∆clbQ

11G5

Transcomplemented 11G5

C
F

U
/w

el
l

*
*

*

C
F

U
/w

el
l

A

C

**
***

***

**
***

***

0

50000

100000

150000

200000

250000

Wild-type Atg16l1∆MC

***
***

*

0

3000

6000

9000

12000

15000

18000

C
F

U
/w

el
l

B

**
*

**

Control siRNA ATG16L1 siRNA

11G5∆clbQ

11G5

Transcomplemented 11G5

K12 C600

Figure 7



0

10000

20000

30000

40000

50000

K
C

 (
pg

/µ
l)

B

$

***
## ***

### ***
#

*** ***

***
##

***##

***##

$

$
A

0

4000

8000

12000

IL
-6

 (
pg

/µ
l)

***

*****

#
***#

***#

***
### ***

###
***
###

$

$$

$

11G5∆clbQ
11G5

Transcomplemented 11G5

MG1655

Uninfected

Wild-type Atg16l1∆MC Wild-type Atg16l1∆MC

0

2000

4000

6000

T
N

F
-α

(p
g/

µl
)

***

***#
***#

***
###

**

***#

***#

***
##

$$

$$$

$

Wild-type Atg16l1∆MC Wild-type Atg16l1∆MC

*

***
### ***

#

***
##

***
### ***

###***
##

$$

$

$$

IL
1-

β
(p

g/
µl

)

Figure 8

$$
$

DC

0

100

200

300

400



0

50

100

150

200

11G5∆clbQ
11G5

Transcomplemented 11G5

MG1655

Uninfected

A

F
lu

or
es

ce
nc

e 
(A

U
/w

el
l)

THP-1, 3h infection

0

50

100

150

200

F
lu

or
es

ce
nc

e 
(A

U
/w

el
l)

0

20

40

60

F
lu

or
es

ce
nc

e 
(A

U
/w

el
l)

BMDMs, 3h infection

THP-1, 6h infection

0

50

100

150

200

250

Wild-type Atg16l1∆MC
Wild-type Atg16l1∆MC

**
#

***
###

$$$

$

$$$

$$

$
***
##

**
#

$
$

BMDMs, 6h infection

B

C D

***
###

***
##

$
$

***
###

***
###

$$$

$$$

F
lu

or
es

ce
nc

e 
(A

U
/w

el
l)

*
*

***
##

*

***
##

***
###

***

***###

$$$

$$$

$$$

$$$

$$$

$

$$$

Figure 9



ApcMin/+/Atg16l1∆MC + PBSApcMin/+ + PBS

ApcMin/+ + 11G5 ApcMin/+/Atg16l1∆MC + 11G5

Bars = 100 µm

Figure 10



29 
 

Table S1: Primers for qRT-PCR. 

Primer  Sequence (5′-3′) 

18S-For 

18S-Rev 

CCCCTCGATGCTCTTAGCTGAGTGT 

CGCCGGTCCAAGAATTTCACCTCT 

Cyclin D1-For 

Cyclin D1-Rev 

CAGACGTTCAGAACCAGATTC 

CCCTCCAATAGCAGCGAAAAC 

Il-6-For 

Il-6-Rev 

ACAAGTCGGAGGCTTAATTACACAT 

TTGCCATTGCACAACTCTTTT 

Tnf--For 

Tnf--Rev 

AGGCTGCCCCGACTACGT 

GACTTTCTCCTGGTATGAGATAGCAAA 

Kc-For 

Kc-Rev 

TTGTGCGAAAAGAAGTGCAG 

TACAAACACAGCCTCCCACA 

Il-1-For 

Il-1-Rev 

TCGCTCAGGGTCACAAGAAA' 

CATCAGAGGCAAGGAGGAAAAC 

CD2-For 

CD2-Rev 

TGTATGGCACAAATGGGATG 

CAGTGGATCATGGGCTTT 

CD3-For 

CD3 -Rev 

TGCTCTTGCTGTATATCATTGC 

AACAGAGTCTGCTTGCTAAGC 

CD8-For 

CD8 -Rev 

TGCTGTCCTTGATCATCACTCT 

ACTAGCGGCCTGGGACAT 

FOXP3-For 
FOXP3 -Rev 

ACCACACTTCATGCATCAGC 

ATCATGGCTGGGTTGTCC 

CTLA4-For 

CTLA4-Rev 

TCACTGCTGTTTCTTTGAGCA 

GGCTGAAATTGCTTTTCACAT 

IFN--For 

IFN- -Rev 

ATCTGGAGGAACTGGCAAAA 

TTCAAGACTTCAAAGAGTCTGAGGTA 

For, forward; Rev, reverse. 
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Discussion et perspectives 

1. Implication de l’autophagie au sein des cellules épithéliales intestinale 

dans la réponse de l’hôte suite à l’infection par des CoPEC 

1.1. Etude du rôle de l’autophagie et des CoPEC dans l’initiation de la tumorigenèse 

colorectale 

Bien que plusieurs espèces bactériennes soient associées au développement du CCR, aucune 

d’entre elles n’est définie comme en étant responsable. Il a été montré que les CoPEC, en 

induisant des dommages à l’ADN, favorisent l’apparition de mutations dans les proto-

oncogènes ou gènes suppresseurs de tumeurs comme TP53 (Dziubańska-Kusibab et al., 2020; 

Pleguezuelos-Manzano et al., 2020). De plus, de précédentes études ont mis en évidence que 

les CoPEC ne sont pas seulement présents dans les tumeurs de patients atteints de CCR mais 

également dans la muqueuse saine (Arthur et al., 2012; Buc et al., 2013). Ces données suggèrent 

donc que les CoPEC seraient susceptibles de jouer un rôle dans l’initiation du CCR. 

Cependant, de précédentes études montrent que l’infection par ces bactéries n’induit pas de 

tumorigenèse colique chez des souris sauvages ou non traitées (Lucas et al., 2017). Notre 

hypothèse est que les CoPEC, associés à des facteurs de risque, pourraient être à l’origine de 

lésions adénomateuses coliques. L’inflammation chronique est bien connue comme étant l’un 

de ces facteurs de risque dans l’étiologie du CCR (Zhou et al., 2019). Ainsi, pour étudier 

l’implication potentielle des CoPEC dans l’initiation du CRC, nous avons utilisé un modèle 

murin associé à l’inflammation chronique mais sans la présence d’un agent carcinogène ou 

d’une susceptibilité génétique. Nous avons précédemment exposé que l’autophagie dans les 

cellules épithéliales intestinales (CEI) est  un mécanisme essentiel dans la défense de l’hôte 

pour inhiber la tumorigenèse colique causée par des CoPEC chez les souris ApcMin/+ 

génétiquement prédisposées au développement du CRC (Lucas et al., 2020). Dans le cadre de 

ce travail de thèse, nous avons observé que l’infection par les CoPEC provoque la formation 

d’adénocarcinomes coliques invasifs, favorisée par la déficience de l’autophagie chez ce 

modèle murin. L’un des mécanismes à l’origine du développement du CCR dans ce modèle 

murin associé à l’inflammation chronique pourrait être la formation de dommages à l’ADN, 

qui est augmentée par la déficience de l’autophagie.  
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Une étude précédente a dévoilé la présence des CoPEC chez 40% des patients atteints de MICI 

(Maladies inflammatoires chroniques de l’intestin) (Arthur et al., 2012). Il serait intéressant 

d’associer la colonisation de la muqueuse colique par des CoPEC avec le devenir de ces 

patients. Pour ce faire, nous profiterons de l’accès à la cohorte de patients atteints de maladie 

de Crohn présente au laboratoire (groupe REMIND). La présence des CoPEC sera déterminée 

par l’isolement des souches d’E.coli et la présence de l’îlot pks sera détectée par PCR. Ces 

patients seront suivis et l’apparition de cancer sera observée par un examen endoscopique 

régulier.  

Une alimentation occidentale, c’est-à-dire riche en gras et en sucre et pauvre en fibres, est 

fortement liée au développement du CCR (Barbirou et al., 2020). En effet, une récente étude a 

examiné l’impact d’un tel régime sur la carcinogenèse colique dans un modèle de colite induite 

préalablement traité avec un agent carcinogène, l’AOM (Benninghoff et al., 2020). Les souris 

nourries avec un régime occidental présentent une colite plus sévère et prolongée que celles 

ayant reçu une alimentation standard, ce qui a pour conséquence une augmentation de la 

tumorigenèse colorectale (Benninghoff et al., 2020). De plus, une étude préliminaire au 

laboratoire a montré qu’à la suite de 14 semaines de traitement avec un régime occidental, les 

souris développaient une inflammation intestinale supérieure à celle ayant été nourries avec 

un régime conventionnel. Une déficience de l’autophagie dans les CEI aggrave cette 

inflammation et entraîne une susceptibilité accrue aux bactéries AIEC associées à la maladie 

de Crohn.  

Ainsi notre hypothèse réside en ce que les CoPEC, associés à des facteurs de risque du CCR, 

tels qu’un régime occidental, pourraient favoriser l’apparition de lésions adénomateuses. Pour 

tester cette hypothèse, nous infecterons les souris sauvages et déficientes pour l’autophagie 

dans les CEI avec des CoPEC. Puis les souris seront traitées avec un régime occidental (Agus 

et al., 2016). La formation de lésions adénomateuses sera examinée par une colonoscopie 

disponible au laboratoire à différents temps post-infection.  

1.2. Mécanisme de régulation de l’autophagie dans les CEI par une infection par des 

CoPEC 

Une récente étude a montré un lien étroit entre l’autophagie, les CoPEC et le CCR (Lucas et 

al., 2020). Les patients atteints de CCR et colonisés par les CoPEC possèdent une expression 



hsa-miR-937-5p down

hsa-miR-1910-5p up

hsa-miR-1273g-3p up

hsa-miR-4726-3p up

hsa-miR-1470 up

hsa-miR-4512 up

hsa-miR-6722-3p down

hsa-miR-4728-5p up

hsa-miR-6850-3p up

hsa-miR-636 up

hsa-miR-6819-5p down

hsa-miR-3651 up

hsa-miR-6869-5p down

hsa-miR-4665-3p up

hsa-miR-3620-3p up

hsa-miR-200a-5p up

hsa-miR-6775-3p up

hsa-miR-6132 up

hsa-miR-1273e down

hsa-miR-6756-5p down

hsa-miR-371b-5p down

hsa-miR-939-5p down

hsa-miR-6815-3p up

hsa-miR-4436b-5p up

hsa-miR-4785 up

Tableau 1 : Liste des microARN dérégulés chez les patients atteints de CCR et colonisés par 
les CoPEC
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plus élevée de transcrits codants pour des protéines de l’autophagie, au sein de la muqueuse 

colique saine, en comparaison avec les patients non colonisés par cette bactérie (Lucas et al., 

2020). Des résultats similaires ont été observés in vitro à la suite de l’infection des cellules 

HCT116 avec les CoPEC (Lucas et al., 2020). Parmi les transcrits surexprimés sont notamment 

présents : ATG9A, ATG2A, MAPLC3, BECN1, ATG12 et ATG7 (Lucas et al., 2020). Ces résultats 

suggèrent que les CoPEC sont capables de moduler le processus autophagique. Il a été observé 

que certains gènes de l’autophagie peuvent être régulés par des miARN. De plus, une étude 

précédente menée par le laboratoire a montré qu’à la suite de l’infection des CEI par les 

bactéries AIEC (Escherichia coli adhérents et invasifs), associées à la maladie de Crohn, les 

niveaux d’expression de miR-103A et miR-30C sont augmentés. Ces deux microARN inhibent 

respectivement l’expression de ATG16L1 et ATG5, conduisant à une autophagie défectueuse 

et à une réplication intracellulaire anormale des bactéries AIEC (Nguyen et al., 2014). Dans le 

cadre du CCR, l’infection par des Fusobacterium nucleatum amène à une diminution de miR-

18a* et miR-4802, entraînant l’activation de l’autophagie et l’instauration d’une 

chimiorésistance permettant à la bactérie de prospérer (Yu et al., 2017).  

Ainsi, nous examinerons si l’infection par des CoPEC pourrait moduler les niveaux des 

microARN, régulant ainsi l’expression des gènes de l’autophagie. Nous avons analysé par une 

puce miARN le profil des microARN au sein de la muqueuse colique des patients atteints de 

CCR ayant une colonisation par les CoPEC (9 patients CoPEC+) et les patients qui n’en ont pas 

(7 patients CoPEC-). Les résultats ont mis en lumière une diminution de 6 miARN et une 

augmentation de 9 miARN chez les patients CoPEC+ par rapport aux patients CoPEC- 

(Tableau 1). Parmi les microARN dérégulés chez les patients CoPEC+, l’analyse in silico nous 

a permis de montrer que 12 miARN pourraient cibler les transcrits codants pour les protéines 

autophagiques. Pour augmenter la stringence de la prédiction, nous avons sélectionné 

uniquement les miARN qui sont prédits par au moins 2 algorithmes. En particulier, miR-6756-

5p a été prédit par 3 algorithmes pour cibler le transcrit ATG9A (Tableau 2). Ce résultat 

suggère que la colonisation par des CoPEC pourrait moduler le processus autophagique via 

ces microARN.  

Nous proposons de vérifier le niveau de ces miARN par qRT-PCR dans les lignées cellulaires 

de CCR, par exemple les cellules HT-29 et HCT-116, à la suite de l’infection par des CoPEC. Il 

serait également intéressant de regarder si cette altération est dépendante ou non de la 



Tableau 2 : Liste des transcrits, codant pour des protéines de l’autophagie, ciblés par les
microARN qui sont retrouvés augmentés (rouge) et diminués (vert) chez les patients
CoPEC+ en comparaison des CoPEC-
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présence de la colibactine et, pour cela, les mutants incapables de produire la colibactine seront 

utilisés. Si ces résultats sont confirmés, la transfection d’anti-miARN ou de miARN mimic 

pourra nous permettre de caractériser l’impact de ces miARN sur le processus autophagique, 

la survie intracellulaire de la bactérie ainsi que les effets pro-tumoraux des CoPEC. A cette fin, 

à la suite de la transfection et de l’infection par les CoPEC, nous analyserons l’accumulation 

de différents marqueurs de l’autophagie (LC3, p62) et γH2AX, un marqueur de dommages à 

l’ADN, par Western blot ou un marquage immunofluorescent. Par l’analyse ELISA, nous 

regarderons la sécrétion de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires à partir du 

surnageant des cellules infectées. Enfin, un test de survie nous permettra d’analyser la capacité 

des CoPEC à se multiplier au sein des cellules.  

1.3. Etude de l’implication de l’autophagie et d’une colonisation par des CoPEC dans 

la modulation de microbiote intestinal 

L’implication du microbiote intestinal sur la carcinogenèse colorectale a été mise en évidence 

chez des souris déficientes pour le gène Apc spécifiquement dans les CEI de manière inductible 

au tamoxifène (souris VilCreERT2Apclox/+ ou Apc+/-) et déficientes pour le gène Atg7 uniquement 

dans les CEI (souris VilCreERT2Apclox/+ Atg7lox/lox ou Apc+/- Atg7ΔCEI) (Lévy et al., 2015). Cette étude 

a montré que la déficience de l’autophagie entraîne la mise en place d’une dysbiose intestinale, 

qui est à l’origine d’une réponse immunitaire antitumorale, chez les souris Apc+/- Atg7ΔCEI. Ceci 

ayant pour conséquence, un développement tumoral ralenti chez les souris Apc+/- Atg7ΔCEI en 

comparaison des souris Apc+/-(Lévy et al., 2015).  

Nous avons également mis en évidence une diminution de la tumorigenèse colorectale chez 

les souris ApcMin/+ Atg16l1ΔCEI par rapport aux souris contrôles (Lucas et al., 2020). Cependant, 

à la suite d’une infection par la souche CoPEC 11G5, les souris ApcMin/+ Atg16l1ΔCEI développent 

un nombre et un volume tumoral plus importants que les souris ApcMin/+ (Lucas et al., 2020). 

Afin d’étudier l’implication du microbiote intestinal dans les effets observés, les tumeurs et 

muqueuses saines ont été préalablement extraites et soumises à un séquençage de l’ADN 

codant pour l’ARNr 16S. Un résultat préliminaire montre qu’à la suite de l’infection par 

CoPEC, la diversité du microbiote associé aux tumeurs chez les souris ApcMin/+ varie en 

comparaison des souris ApcMin/+ non infectées. Cependant cette variabilité est d’autant plus 



mg/mL

Vancomycine 2,5

Néomycine 5

Augmentin 5

Cefotaxime 5

Cloxacilline 5

Métronidazole 50

Amphotéricine 0,5

Tableau 3 : Liste des antibiotiques utilisés pour la transfert de flore 
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Tableau 37 : Les effets du transfert de microbiote associé à la muqueuse colique des souris 
ApcMin/+/ Atg16l1ΔCEI  et des souris contrôles sur la tumorigenèse colorectale des souris ApcMin/+

Les souris ApcMin/+ ou ApcMin/+ / Atg16l1ΔCEI ont été traitées avec de la streptomycine durant 3
jours (jour-4) et ont reçu de l’eau (jour-1) durant 24h. Les souris ont été gavées (jour 0) avec
du PBS ou avec 109 unités-colonies de la souche 11G5 et ont été euthanasiées à 65 jour post-
infection. Le microbiote associé à la muqueuse colique a été gavé aux souris ApcMin/+ qui ont
été préalablement traitées pendant 15 jours avec un cocktail d’antibiotiques. Le graphique
représente le volume tumoral déterminé au jour du sacrifice. Les données sont représentées
par la moyenne ± l’erreur à la moyenne (les souris ApcMin/+ + PBS : n=4, les souris ApcMin/+ /
Atg16l1ΔCEI + PBS : n=5, les souris ApcMin/++ 11G5 : n=4 et les souris ApcMin/+ / Atg16l1DCEI +
11G5 n =8). L’analyse statistique a été effectuée par l’utilisation de l’ANOVA à 1 facteur suivi
du test de Bonferroni. *P<.05.
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marquée lorsqu’est associée, en plus de l’infection par les CoPEC, à une déficience de 

l’autophagie dans les CEI.  

Afin de déterminer si cette dysbiose contribue à l’augmentation de la tumorigenèse colorectale 

chez les souris ApcMin/+ Atg16l1ΔCEI infectées par la souche 11G5, nous avons réalisé un transfert 

du microbiote associé à la muqueuse colique des souris ApcMin/+ Atg16l1ΔCEI et des souris 

contrôles, infectées ou non par la souche CoPEC 11G5 (donneuses), aux souris ApcMin/+ 

(receveuses). Pour cela, les souris receveuses ont été traitées par gavage durant 15 jours avec 

100 μL d’une solution d’antibiotiques pour supprimer leur microbiote intestinal (Tableau 3). 

Malheureusement, lors de cette première expérience, un nombre conséquent de souris a dû 

être euthanasié durant la période du traitement antibiotique. Cependant, même avec un 

nombre faible de souris, nous avons observé une augmentation significative du volume 

tumoral chez les souris receveuses ayant reçu les échantillons des souris infectées par la 11G5 

ApcMin/+ Atg16l1ΔCEI vs ApcMin/+ (Figure 37). Cependant aucune différence n’a été relatée dans la 

condition non infectée (Figure 37). Bien que cette expérimentation soit à améliorer, les résultats 

préliminaires suggèrent que la déficience de l’autophagie dans les CEI associée aux CoPEC 

participerait à la formation d’une dysbiose impliquée dans la carcinogenèse colorectale.  

A la suite de ces travaux, il serait intéressant d’identifier les populations bactériennes qui 

composent la dysbiose observée chez les souris ApcMin/+ Atg16l1ΔCEI infectées par la souche 

11G5. Pour ce faire, les données de séquençage de l’ADN codant pour l’ARN 16S à partir des 

tumeurs colorectales seront plus amplement analysées et nous évaluerons la présence absolue 

et relative des genres bactériens présents.  

Par la suite, nous isolerons des espèces bactériennes qui sont retrouvées augmentées chez les 

souris ApcMin/+/Atg16l1ΔCEI infectées, et nous testerons leur capacité pro-carcinogène in vitro. 

Pour ce faire, nous inhiberons l’autophagie par transfection dans des lignées cellulaires de 

CCR avec des siARN dirigés contre les transcrits codant pour des protéines autophagiques et 

nous infecterons ces cellules avec les bactéries isolées. Nous regarderons l’habilité des 

bactéries à induire la prolifération des cellules par l’analyse en Western blot d’un marqueur 

de prolifération CYCLIN D1. Puis, par analyse ELISA, nous regarderons leur état 

inflammatoire à partir du surnageant des cellules infectées. Enfin, nous évaluerons la capacité 

des bactéries à se multiplier au sein des cellules en réalisant un test d’invasion. Si les effets pro-
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carcinogènes sont validés in vitro, il sera possible de tester ces espèces in vivo, dans un modèle 

murin axénique ou gnotobiotique prédisposé au développement du CCR.  

Les bactéries retrouvées diminuées chez les souris ApcMin/+/ Atg16l1ΔCEI infectées pourraient être 

considérées comme des bactéries dites « bénéfiques » ayant un rôle protecteur dans la 

carcinogenèse colorectale. Leur activité sur l’autophagie ainsi que sur la réponse de l’hôte à la 

suite de l’infection par les CoPEC (dommages à l’ADN, sénescence, inflammation, 

prolifération) sera étudiée in vitro et in vivo.  

2. Implication de l’autophagie au sein des cellules myéloïdes dans la 

réponse de l’hôte à la suite de l’infection par des CoPEC 

2.1. Caractérisation du rôle de l’autophagie dans les cellules myéloïdes dans la 

composition du microenvironnement tumoral à la suite d’une infection par les 

CoPEC 

Puisque les cellules myéloïdes (MC : Myeloide cells) sont des contributeurs importants du 

microenvironnement tumoral, nous avons examiné le rôle de l’autophagie au sein des MC 

dans la carcinogenèse colorectale dans le cadre d’une infection par les CoPEC. Nous avons 

établi que la déficience spécifique de l’autophagie au sein des MC augmente le volume mais 

pas le nombre des tumeurs coliques chez les souris ApcMin/+ suite à l’infection par les CoPEC. 

Ceci est accompagné par une augmentation de la production des cytokines pro-

inflammatoires, une dérégulation de l’expression des gènes liés à la réponse des cellules T et 

une augmentation de la prolifération des cellules tumorales.  

Nous avons voulu ensuite explorer le mécanisme sous-jacent de l’augmentation de la taille des 

tumeurs colorectales chez les souris ApcMin/+/Atg16l1ΔMC infectées par les CoPEC. Comme les 

macrophages sont des cellules immunitaires infiltrantes prédominantes et favorisent les 

processus clés de la progression tumorale, nous avons isolés les BMDM (Bone   marrow-

derived macrophages) issus des souris Atg16l1ΔMC et des souris sauvages. Bien que la 

déficience de l’autophagie entraîne une augmentation du nombre intracellulaire de la bactérie 

CoPEC 11G5 et une augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires, ces effets 

sont indépendants de la présence de l’îlot pks puisqu’ils ont été aussi observés lors de 

l’infection par le mutant 11G5ΔclbQ.  Cependant, nous avons montré que la sécrétion de l’IL-
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1β est partiellement dépendante de la présence de l’îlot pks quand l’autophagie est déficiente.  

In vivo, la colonisation colique de la 11G5 ou 11G5ΔclbQ sont similaires. Cependant, comme 

les expérimentations utilisant le mutant 11G5ΔclbQ ont été réalisées que très récemment, nous 

n’avons pas encore analysé les données issues des souris ApcMin/+/Atg16l1ΔMC et des souris 

ApcMin/+ infectées avec la 11G5ΔclbQ.  

De manière intéressante, nous avons observé une augmentation de la production des ROS par 

les BMDM issus des souris Atg16l1ΔMC suite à l’infection par les CoPEC comparativement à 

l’infection par le mutant 11G5ΔclbQ. Dans la carcinogenèse, un des mécanismes par lesquels 

les ROS favorisent la progression tumorale est la suppression des cellules immunitaires. Une 

étude a relevé qu’un niveau important de ROS au sein du micro-environnement tumoral 

inhibe la prolifération des cellules T, lesquelles jouent un rôle central dans la réponse 

antitumorale, favorisant la progression de la carcinogenèse colorectale. De plus, une étude a 

montré que les ROS produits par les macrophages induisent les Tregs, une source 

d’immunosuppression, diminuant ainsi l'immunité des cellules T cytotoxiques infiltrées.  

Nos résultats préliminaires montrent que l’expression des gènes associés à la réponse T CD8+ 

cytotoxique (CD2, CD3γ, CD8α) est diminuée alors que celle associée aux cellules Treg 

immunosuppresseurs (FOXP3, CTLA4) est augmentée chez les souris ApcMin/+/Atg16l1ΔMC vs 

ApcMin/+ infectées avec la souche 11G5. Ce résultat suggère que la composition du micro-

environnement tumoral favoriserait la progression tumorale chez les souris ApcMin/+/Atg16l1ΔMC 

infectées avec les CoPEC. Cependant, l’expression d’autres gènes associés aux cellules T CD8+ 

cytotoxiques (CD8β, IL-15, ZAP70, GZMA, GZMβ, GZMκ, PRF1) ainsi que d’autres 

populations des cellules T jouant un rôle important dans la réponse immunitaire tumorale 

[(cellules Th1 (STAT1, IRF1, IFN-ϒ, TBX21, IL-12Rβ 1), les cellules Treg (FOXP3, CTLA4, TGF-

β1), les cellules Th17 (IL-17Rβ, IL-23α, RORC, IRF4, CCL20, CCR6, STAT3)] ont besoin d’être 

examinées. De plus, le niveau d’IFN-ϒ, connu pour favoriser l’immunité antitumorale, est 

diminué chez les souris ApcMin/+/Atg16l1ΔMC vs ApcMin/+ infectées avec la souche 11G5. Ainsi 

l’expression des gènes associés à la réponse de l’IFN-ϒ seront analysés par qRT-PCR ou puce 

à ARN. Les cellules immunitaires seront également isolées à partir de la muqueuse saine et 

des tumeurs pour caractériser les populations des cellules T ainsi que d’autres cellules 

immunitaires (macrophages, cellules dentritiques, neutrophiles, cellules NK, lymphocytes B) 

par l’analyse de cytométrie en flux en utilisant des marqueurs spécifiques. 



Fusion phagolysosome

LAPosome

Figure 38 : La voie LAP

La voie LAP est initiée par la phagocytose des récepteurs de surface comme TLR2, DECTIN-
1, FcyR et TIM4 lors de la reconnaissance des bactéries. Cela amène au recrutement et à
l’assemblage du complexe NOX2 (NADPH oxydase) qui est stabilisé par RUBICON.
RUBICON est un aussi composé du complexe PI3K (RUBICON BECL1, VPS15 et VPS34) qui
génère du PI3P. Le PI3P se lie à la sous unité p40phox du complexe NOX2. La génération de
ROS par la NADPH oxydase amène au recrutement de la machinerie permettant la
conjugaison de LC3 à la membrane du phagosome. La protéine LC3 est associée à son PE et
décore la membrane du LAPosome qui fusionne ensuite avec le lysosome pour donner un
phagolysosome.
(D’après Upadhyay et al 2019)

Complexe Nox2
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Nous souhaitons également démontrer un lien direct entre les ROS produits par les CoPEC, la 

réponse T et la progression de la carcinogenèse colorectale chez les souris ApcMin/+/Atg16l1ΔMC 

vs ApcMin/+. Pour cela, nous bloquerons la génération de ROS par des inhibiteurs, comme le 

BHA (Butylated hydroxyanisole) et nous caractériserons la réponse immunitaire ainsi que la 

tumorigenèse chez les souris infectées par les CoPEC. Une précédente étude a montré que le 

traitement continu de BHA dans la nourriture des souris à hauteur de 7,5 g de BHA/kg n’est 

pas toxique pour les souris et qu’elles ne développent ni anomalies ni  maladies particulières 

dans les deux années qui suivent (Zhang et al., 2013). Nous pouvons ainsi utiliser ce traitement 

dans notre modèle.  

2.2. Autophagie ou LC3-associated phagocytosis 

Dans notre seconde étude, nous avons exposé une augmentation de LC3-II, à la suite de 

l’infection par les CoPEC, au sein des macrophages humains THP-1 et des BMDM (Bone 

marrow-derived macrophages). Ainsi, nous avons pu suggérer que le mécanisme mis en jeu à la 

suite de l’infection est l’autophagie. Cependant, une forme d’autophagie non décrite dans ce 

manuscrit existe, appelé autophagie non canonique ou LAP (Lc3-associated phagocytosis) 

(Figure 38).  

Contrairement à l’autophagie, qui est un processus présent dans toutes les cellules eucaryotes, 

la voie LAP est cantonnée aux cellules douées de phagocytose comme les macrophages, 

neutrophiles, cellules dendritiques et les cellules épithéliales. Caractérisée par la conjugaison 

de LC3 à la membrane du phagosome, la voie LAP utilise une portion de la machinerie 

autophagique. Cependant, la manipulation de la voie LAP in vivo altère l’activation 

immunitaire et la réponse inflammatoire sans affecter l’autophagie conventionnelle 

(Heckmann and Green, 2019).  

La voie LAP est initiée par la reconnaissance de l’élément à dégrader grâce à des récepteurs 

membranaires spécifiques, tels que les TLR (Toll-like receptor). Ceci amène au remodelage du 

cytosquelette qui permet l’internalisation du cargo emprisonné au sein d’un phagosome, 

vésicule à simple membrane. Du PI3P est produit à la membrane du LAPosome par le 

complexe PI3KCIII (PI3-kinase de classe III) constitué de BECN1, UVRAG, RUBICON et de la 

kinase PI3K ainsi que de sa sous unité régulatrice 4. Par la suite, NOX2 (Complexe NADPH 

oxydase 2) est recruté au phagosome et produit au sein de ses derniers des ROS. Ceux-ci sont à 
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l’origine du recrutement de deux systèmes de conjugaison impliqués dans l’autophagie : 

ATG12 -ATG5-ATG16L1 et LC3-II. Le LAPosome fusionne ensuite avec le lysosome et le 

matériel séquestré est dégradé. Bien que la plupart des protéines qui interviennent dans le 

processus autophagique et dans la voie LAP soient identiques, ATG14L1 et le complexe ULK1 

signent l’activation du processus autophagique alors que NOX2 est associée à la voie LAP.  

Tout comme l’autophagie, la voie LAP est impliquée dans le contrôle des bactéries 

intracellulaires. En effet, à la suite d’une infection par les Listeria monocytogenes, la voie LAP 

est activée au sein des macrophages pour permettre l’élimination des bactéries (Gluschko et 

al., 2018; Mitchell et al., 2018). Il en est de même pour  les Streptococcuss pneumoniae qui sont 

associés avec des phagosomes de façon dépendante de NOX2, RUBICON mais pas de ULK1, 

FIP200 ou ATG14L1 (Inomata et al., 2020).  

Ainsi, nous caractériserons l’implication de la voie LAP à la suite de l’infection par les CoPEC 

au sein des macrophages. Pour cela, les THP-1 ou BMDM seront infectés par la souche 11G5 

couplée à de la GFP (Green fluorescent protein). Par l’analyse d’immunofluorescence, nous 

localiserons la bactérie et l’associerons avec des protéines spécifiques de la voie LAP, comme 

NOX2. A l’aide de siARN dirigés contre le transcrit codant pour ATG14L1, FIP200 ou ULK1 

- protéines impliquées dans l’autophagie mais pas dans LAP - nous analyserons 

l’accumulation de LC3-II par Western blot à la suite de l’infection par les CoPEC. Si l’infection 

par les CoPEC induit une accumulation de LC3-II indépendamment d’ATG14L1, FIP200 ou 

ULK1, la voie LAP pourrait être activée et responsable de l’accumulation de LC3-II à la suite 

de l’infection par les CoPEC. Pour finir, par microscopie électronique en transmission, nous 

regarderons si les CoPEC sont présentes au sein de vacuoles composées d’une simple 

membrane, caractéristique de la voie LAP, ou d’une double membrane, propre au processus 

autophagique. Si la voie LAP est impliquée, nous mesurerons l’impact de son inhibition sur la 

survie intracellulaire des CoPEC. Dans ce but, nous utiliserons des siARN dirigés contre le 

transcrit de la NADPH et effectuerons un test de survie au sein des macrophages THP-1 et 

BMDM.  

Ces travaux permettront de préciser les mécanismes impliqués dans le contrôle des effets pro-

carcinogènes des CoPEC.  



Noyau

Tableau 39 : L’inflammasome NLRP3

La reconnaissance des motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMP : Pathogen-
associated molecular pattern), tel que le LPS, par les TLR, induit l’expression de NF-kB qui en
retour intervient dans la synthèse des ARN messagers de l’IL-1b et IL-18. Les TLR en
agissant sur la production de ROS activent l’inflammasome NLRP3. Ce complexe est défini
par l’oligomérisation de la protéine ASC (Apoptosis-associated speck like protein) et de la pro-
caspase-1, amenant à l’activation de la caspase-1. Cette dernière permet la conversion de la
pro-IL-1b en IL-1b active et de la pro-IL-18 en IL-18 active. Ces deux cytokines activées sont
alors sécrétée par la cellules.



Discussion et perspectives 

158 
 

2.3. Etude du rôle de l’autophagie et des CoPEC dans la polarisation macrophagique 

et le développement du CCR 

Les macrophages associés aux tumeurs (TAM : Tumor-associated macrophagies) sont capables de 

se différencier en macrophages de phénotype M1 (pro-inflammatoire) ou M2 (anti-

inflammatoire) en réponse à diverses stimulations présentes au sein du microenvironnement 

tumoral (Cassetta and Pollard, 2020). Comme les TAM représentent la composante principale 

du système immunitaire inné au sein du micro-environnement tumoral, le devenir des 

tumeurs est fortement impacté par leur polarisation différentielle.  

A ce jour, le rôle de l’autophagie dans la polarisation macrophagique est peu connu. 

Cependant, une étude récente incrimine la stabilisation de la protéine NLRP3 (NLR family pyrin 

domain containing 3) dans la polarisation macrophagique en phénotype M2 (Liu et al., 2020a). 

En étant stabilisée, NLRP3 interagit avec IRF4 (Facteur 4 régulateur de l’interferon), empêchant 

sa dégradation dépendante de p62 par l’autophagie et induisant le phénotype M2 (Liu et al., 

2020a). A contrario, dans le phénotype M1, l’autophagie est initiée à la suite de l’induction de 

l’inflammasome NLRP3 pour limiter son activation et la production de ROS (Figure 39) (Liu 

et al., 2020a). Dans le cadre du cancer du sein, l’inhibition de l’autophagie augmente la 

production de ROS au sein des macrophages, entraînant une augmentation de l’activité de 

l’inflammasome NLRP3 et la polarisation en phénotype M1 (Cotzomi-Ortega et al., 2021; Kim 

et al., 2020a).  

Afin de caractériser le rôle de l’autophagie et des CoPEC dans la polarisation macrophagique, 

nous nous pencherons sur différents marqueurs exprimés par les THP-1 et BMDM à la suite 

de l’infection. Les macrophages de phénotype M1 sont caractérisés par une production de 

iNOS (Nitrique synthase), TNF-α et du marqueur de surface CD86. A l’inverse, les macrophages 

de phénotype M2 présentent une production d’arginase 1, d’IL-10 et du marqueur de surface 

CD206. Tous ces éléments peuvent être analysés par Western blot, immunofluorescence et 

cytométrie en flux (iNOS, arginase-1, CD86, CD206) ainsi que par les analyses ELISA et qRT-

PCR (TNF-α, IL-10). Il serait également intéressant de caractériser quelle population de 

macrophages est associée aux tumeurs chez les souris ApcMin/+ et ApcMin/+/Atg16l1ΔMC infectées 

par les CoPEC. Pour cela, nous extrairons les cellules immunitaires infiltrées aux tumeurs et à 
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Tableau 40 : L’infection par les CoPEC semble induire l’activation de l’inflammasome
NLRP3 dans les macrophages humains THP-1

Les macrophages THP-1 ont été infectés à MOI 100 par la souche MG1655, la 11G5 et le
mutant durant 8h. Le contrôle positif a été réalisé en infectant les THP-1 avec du LPS
(Lipopolysaccharide) pendant 14h. (A) Un Western blot représentatif en utilisant le lysat
cellulaire et (B) la quantification de l’intensité des bandes à partir de 2 blots indépendants. Les
valeurs représentent la moyenne ± l’erreur à la moyenne.

A B
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l’aide de différents marqueurs, nous analyserons leur densité par différentes techniques : 

cytométrie en flux, immunohistochimie ou immunofluorescence à partir des coupes de côlon.  

Le rôle de l’autophagie dans ce processus pourra être défini par l’utilisation de BMDM issus 

de souris Atg16l1ΔMC ou par l’utilisation de siARN dirigés contre les transcrits codants pour 

des protéines autophagiques dans les THP-1. A la suite d’une déficience de l’autophagie, la 

production élevée de ROS induits par les CoPEC favoriserait la formation et l’activation de 

l’inflammasome NLRP3, acteur majeur de l’inflammation macrophagique (Kim et al., 2020a). 

L’inflammasome NLRP3 joue un rôle dans la carcinogenèse colique et est notamment lié à la 

transition épithélio-mésenchymateuse et la progression du CCR (Marandi et al., 2021).  Dans 

notre étude, il serait alors important non seulement d’analyser la polarisation macrophagique 

mais également l’état d’activation de l’inflammasome NLRP3. Pour ce faire, nous analyserons 

par l’immunoprécipitation suivis de Western blot l’interaction entre la protéine NLRP3 et ASC 

(Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD), révélatrice de la formation de ce 

complexe. Son activation pourra être détectée par l’analyse de niveau de la CASPASE 1 clivée 

et la sécrétion de l’IL-1β et IL-18. En effet, CASPASE-1 est clivée par le complexe NLRP3-ASC 

en sous-unités activatrices p10 et p20 qui sont sécrétées par la cellule. L’analyse par ELISA 

permettra de détecter ces deux sous-unités ainsi que la sécrétion de ces deux cytokines. Cette 

technique pourra être employée en utilisant le surnageant des cellules macrophagiques THP-

1 et BMDM déficients ou non pour l’autophagie et infectés par les CoPEC. Les sous-unités 

CASPASE1-p10 and p20 pourraient également être détectées par Western blot. 

De manière intéressante, nos résultats préliminaires ont montré que l’infection avec la souche 

11G5 induit une augmentation de la sous-unité CASPASE1-p10 comparativement à la 

condition non infectée ou infectée avec la souche MG1655 et avec le mutant 11G5ΔclbQ (Figure 

40). Ce premier résultat nous laisse penser que les CoPEC seraient capables d’induire 

l’inflammasome NLRP3 de façon dépendante de l’îlot pks. Afin de regarder l’implication de 

l’autophagie dans ce processus, nous infecterons les BMDM sauvages et déficients pour 

l’autophagie avec les souches précédemment décrites. Nous espérons observer une 

augmentation de CASPASE1-p10, révélatrice de l’activation de l’inflammasome NRLP3, à la 

suite de l’infection par la 11G5 dans les BMDM issus de souris Atg16l1ΔMC vs les BMDM 

sauvages. De plus, pour confirmer l’implication de la colibactine nous espérons également 
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observer une augmentation de CASPASE1-p10 dans les BMDM déficients pour l’autophagie 

et infectés par la souche 11G5 en comparaison avec l’infection par le mutant 11G5ΔclbQ.  

Dans la Figure 8D de la deuxième étude, nous avons observé une augmentation de la sécrétion 

de l’IL-1β par les BMDM issus des souris Atg16l1ΔMC  à la suite de l’infection par la 11G5, par 

rapport aux conditions non infectée ou infectée par le mutant 11G5ΔclbQ (Figure 8D).  

L’IL-1β joue un rôle conséquent dans la progression des cancers. En effet, cette cytokine est 

d’abord associée à un mauvais pronostic dans le mélanome, le cancer du côlon, du poumon, 

du sein et du cancer de la tête et du cou (Rébé and Ghiringhelli, 2020). En ce qui concerne le 

CCR, il a été montré que l’IL-1β induit une augmentation de l’expression de miR-181a dans 

les cellules issues du cancer colorectal, qui est responsable de la répression de PTEN 

(Phosphatase and tensin homolog) et de l’induction de la prolifération (Hai Ping et al., 2016). Un 

effet similaire de l’IL-1β dans la prolifération des cellules issues du cancer du côlon a été 

identifié via l’inactivation de GSK-3β (Glycogen synthase kinase), amenant à l’activation de la 

voie Wnt et de la croissance tumorale (Kaler et al., 2009). Une fois sécrétée, l’IL-1β peut cibler 

différents types cellulaires par le récepteur de l’IL-1 (IL-1R) - qui appartient à la superfamille 

des TLR/IL-1R - activant en aval les voies de signalisation. L’une de ces voies est celle de 

p38/JNK et NF- κB, laquelle amène à la transcription des gènes cibles impliqués dans différents 

processus biologiques, suivant le type cellulaire qui a été stimulé par l’IL-1β. Cette 

augmentation de la sécrétion de l’IL-1β par les macrophages déficients en autophagie et 

infectés par la 11G5 vs infectés par le mutant pourrait être l’un des mécanismes sous-jacents 

de l’augmentation de la prolifération des CEI dans les cellules tumorales des souris 

ApcMin/+/Atg16l11ΔMC vs ApcMin/+.  

Comme mentionné précédemment, l’activation de l’inflammasome NLRP3 ne conduit pas 

seulement à la sécrétion de l’IL-1β mais aussi de la sécrétion de l’IL-18. Ainsi pour confirmer 

notre hypothèse de l’implication de l’inflammasome NLRP3 dans la croissance tumorale, nous 

mesurerons le taux de sécrétion de l’IL-18 par l’analyse ELISA.  

2.4. Etude du rôle de l’autophagie dans les cellules dendritiques à la suite de l’infection 

par les CoPEC 

Notre étude concernant les cellules myéloïdes s’est intéressée plus particulièrement à la 

réponse inflammatoire macrophagique à la suite de l’infection par les CoPEC. Cependant, 
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dans notre modèle murin Atg16l1ΔMC, l’autophagie n’est pas seulement déficiente dans les 

macrophages mais également dans les DC (Dentritic cell). Ces dernières régulent l’immunité 

innée et adaptative et expriment une myriade de PRR (Pathogen recognition receptor) qui 

contribuent à leur capacité à moduler rapidement la réponse immunitaire. Les antigènes 

produits à la suite d’une dégradation de pathogènes par le processus autophagique sont 

présentés par le CMH de classe II aux cellules T, permettant d’induire une réponse 

immunitaire adaptative (Oh and Lee, 2019). Une étude a montré que l’infection des DC par les 

AIEC associés à la maladie de Crohn active l’autophagie, qui contribue à l’élimination des 

bactéries intracellulaires et à la génération du CMH de classe II spécifique de la réponse 

immunitaire des LT CD4+ (Cooney et al., 2010).  

Il serait donc intéressant d’étudier l’impact de l’infection par les CoPEC et la déficience de 

l’autophagie sur la fonction des DC, qui par la présentation antigénique, moduleraient la 

réponse immunitaire adaptative. Pour ce faire, les DC seront dérivés à partir des cellules de la 

moelle osseuse des souris Atg16l1flox/flox et Atg16l1ΔMCs pour générer des BMDC (Bone marrow-

derived dentritic cells). Après avoir infecté les BMDC avec les CoPEC, nous regarderons la 

quantité de CMH de classe II à la surface des cellules, par l’analyse en cytométrie en flux de 

H2-DR (l’équivalent chez l’homme de HLA : Human leukocyte antigen DR). In vivo, après 

extraction des cellules dendritiques présentes dans les tumeurs colorectales des souris ApcMin/+ 

et ApcMin/+/Atg16l1ΔMC infectées ou non par les CoPEC, nous regarderons par analyse en 

cytométrie en flux la quantité de DC qui expriment H2-DR à leur surface.  

Pour finir, nous évaluerons la capacité des cellules dendritiques exposées aux CoPEC et/ou 

déficientes pour l’autophagie à induire la prolifération des LT CD4+. Après avoir isolé les LT 

CD4+ par cytométrie en flux à partir du sang, les lymphocytes seront mis en coculture avec les 

BMDC durant deux heures. Les DC auront au préalable été infectées avec les CoPEC. Puis, 

pour évaluer la prolifération des LT, ces derniers seront mis en contact avec un fluorochrome 

de prolifération cellulaire. Brièvement, le colorant se lie aux protéines cellulaires contenant des 

acides aminés primaires et, lorsque les cellules se divisent, il est réparti équitablement entre 

les cellules filles. La génération de cellules filles peut être mesurées comme une réduction de 

moitié consécutive de l’intensité de la fluorescence du colorant par cytomètre en flux (Quah et 

al., 2007).  
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3. Impact de l’induction de l’autophagie sur la carcinogenèse colorectale 

induite par les CoPEC 

L’ensemble de ce travail de thèse montre que l’autophagie est un mécanisme essentiel de la 

défense de l’hôte, permettant de limiter les effets pro-carcinogènes des CoPEC. Nous 

souhaiterions évaluer l’impact de la modulation de l’autophagie sur le contrôle de l’infection 

par les CoPEC. Pour cela, nous utiliserons un agent pharmacologique, la rapamycine qui est 

un inducteur de l’autophagie largement utilisé dans les études in vitro et in vivo. Une étude 

récente a montré qu’un traitement à la rapamycine diminue le nombre de tumeurs coliques 

dans le modèle murin ApcMin/+ (Parihar et al., 2021).   

Dans un premier temps, les CEI ou les macrophages THP-1 seront infectés par les CoPEC en 

présence ou absence de la rapamycine à 40 μg/mL (Bretin et al., 2016). Nous examinerons 

l’impact de ce traitement sur la production de ROS, les dommages à l’ADN, la senescence et 

le phénotype sécrétoire associé, ainsi que la production des cytokines et chimiokine 

inflammatoires (Lucas et al., 2020). In vivo, dès l’âge de 4 semaines, les souris ApcMin/+ seront 

nourries avec un régime contenant 42 ppm (parts per million) de rapamycine encapsulée, qui 

prodiguera une dose de 6,72 mg de rapamycine/kg du poids corporel/jour ou avec un régime 

contrôle qui comprendra des capsules vide (Johnson et al., 2015). Les souris seront ensuite 

infectées par les CoPEC puis le développement tumoral sera suivi par une colonoscopie. Les 

effets du traitement sur la carcinogenèse colorectale seront ensuite évalués. Les souris vont 

être sacrifiées à différents temps post-infections, et le nombre ainsi que la volume tumoral vont 

être déterminés.  A partir des coupes de côlon, nous réaliserons un score histologique comme 

précédemment décrit (Lucas et al., 2020). Nous analyserons ensuite les effets pro-carcinogènes 

de CoPEC, tels que les dommages à l’ADN et la prolifération cellulaire, grâce à des analyses 

par l’immunohistochimie pour détecter respectivement les marqueurs yH2AX et Ki67. Nous 

observerons également l’état inflammatoire en réalisant des qRT-PCR à partir de tumeurs et 

de la muqueuse saine. Les populations de cellules immunitaires dans le microenvironnement 

tumoral seront déterminés par l’analyse de cytométrie en flux ou par marquage 

immunofluorescent.  

Cependant, l’utilisation de la rapamycine dans cette étude servira seulement de preuve de 

concept. En effet, des résultats ont montré que son utilisation amène à des effets qui sont 
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indépendants de l’autophagie tels que des effets immunosuppresseurs (Galluzzi et al., 2017). 

Pour autant, si nous montrons que la rapamycine permet de limiter le développement tumoral 

à la suite de l’infection par les CoPEC, des stratégies personnalisées pour moduler 

spécifiquement l’autophagie pourraient être envisagées et développées pour les patients qui 

présentent une colonisation par les CoPEC. De nouvelles stratégies vectorisées ou des 

interventions alimentaires basées sur des compléments alimentaires tels que les polyphénols 

végétaux ayant la capacité d’induire l’autophagie pourraient être considérés. 
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Conclusion générale 

 

Mes travaux de thèse ont permis de mettre en évidence le rôle prépondérant de l’autophagie 

pour limiter les effets pro-carcinogènes des CoPEC. En premier lieu, nous avons montré in vivo 

que l’autophagie au sein des cellules épithéliales intestinales est nécessaire pour diminuer les 

dommages à l’ADN et la formation de cancers invasifs induits par les CoPEC, dans un modèle 

murin de CCR associé à l’inflammation chronique et ne présentant pas de susceptibilité 

génétique ou l’utilisation d’agents carcinogènes. Dans notre seconde étude, nous avons mis en 

évidence que l’autophagie au sein des cellules myéloïdes est nécessaire pour limiter 

l’accroissement tumoral dans le modèle murin ApcMin/+, à la suite de l’infection par les CoPEC. 

L’étude du mécanisme qui en découle a révélé que l’autophagie permet de limiter la 

prolifération cellulaire, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, la production de ROS et 

de moduler la réponse immune associée à l’infiltration des cellules T.  

De nouvelles stratégies visant à moduler spécifiquement l’autophagie notamment par 

l’utilisation de thérapies vectorisées ou de nutriments, tels que les polyphénols végétaux ayant 

la capacité d’induire l’autophagie, pourraient être envisagées pour les patients présentant une 

colonisation par les souches CoPEC.
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BACKGROUND & AIMS: Colibactin-producing Escherichia coli
(CoPEC) colonize the colonic mucosa of a higher proportion of
patients with vs without colorectal cancer (CRC) and promote
colorectal carcinogenesis in susceptible mouse models of CRC.
Autophagy degrades cytoplasmic contents, including intracel-
lular pathogens, via lysosomes and regulates intestinal ho-
meostasis. We investigated whether inhibiting autophagy
affects colorectal carcinogenesis in susceptible mice infected
with CoPEC. METHODS: Human intestinal epithelial cells
(IECs) (HCT-116) were infected with a strain of CoPEC
(11G5 strain) isolated from a patient or a mutant strain
that does not produce colibactin (11G5DclbQ). Levels of
ATG5, ATG16L1, and SQSTM1 (also called p62) were
knocked down in HCT-116 cells using small interfering
RNAs. ApcMin/þ mice and ApcMin/þ mice with IEC-specific
disruption of Atg16l1 (ApcMin/þ/Atg16l1DIEC) were infected
with 11G5 or 11G5DclbQ. Colonic tissues were collected
from mice and analyzed for tumor size and number and by
immunohistochemical staining, immunoblot, and quantita-
tive reverse transcription polymerase chain reaction for
markers of autophagy, DNA damage, cell proliferation, and
inflammation. We analyzed levels of messenger RNAs
(mRNAs) encoding proteins involved in autophagy in
colonic mucosal tissues from patients with sporadic CRC
colonized with vs without CoPEC by quantitative reverse-
transcription polymerase chain reaction. RESULTS: Patient
colonic mucosa with CoPEC colonization had higher levels
of mRNAs encoding proteins involved in autophagy than
colonic mucosa without these bacteria. Infection of cultured
IECs with 11G5 induced autophagy and DNA damage
repair, whereas infection with 11G5DclbQ did not. Knock-
down of ATG5 in HCT-116 cells increased numbers of
intracellular 11G5, secretion of interleukin (IL) 6 and IL8,
and markers of DNA double-strand breaks but reduced
markers of DNA repair, indicating that autophagy is
required for bacteria-induced DNA damage repair. Knock-
down of ATG5 in HCT-116 cells increased 11G5-induced
senescence, promoting proliferation of uninfected cells.
Under uninfected condition, ApcMin/þ/Atg16l1DIEC mice
developed fewer and smaller colon tumors than ApcMin/þ

mice. However, after infection with 11G5, ApcMin/þ/Atg16l1DIEC

mice developed more and larger tumors, with a significant

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1053/j.gastro.2019.12.026&domain=pdf


WHAT YOU NEED TO KNOW

BACKGROUND AND CONTEXT

Colibactin-producing Escherichia coli (CoPEC) have been
associated with development of colorectal cancer (CRC).

NEW FINDINGS

CoPEC induce autophagy in intestinal epithelial cells,
which promotes DNA damage repair. Inhibiting
autophagy increased the inflammatory and carcinogenic
effects of CoPEC in susceptible mice.

LIMITATIONS

This study was performed in mice and cell lines, and with
a small number of human tissues. More studies of the
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increase in mean histologic score, than infected ApcMin/þ

mice. Increased levels of Il6, Tnf, and Cxcl1 mRNAs,
decreased level of Il10 mRNA, and increased markers of
DNA double-strand breaks and proliferation were observed
in the colonic mucosa of 11G5-infected ApcMin/þ/Atg16l1DIEC

mice vs 11G5-infected ApcMin/þ mice. CONCLUSION: Infec-
tion of IECs and susceptible mice with CoPEC promotes
autophagy, which is required to prevent colorectal tumor-
igenesis. Loss of ATG16L1 from IECs increases markers of
inflammation, DNA damage, and cell proliferation and in-
creases colorectal tumorigenesis in 11G5-infected ApcMin/þ

mice. These findings indicate the importance of autophagy
in response to CoPEC infection, and strategies to induce
autophagy might be developed for patients with CRC and
CoPEC colonization.
effects of CoPEC in humans are needed.

IMPACT

CoPEC induce autophagy in intestinal epithelial cells.
Strategies to modulate autophagy might be developed
for treatment of CRC in patients with CoPEC colonization.
Keywords: Microbiome; Pathogenic Bacteria; Toxin; Colon
Cancer.

olorectal cancer (CRC) is the third most common
Abbreviations used in this paper: AOM, azoxymethane; ApcMin/D/
Atg16l1DIEC, ApcMin/D mice deficient for Atg16l1 specifically in intestinal
epithelial cells; CoPEC, colibactin-producing Escherichia coli; CRC,
colorectal cancer; DSB, double-strand break; DSS, dextran sodium sul-
fate; IECs, intestinal epithelial cells; IL, interleukin; mRNA, messenger
RNA; PBS, phosphate-buffered saline; pks, polyketide synthase; qRT-
PCR, quantitative real-time reverse-transcription polymerase chain re-
action; siRNA, small interfering RNA.
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Ccancer, with approximately 1.36 million new cases
per year, and is the fourth leading cause of cancer-related
death worldwide, with about 700,000 death per year.1

CRC is a multifactorial disease for which several risk fac-
tors have been identified, such as age, genetic factors, un-
healthy behaviors, microbial factors, and inflammatory
bowel diseases. Among them, the gut microbiota has
emerged as a key player in CRC development. A modifica-
tion of gut microbiota composition or dysbiosis has been
reported in patients with CRC, with an increase in Bacter-
oides fragilis, Streptococcus bovis/gallolyticus, Escherichia
coli, Enterococcus faecalis, and Fusobacterium nucleatum and
a decrease in Faecalibacterium prausnitzii.2 The involve-
ment of gut microbiota in CRC has been then determined by
using mouse models of CRC. One of the best-known CRC
models is ApcMin/þ mice bearing a loss-of-function germinal
mutation in the Apc gene,3 which is the most prevalent
mutation and has been found in about 80% of CRCs.4 Germ-
free ApcMin/þ mice display a lower number of intestinal and
colorectal tumors compared with microbiota-bearing Apc-
Min/þ mice.5 Similar results were obtained for the CRC
mouse model chemically induced by azoxymethane (AOM)
and dextran sodium sulfate (DSS).6 Germ-free mice colo-
nized with the fecal microbiota from AOM/DSS-treated mice
exhibit enhanced colorectal tumorigenesis compared with
those colonized with the fecal microbiota from untreated
mice, suggesting that the dysbiotic microbiota directly
contribute to colorectal carcinogenesis.6 A recent study
showed that conventional mice treated with antibiotics and
then with AOM or germ-free mice receiving fecal samples
from patients with CRC exhibit increases in polyp numbers,
intestinal dysplasia and proliferation, and inflammation
compared with those receiving fecal samples from healthy
individuals.7 These studies provided evidence that CRC-
associated dysbiotic microbiota can promote colorectal
carcinogenesis.

Studies have shown a higher prevalence of colonic
mucosa-associated E coli in patients with CRC compared with
control individuals.2 Particularly, E coli strains harboring the
polyketide synthase (pks) pathogenicity island, which encodes
the genotoxin colibactin, have attracted growing research in-
terest. Colibactin-producing E coli (CoPEC) have been identi-
fied in the colonic mucosa of approximately 55.3% of patients
with CRC vs 19.3% of patients with diverticulosis.8 CoPEC
have been shown to induce DNA double-strand breaks (DSBs),
chromosomic instability, and cell cycle arrest.9,10 CoPEC
induce senescence of infected cells accompanied by secretion
of inflammatory mediators and growth factors, thus promot-
ing proliferation of adjacent uninfected cells.11 Importantly,
CoPEC are able to promote colon tumorigenesis in CRC mouse
models, including ApcMin/þ mice,12 AOM-treated il10–/–

mice,13 AOM/DSS-treated mice11 and ApcMin/þ/il10–/– mice.14

CoPEC might therefore promote colorectal carcinogenesis by
genomic instability, intestinal cell senescence and
inflammation.

Autophagy is a lysosome-dependent degradative process
that targets intracellular components, such as damaged or-
ganelles, misfolded proteins, toxic aggregates, and intracel-
lular pathogens, into double-membraned vesicles known as
autophagosomes, which fuse with lysosomes to form auto-
lysosomes, where the cargos are degraded. Autophagy is
considered a major survival mechanism that confers stress
tolerance, limits damage, and sustains cellular viability un-
der adverse conditions.15 Autophagy deficiency causes

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
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oxidative stress and genomic instability and has contributed
to the etiopathogenesis of many diseases, including cancers
and infectious diseases.15 In tumorigenesis, autophagy has a
complex and dual role. Indeed, some studies have high-
lighted its antitumor role of protecting cells from conditions
contributing to transformation and carcinogenesis, such as
oxidative stress, DNA damage, genetic instability, and
inflammation. However, other studies have described a
protumor role of autophagy because of its ability to protect
cancer cells from metabolic stress and hypoxia in the tumor
microenvironment.16

Recently, several studies have shown a link between
autophagy and CRC. An increased level of LC3-II, the form
associated with the autophagosomes, was observed in
colorectal tumors compared with normal tissues in patients
with CRC.17 A positive correlation between LC3 protein
expression and tumor aggressiveness was also reported.17

Increased expression of the autophagy-related protein
ATG10 in CRC was associated with tumor invasion and
metastasis.18 Furthermore, the 5-year survival rate of pa-
tients bearing tumors without ATG10 expression was
significantly higher than that of patients with ATG10-
expressing tumors.18 Nevertheless, patients with CRC with
higher expression of the autophagic proteins BECLIN 1,
LC3B, and BCL-xL, both in the center of the tumor and
adjacent noncancerous mucosa, compared with those with
lower expression, have a better overall survival rate.19 So
far, the role of autophagy in CRC is complex and remains
poorly understood.

Here, we investigated the implication of autophagy in
host defense against the carcinogenic effects of CoPEC
strains and in CRC development induced by the latter.

Materials and Methods
Information on bacterial strains, CoPEC colonization in

samples from patients with CRC, cell culture, infection and in-
vasion assay, small interfering RNA (siRNA) transfection, pro-
tein extraction and Western blot, total RNA extraction,
complementary DNA synthesis, quantitative reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction (qRT-PCR), enzyme-linked
immunosorbent assay, senescence-associated b-galactosidase
staining, immunofluorescent microscopy, histologic examina-
tion, and immunohistochemical staining appears in the
Supplementary Materials.

Bacterial Strains and Culture
The clinical E coli strains isolated from patients with

CRC8,20; the K12 C600 strain; the nonpathogenic E coli MG1655
strain; the commensal E coli HS strain; the clinical 11G5 strain;
and its isogenic mutant 11G5DclbQ, depleted for the clbQ gene
in the pks island and unable to produce colibactin,21 were
grown at 37�C in Luria–Bertani medium overnight.

Animal Model and Infection of Mice
ApcMin/þ mice deficient for Atg16l1 specifically in intestinal

epithelial cells (IECs) (ApcMin/þ/Atg16l1DIEC) and their litter-
mate controls (ApcMin/þ/Atg16l1flox/flox, hereafter termed
ApcMin/þ) were generated by using C57BL/6J-ApcMin/þ mice
(The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) and Atg16l1DIEC or
Atg16l1flox/flox mice.22 Mice were infected or not with the 11G5
strain or the mutant 11G5DclbQ, as previously described,12 and
killed on day 65 after infection. Colonic tumor number and
tumor volume ([width2 � length]/2) were determined with a
dissecting microscope. The colons were then swiss-rolled and
fixed in buffered 10% formalin and embedded in paraffin.
Nontumoral mucosa was frozen at –80�C for protein and RNA
extraction.

Ethical Statement
Animal protocols were in accordance with the recommen-

dations of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
of the Université Clermont Auvergne and were approved by the
Ministère de l’Education Nationale, de l’Enseignement Supér-
ieur et de la Recherche (APAFIS#11254).

Samples from patients with CRC came from the MiPaCor
(Microbiote et Pathologies ColoRectales) collection (ethical
approval for human study no. DC-2017-2972). Patients un-
derwent surgery for resectable CRC in the Digestive and Hep-
atobiliary Surgery Department of the University Hospital of
Clermont–Ferrand. All patients were adult volunteers and
signed informed consent before they were included in the
study. The exclusion criteria included clinically suspected he-
reditary CRC based on the revised Bethesda criteria,23 neo-
adjuvant chemotherapy, history of previous colonic resection,
emergency surgery, and use of antibiotics within 4 weeks
before surgery. Macroscopically normal mucosa samples adja-
cent to the tumor (10 cm from the tumor) were collected as
previously described.12,24

Statistical Analysis
Results are presented as mean ± standard error of the

mean or median. Statistical analyses between 2 or several
groups were performed with the Student t test (Mann–Whitney
if not parametric) or analysis of variance (ANOVA) followed by
a posttest Bonferroni correction (Kruskal–Wallis if not para-
metric), respectively, with GraphPad Prism (GraphPad Soft-
ware, San Diego, CA). A P value less than .05 was considered
statistically significant.
Results
Colonization of Nontumoral Colonic Mucosa
From Patients With Colorectal Cancer With
Colibactin-Producing Escherichia coli Is
Associated With High Messenger RNA
Expression Levels of Autophagy-Related Genes

To investigate the potential link between autophagy and
CoPEC colonization, we analyzed messenger RNA (mRNA)
levels of different autophagy genes by qRT-PCR in the
normal colonic mucosa from patients with sporadic CRC
colonized with CoPEC or with E coli strains that do not carry
the pks island, designated as E coli/pks– (Figures 1A and
Supplementary Figure 1). A significant increase in mRNA
expression levels of several autophagy-related genes was
observed in the mucosa colonized with CoPEC compared
with those colonized with E coli/pks– (Figure 1A). The
proportion of patients with high mRNA levels of
autophagy-related genes (>median) was increased in
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the group with CoPEC colonization compared with the E
coli/pks– group (Figure 1B). These data suggest that CoPEC
colonization in the CRC mucosa is associated with auto-
phagy activation.

Colibactin-producing Escherichia coli Infection
Induces Autophagy in Human Colon Cancer
Cells, and This Requires the pks Island

To support the data with patient samples, human CRC
HCT-116 cells were infected with the clinical CoPEC 11G5
strain, or its mutant 11G5DclbQ unable to produce col-
ibactin,21 or the transcomplemented 11G5 strain, and levels
of mRNAs encoding proteins involved in autophagy were
assessed. Supplementary Figure 2 shows that infection with
11G5 or the transcomplemented 11G5 strain increased
mRNA levels of several genes implicated in autophagy
process compared with 11G5DclbQ infection.

We next investigated whether autophagy is activated in
HCT-116 cells after infection with different clinical CoPEC
strains8,20 by analyzing the levels of LC3-I (cytosolic form)
and LC3-II (autophagosome-associated form) by Western
blot. Infection with CoPEC strains resulted in increased
LC3-II level, indicating autophagy activation, compared
with the uninfected condition or infection with the
nonpathogenic E coli K12 C600 or MG1655 strains, or
with the commensal E coli HS strain, or with the clinical E
coli/pks– strains (Figure 1C and D). Induction of a degra-
dative autophagy in CoPEC-infected HCT-116 cells was
confirmed by the concomitant decrease in SQSTM1 (also
called p62), a receptor protein degraded by functional
autophagy (Figure 1C and D). These were not observed
with E coli/pks– infection (Figure 1C and D), suggesting
that autophagy is specifically activated upon CoPEC
infection.

To confirm the implication of the pks island in autophagy
activation, HCT-116 cells were infected with the 11G5 strain
or its mutant 11G5DclbQ. As expected, 11G5 infection led to
autophagy activation, as evidenced by increased LC3-II level
and SQSTM1 degradation. This was not observed after
11G5DclbQ infection (Figure 1E and F). Infection with the
transcomplemented 11G5 strain resulted in similar results
=
Figure 1. Colonization of the colonic mucosa from patients with
gene expression. Autophagy is activated in human CRC cells
inhibit inflammation. (A) qRT-PCR analysis for mRNA express
mucosa from patients with CRC colonized with E coli/pks– (34 p
shows the value for each patient, with a line at the median. Stat
Whitney test. (B) For each autophagy-related gene, the median
the proportions of patients with mRNA levels higher or lower
performed using the Fisher exact test. *P < .05, **P � .01, ***P
nonpathogenic E coli strains (MG1655, commensal HS or K12 C
116 cells were uninfected or infected with 11G5 or the mutant
after infection (C) or at the indicated time points after infection (
n ¼ 3/condition (D, F). (G, H) HCT-116 cells were transfected wi
with 11G5. (G) Intracellular 11G5 number counted on Luria–Be
amounts in cell culture supernatant quantified by enzyme-link
represent mean ± standard error of the mean. Statistical analys
posttest. *P < .05, **P � .01, ***P � .001; a0P < .05, aP � .001
siRNA þ 11G5 at 0 hours.
as obtained for 11G5 infection (data not shown). Further-
more, the increase in LC3-II level induced by 11G5 infection
was also observed in cells treated with the inhibitor of
autophagy flux bafilomycin A1, indicating that 11G5 infec-
tion induces autophagy rather than blocks autophagy flux
(Supplementary Figure 3).

Autophagy Is Necessary to Eliminate Intracellular
11G5 Bacteria and Inhibit 11G5-Induced
Inflammation

Because autophagy is a key process used to eliminate
intracellular bacteria, we sought to check intracellular 11G5
number and proinflammatory cytokine production in
autophagy-defective cells. We inhibited autophagy by
transfecting HCT-116 cells with ATG5-specific siRNA, which
markedly reduced ATG5 protein expression compared with
scramble siRNA (Supplementary Figure 4). An increase in
intracellular 11G5 number was observed in ATG5 siRNA–
transfected compared with scramble siRNA–transfected
cells (Figure 1G). Secreted interleukin (IL) 6 and IL8 levels
were increased after 11G5 infection in scramble siRNA–
transfected cells, and this increase was more pronounced
in ATG5 siRNA–transfected cells (Figure 1H). Similarly,
ATG16L1 siRNA–transfected cells exhibited increases in
intracellular 11G5 number and secreted IL6 and IL8 levels
compared with scramble siRNA–transfected cells
(Supplementary Figure 5). These data indicate that ATG5-
and ATG16L1-dependent autophagy is necessary to elimi-
nate intracellular 11G5 bacteria and to inhibit 11G5-induced
inflammation.

Autophagy Is Necessary for DNA Damage Repair
After Infection With Colibactin-Producing
Escherichia coli

In cells transfected with vehicle or scramble siRNA, the
level of gH2AX, a marker of DNA DSBs, was increased upon
11G5 infection compared with that in uninfected cells or in
cells infected with the MG1655 strain or the 11G5DclbQ
mutant (Figure 2A and B). After 11G5 infection, g H2AX
level was markedly increased in ATG5 siRNA–transfected vs
CRC with CoPEC is associated with high autophagy-related
upon CoPEC infection to eliminate intracellular bacteria and
ion levels of autophagy-related genes in the normal colonic
atients) or CoPEC (31 patients) strains. Each dot in the graphs
istical analysis was performed with the nonparametric Mann–
mRNA level for all patients (65 patients) was determined, and
than the median were determined. Statistical analysis was
� .001. (C, D) HCT-116 cells were uninfected or infected with
600) or with clinical E coli/pks– and CoPEC strains. (E, F) HCT-
11G5DclbQ. Representative Western blot analysis at 8 hours
E). Quantification of band intensity from 3 independent blots,
th a scramble siRNA or ATG5 siRNA and then infected or not
rtani agar plates (n ¼ 6/condition). (H) Secreted IL6 and IL8
ed immunosorbent assay (n ¼ 6/condition). (D, F–H) Values
is was performed using 1-way ANOVA followed by Bonferroni
vs scramble siRNA þ 11G5 at 0 hours; bP � .001 vs ATG5
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scramble siRNA–transfected cells (Figure 2A and B). These
results were confirmed using HeLa cells in which the
ATG16L1 gene was depleted by the clustered regularly
interspaced short palindromic repeats/Cas9 gene editing
system (Supplementary Figure 6). Immunofluorescent la-
beling of gH2AX consistently showed an accumulation of
gH2AX foci, indicating phosphorylation of histone H2AX at
the site of DNA DSBs, after 11G5 infection in both ATG5
siRNA–transfected and scramble siRNA–transfected HCT-
116 cells. Furthermore, this accumulation was more impor-
tant in ATG5 siRNA–transfected cells (Figure 2C and D).

Next, we analyzed the recruitment of RAD51 into the
nucleus, which plays a central role in DNA damage repair.
After 11G5 infection, Western blot analysis showed
increased RAD51 level in the nuclear fraction from scramble
siRNA–transfected cells, indicating DNA repair activation,
and this was inhibited in ATG5 siRNA–transfected cells
(Figure 2E and F). Because the accumulation of SQSTM1 in
cells with defective autophagy was shown to inhibit the
recruitment of DNA repair proteins, such as RAD51, to the
sites of DNA DSBs, thereby impairing DNA damage repair,25

we investigated whether the observed effects were SQSTM1
dependent. As expected, SQSTM1 was accumulated in the
nuclear fraction from ATG5 siRNA–transfected cells
compared with scramble siRNA–transfected cells (Figure 2E
and F). However, in cells transfected with both ATG5 siRNA
and SQSTM1 siRNA, SQSTM1 level was markedly decreased
(Figure 2E and F). Importantly, SQSTM1 siRNA abolished the
inhibition of RAD51 recruitment into the nucleus upon 11G5
infection in ATG5 siRNA–transfected cells, because we
observed RAD51 recruitment into the nucleus in cells
transfected with both ATG5 and SQSTM1 siRNAs to a similar
level as that in scramble siRNA–transfected cells (Figure 2E
and F). This showed that SQSTM1 accumulation in
autophagy-deficient cells is responsible for the inhibition of
DNA damage repair. Immunofluorescent staining consis-
tently showed an accumulation of RAD51 foci in the nucleus
and at the nuclear periphery in scramble siRNA–transfected
cells upon 11G5 infection, and this was blocked in ATG5
siRNA–transfected cells (Figure 2G and H). However, inhi-
bition of SQSTM1 expression in ATG5 siRNA–transfected
cells increased RAD51 foci number upon 11G5 infection to
a level similar to what was observed in scramble siRNA–
transfected cells (Figure 2G and H). Together, these results
show that upon CoPEC infection, a functional autophagy is
necessary to activate DNA damage repair, and this is
dependent on SQSTM1.
=
Figure 2. Autophagy is necessary to limit 11G5-induced DNA
ATG5 siRNA, or with both ATG5 siRNA and SQSTM1 siRNA, and
or the mutant 11G5DclbQ. (A) Representative Western blot an
quantification of band intensity from 3 independent blots. (C) Im
with Hoechst (blue). (D) Quantification of gH2AX foci number/nu
experiments. (E) Representative Western blot analysis using nuc
3 independent blots. (G) Immunofluorescent labeling of RAD51 (r
of RAD51 foci number/nucleus determined from 20 cells/condi
± standard error of the mean. Statistical analysis was perform
< .05, **P � .01, ***P � .001; aP � .001, a*P � .01 vs scram
siRNAþ11G5; cP � .001 vs ATG5 siRNA uninfected; dP � .001
Autophagy Deficiency Leads to Enhanced
Colibactin-Producing Escherichia coli–Induced
Cellular Senescence, Promoting Proliferation of
Uninfected Cells

To investigate the role of autophagy in CoPEC-induced
cellular senescence, we infected HCT-116 cells pre-
transfected with scramble or ATG5 siRNA with 11G5 or
11G5DclbQ and detected senescent cells by b-galactosidase
staining at pH 6. 11G5 infection increased the number of b-
galactosidase–positive cells in scramble siRNA–transfected
cells, and this number was markedly increased in ATG5
siRNA–transfected cells (Supplementary Figure 7A and B).
These results were confirmed using ATG16L1-knockout
HeLa cells (Supplementary Figure 8).

Conditioned media derived from cells transfected with
ATG5 siRNA and infected with 11G5 enhanced HCT-116 cell
proliferation compared with that derived from cells trans-
fected with scramble siRNA and infected with 11G5
(Supplementary Figure 7C). A similar result was not
observed for infection with the MG1655 strain or the
11G5DclbQ mutant. These data show that autophagy defi-
ciency enhances CoPEC-induced cellular senescence, which
consequently increases proliferation of uninfected cells.

Together, these data showed that autophagy is activated
in IECs upon CoPEC infection, and this is required to limit
the inflammatory and carcinogenic effects of the bacteria.

Intestinal Epithelial Cell–Specific Autophagy
Deficiency Increases 11G5-Induced Colorectal
Carcinogenesis in ApcMin/þ Mice

To study the role of autophagy in host susceptibility to
CoPEC infection, ApcMin/þ/Atg16l1DIEC and ApcMin/þ mice
were orally administered phosphate-buffered saline (PBS)
(uninfected) or 11G5 or 11G5DclbQ bacteria. Under unin-
fected or 11G5DclbQ-infected conditions, ApcMin/þ/Atg16l1DIEC

mice exhibited increased body weight compared with
ApcMin/þ mice from day 44 or day 36 after administration,
respectively (Figure 3A). Uninfected ApcMin/þ/Atg16l1DIEC

mice exhibited increased body weight, and this could be
explained by the fact that these mice were in good health
and showed no pale feet or rectal prolapse. This was
consistent with the study by Lévy et al, who reported that
ApcMin/þ mice, after tamoxifen-mediated Atg7 inactivation
specifically in IECs, showed no signs of illness and that the
occurrence of intestinal neoplasia was very rare.26 In
contrast, after 11G5 infection, a decrease in body weight in
damage. HCT-116 cells were transfected with a scramble or
then infected or not with the MG1655 strain, the 11G5 strain,
alysis at day 5 after infection using total cell lysate and (B)
munofluorescent labeling of gH2AX (red). Nuclei were stained
cleus determined from 20 cells/condition and 2 independent
lear fraction lysate and (F) quantification of band intensity from
ed). Nuclei were stained with Hoechst (blue). (H) Quantification
tion and 2 independent experiments. Values represent mean
ed using 1-way ANOVA followed by Bonferroni posttest. *P
ble siRNA þ 11G5; bP � .001 vs ATG5 siRNA þ SQSTM1
vs ATG5 siRNA þ 11G5.
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Figure 4. Autophagy is necessary to limit 11G5-induced colonic inflammation in ApcMin/þ mice. ApcMin/þ/Atg16l1DIEC and
ApcMin/þ mice were orally administered PBS or 109 colony-forming units of 11G5 bacteria and killed on day 65 after
administration. Il6, Tnf, Cxcl1, and Il10mRNA levels in the colonic mucosa were quantified by qRT-PCR. Data are presented as
mean ± standard error of the mean (uninfected mice: n ¼ 7/group; ApcMin/þ þ 11G5: n ¼ 13; ApcMin/þ/Atg16l1DIEC þ11G5: n ¼
11) and are representatives of 2 independent experiments. Statistical analysis was performed using 1-way ANOVA followed by
Bonferroni posttest. *P < .05, **P � .01, ***P � .001.

=
Figure 3. IEC-specific autophagy deficiency in ApcMin/þ mice leads to increased 11G5-induced colorectal carcinogenesis.
ApcMin/þ/Atg16l1DIEC and ApcMin/þ mice were treated with streptomycin for 3 days (day –4) and then received water (day –1)
for 24 hours. Mice were orally administered (day 0) PBS or with 109 colony-forming units of 11G5 or 11G5DclbQ bacteria and
were killed at day 65 after administration. (A) The body weight of each mouse at different time points was determined and is
presented as percentage of body weight of the same mouse at day –4, defined as 100%. Data are presented as mean ±
standard error of the mean. aP < .05, aaP � .01: ApcMin/þ þ PBS vs ApcMin/þ/Atg16l1DIEC þ PBS. bP < .05; bbP � .01;
bbbP � .001: ApcMin/þ/Atg16l1DIECþPBS vs ApcMin/þ/Atg16l1DIEC þ 11G5. cP < .05, ccP � .01: ApcMin/þ þ 11G5 vs
ApcMin/þ/Atg16l1DIEC þ 11G5. ddP � .01; dddP � .001: ApcMin/þ þ 11G5DclbQ vs ApcMin/þ/Atg16l1DIEC þ 11G5DclbQ.
eP < .05: ApcMin/þ þ PBS vs ApcMin/þ þ 11G5. fP � .01: ApcMin/þ þ 11G5DclbQ vs ApcMin/þ þ 11G5. *P < .05, **P � .01,
***P � .001: ApcMin/þ/Atg16l1DIEC þ 11G5DclbQ vs ApcMin/þ/Atg16l1DIEC þ 11G5. (B) Representative photos of the colons
taken on the day mice were killed. (C) The number of colorectal tumors was determined by using a dissecting microscope.
(D) Tumor volume (volume of all tumors/number of tumors of each mouse). Data are presented as mean ± standard
error of the mean (uninfected mice: n ¼ 7/group; 11G5DclbQ-infected mice: n ¼ 8/group; ApcMin/þ þ 11G5: n ¼ 13;
ApcMin/þ/Atg16l1DIEC þ 11G5: n ¼ 11) and are representatives of 2 independent experiments. Statistical analysis was
performed using 1-way ANOVA followed by Bonferroni posttest. *P < .05, **P � .01, ***P � .001. (E) Histologic examination
of H&E-stained mouse colonic sections. Stars show colorectal tumor, arrowheads show infiltration of immune cells within
tumors, and arrows show superficial ulcerations in the tumor.
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Figure 5. Autophagy is necessary to limit 11G5-induced DNA damage in the colon in ApcMin/þ mice. ApcMin/þ/Atg16l1DIEC and
ApcMin/þ mice were orally administered PBS or 109 colony-forming units of 11G5 bacteria and were killed on day 65 after
administration. Representative Western blot analysis of (A) LC3 and (C) gH2AX levels in the nontumoral colonic mucosa. (B, D)
Quantification of band intensity from n ¼ 7/group for uninfected mice and n ¼ 10/group for infected mice. (E) gH2AX
immunohistochemical staining of nontumoral colonic mucosa and (F) quantification of gH2AX foci number/crypt determined
from 20 crypts/mouse and 6 mice/group. Values represent mean ± standard error of the mean. Statistical analysis was
performed using 1-way ANOVA followed by Bonferroni posttest. **P � .01, ***P � .001.
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ApcMin/þ/Atg16l1DIEC vs ApcMin/þ mice was observed from
day 44 after administration (Figure 3A). Furthermore,
11G5-infected ApcMin/þ/Atg16l1DIEC mice exhibited
decreased body weight compared with uninfected or
11G5DclbQ-infected ApcMin/þ/Atg16l1DIEC mice from day 22
after administration (Figure 3A).

Shortening of the colon, a macroscopic parameter of
tumor development, was more pronounced (P ¼ .036) in
ApcMin/þ/Atg16l1DIEC mice (colon length, 6.8 ± 0.28 cm;
n ¼ 11) compared with ApcMin/þ mice (colon length, 7.58 ±
0.59 cm; n ¼ 13) after 11G5 infection. The representative
photos of the colons of each group are shown in Figure 3B.

Under uninfected or 11G5DclbQ-infected conditions,
ApcMin/þ/Atg16l1DIEC mice had a lower number of tumors
and decreased tumor volume compared with ApcMin/þ

mice (Figure 3C and D). The decrease in tumorigenesis in
ApcMin/þ/Atg16l1DIEC mice, which was consistent with the
study by Lévy et al,26 also explained the increase in their
body weight compared with ApcMin/þ mice. However, after
11G5 infection, increases in the number and volume of tu-
mors were observed in ApcMin/þ/Atg16l1DIEC vs ApcMin/þ

mice (Figure 3C and D). Histologic examination consistently
showed larger adenocarcinomas with increased inflamma-
tory cell infiltration in the tumors in ApcMin/þ/Atg16l1DIEC vs
ApcMin/þ mice after 11G5 infection (Figure 3E). Under
uninfected or 11G5DclbQ-infected conditions, this trend
was reversed because, compared with ApcMin/þ mice,
ApcMin/þ/Atg16l1DIEC mice exhibited less and smaller ade-
nocarcinomas (Figure 3E). Importantly, IEC-specific auto-
phagy deficiency was associated with increased histologic
score of colonic adenocarcinomas in 11G5-infected ApcMin/þ

mice (16.22 ± 1.623 for ApcMin/þ þ 11G5 vs 25.43 ± 2.785 for
ApcMin/þ/Atg16l1DIEC þ 11G5; P ¼ .0093, unpaired t test).

Autophagy Is Necessary to Limit 11G5-Induced
Colonic Inflammation in ApcMin/þ Mice

We next investigated the mechanisms by which auto-
phagy limits 11G5-induced colorectal carcinogenesis in
ApcMin/þ mice. In the uninfected condition, mRNA expres-
sion levels of the proinflammatory cytokines Il6 and Tnf and
the chemokine Cxcl1 were significantly decreased, whereas
the expression level of the anti-inflammatory cytokine
Il10 was increased, in the nontumoral colonic mucosa of
ApcMin/þ/Atg16l1DIEC vs ApcMin/þ mice (Figure 4). In
contrast, after 11G5 infection, Il6, Tnf, and Cxcl1 mRNA
levels were increased, whereas Il10 mRNA level was
decreased, in the mucosa of ApcMin/þ/Atg16l1DIEC vs ApcMin/þ

mice (Figure 4). These results suggest that autophagy limits
11G5-induced colonic inflammation in ApcMin/þ mice.

Autophagy Is Necessary to Limit 11G5-Induced
Colonic DNA Damage in ApcMin/þ Mice

Next, we verified whether functional autophagy is
required to inhibit 11G5-induced DNA damage in ApcMin/þ

mice. First, we examined autophagy activation in the colonic
mucosa of mice by Western blot. In uninfected ApcMin/þ

mice, a low level of LC3-II showing basal autophagy activity
was observed (Figure 5A and B). This level was increased in
the colonic mucosa of 11G5-infected ApcMin/þ mice
(Figure 5A and B), confirming the data on activation of
autophagy in IECs upon infection with the CoPEC strains. As
expected, we did not detect LC3-II in ApcMin/þ/Atg16l1DIEC

mice under both the uninfected and 11G5-infected condi-
tions (Figure 5A and B).

Western blot analysis showed that gH2AX levels in the
nontumoral colonic mucosa of uninfected groups were not
different (Figure 5C and D). The 11G5 infection increased
gH2AX levels in the colonic mucosa of ApcMin/þ mice,
confirming the data obtained by using human IECs. Impor-
tantly, the gH2AX levels were increased in 11G5-infected
ApcMin/þ/Atg16l1DIEC vs 11G5-infected ApcMin/þ mice
(Figure 5C and D). These results were confirmed by
immunohistochemical staining for gH2AX of the colonic
sections. Figure 5E and F shows an increase in the number
of gH2AX foci per crypt in the colonic mucosa of ApcMin/þ

mice upon 11G5 infection, and this number was higher in
11G5-infected ApcMin/þ/Atg16l1DIEC vs 11G5-infected
ApcMin/þ mice. These results suggest that autophagy is
necessary to limit 11G5-induced DNA damage in the colon
of ApcMin/þ mice.

Intestinal Epithelial Cell–Specific Autophagy
Deficiency Leads to Increased Colonic Cell
Proliferation in 11G5-Infected ApcMin/þ Mice

Finally, the effect of IEC-specific autophagy deficiency on
cell proliferation was examined by analyzing the level of
cyclin D1, which is involved in regulating cell cycle pro-
gression. Western blot and qRT-PCR analyses consistently
showed that cyclin D1 expression in colonic mucosa was not
different between uninfected ApcMin/þ/Atg16l1DIEC and
ApcMin/þ mice (Figure 6A–C). The 11G5 infection increased
cyclin D1 mRNA and protein expression in the colonic mu-
cosa of ApcMin/þ mice (Figure 6A–C). Importantly, IEC-
specific autophagy deficiency led to increased cyclin D1
expression in 11G5-infected ApcMin/þ mice (Figure 6A–C).
These results were confirmed by immunohistochemical
staining of Ki67, a marker of cell proliferation. The number
of Ki67-positive cells in the nontumoral colonic mucosa was
not different between uninfected mice, but after 11G5
infection, this was increased in ApcMin/þ/Atg16l1DIEC

vs ApcMin/þ mice (Figure 6D and E). Importantly,
the proliferation of tumor cells was also increased in
ApcMin/þ/Atg16l1DIEC mice compared with ApcMin/þ mice
after 11G5 infection, although this was not different be-
tween uninfected groups (Figure 6F and G).

Together, these results show that autophagy deficiency
leads to increased proliferation of colonic epithelial cells
during 11G5 infection in ApcMin/þ mice, which could
contribute to the development of tumorigenesis.
Discussion
Autophagy has a complex and context-dependent role in

carcinogenesis. Autophagy serves as a surveillance mecha-
nism that protects normal cells from the transformation to
malignancy by removing damaged organelles and
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aggregated proteins and by reducing damaged mitochon-
dria, reactive oxygen species, and DNA damage.16 In addi-
tion, autophagy has a crucial role in both innate and
adaptive immune responses, thus preventing the establish-
ment and proliferation of malignant cells.27 In contrast,
increasing evidence shows that autophagy can promote
tumorigenesis by supporting the survival and growth of
tumor cells under metabolic and hypoxic stress in the tumor
microenvironment, inhibiting cellular death, and increasing
anticancer drug resistance.16 However, a role for autophagy
in host responses to infection with CoPEC strains, which
have been emerged as important players in CRC,2 has not
yet been investigated.

Here, we showed for the first time, to our knowledge, the
link between autophagy and CoPEC colonization in CRC.
Indeed, the colonization of the colonic mucosa from CRC
patients with CoPEC is associated with higher expression of
several autophagy-associated genes. Modification of
autophagy-associated protein expression in CRC has been
reported, although the results from different reports are
inconsistent. Increased expression of autophagy-associated
proteins has been shown in most patients with CRC and
CRC cell lines.17–19,28–30 However, down-regulation of the
autophagic protein BECLIN 1 and impairment of autophagy
was reported in a small population of patients with CRC.31

Together with these studies, our data indicate the impor-
tance of autophagy in CRC, particularly CRC with abnormal
CoPEC colonization.

We also showed that in HCT-116 colon carcinoma cells,
CoPEC infection activates autophagy, and this is dependent
on the pks island. Previous studies have shown autophagy
activation in IECs upon infection with adherent-invasive E
coli strains, which abnormally colonize the ileal mucosa of
patients with Crohn’s disease.32–35 The link between auto-
phagy and CRC-associated bacteria is only beginning to be
explored. To date, only 2 studies are available on the link
between autophagy and F nucleatum, a CRC-associated
bacterium that increases tumor development in ApcMin/þ

mice,36 and its abundance is correlated with a decreased
survival rate in patients with CRC.37 F nucleatum infection
was reported to activate autophagy, inducing the resistance
of culture cells to chemotherapeutic drugs.38 In contrast,
Tang et al39 showed that F nucleatum blocks the autophagic
process at the autophagosome–lysosome fusion stage, and
this promotes the proinflammatory response in the human
Caco-2 CRC cell line. Our study, therefore, contributes to a
better understanding of the role of autophagy in the infec-
tious etiology of CRC, an area that is still little explored.
=
Figure 6. IEC-specific autophagy deficiency leads to increase
ApcMin/þ/Atg16l1DIEC and ApcMin/þ mice were orally administere
killed on day 65 after administration. (A) Representative Western
and (B) quantification of band intensity from n ¼ 7/group for
(C) Cyclin D1 mRNA level in the nontumoral colonic mucosa w
standard error of the mean (uninfected mice: n ¼ 7/group; ApcMi

are representatives of 2 independent experiments. (D) Ki67 imm
tification of Ki67-positive cell number/crypt determined from
chemical staining of colonic tumors and (G) quantification of K
Statistical analysis was performed using 1-way ANOVA followe
The pks island encodes enzymes necessary for the syn-
thesis of colibactin, which has been shown to induce DNA
DSBs in mammalian cell lines10 and in mouse enterocytes.9

Here, we report that autophagy is required for DNA damage
repair upon infection with the CoPEC 11G5 strain and oc-
curs through recruitment of the DNA repair protein RAD51
into the nucleus. Our data are consistent with a previous
study showing that DNA repair proteins, including RAD51,
cannot be recruited to the sites of DNA DSBs in autophagy-
deficient cells, leading to impaired DNA damage repair.25

Furthermore, we showed that the autophagy-mediated
DNA damage repair is dependent on SQSTM1, a receptor
that targets ubiquitinated cargos for degradation via both
autophagy and proteasomal pathways.40 The role of
SQSTM1 and autophagy in the DNA damage response has
been shown. DNA damage and oxidative stress resulting
from autophagy defects are suppressed by inhibition of
SQSTM1 accumulation.41 SQSTM1 accumulated in
autophagy-defective cells directly binds to and inhibits nu-
clear RNF168, an E3 ligase essential for histone H2A ubiq-
uitination and DNA damage responses.25 This, consequently,
inhibits the recruitment of DNA repair proteins, including
RAD51, to the sites of DNA DSBs, impairing DNA damage
repair.25

It has been shown that increased DNA damage induced
by CoPEC causes cell cycle arrest and senescence of infected
cells.11 The latter then acquires a senescence-associated
secretory phenotype, which is accompanied by the secre-
tion of growth factors that can stimulate uninfected cell
proliferation.11 Here, we show that autophagy inhibition in
HCT-116 cells leads to increased 11G5-induced senescence,
which consequently promotes proliferation of uninfected
cells. Furthermore, our group showed that CoPEC strains
are able to adhere to and to invade IECs, although at a lower
level compared with Crohn’s disease–associated adherent-
invasive E coli,21 inducing a proinflammatory
response.11,21 Here, we show that autophagy deficiency in
IECs leads to increased 11G5 intracellular replication and
enhanced proinflammatory cytokine secretion. Together,
our data suggest that upon CoPEC infection, autophagy is
activated in IECs, and this is important to inhibit the in-
flammatory and carcinogenic effects of CoPEC strains.

It has been shown that CoPEC induce tumorigenesis in
mouse models of CRC.11–14 However, to our knowledge, to
date, no data are available on the role of autophagy in
CoPEC-induced colorectal carcinogenesis. To study this, we
used ApcMin/þ mice with IEC-specific autophagy deficiency.
ApcMin/þ mice are a relevant preclinical tumor model of CRC
d colonic cell proliferation in 11G5-infected ApcMin/þ mice.
d PBS or 109 colony-forming units of 11G5 bacteria and were
blot analysis of cyclin D1 level in nontumoral colonic mucosa
uninfected mice and n ¼ 10/group for 11G5-infected mice.
as quantified by qRT-PCR. Data are presented as mean ±

n/þ þ 11G5: n ¼ 13; ApcMin/þ/Atg16l1DIEC þ 11G5: n ¼ 11) and
unohistochemical staining of colonic mucosa and (E) quan-

20 crypts/mouse and 6 mice/group. (F) Ki67 immunohisto-
i67þ number/mm2 of tumor determined from 6 mice/group.
d by Bonferroni posttest. *P < .05, **P � .01, ***P � .001.



Figure 7. Proposed model for the role of autophagy in colorectal carcinogenesis associated with CoPEC colonization. In a
host predisposed to CRC development, in response to abnormal colonization with CoPEC strains, autophagy is activated to
protect colonic epithelium from DNA damage via activating the DNA damage repair, to reduce colonic inflammation and cell
proliferation, thus limiting colorectal carcinogenesis. Autophagy dysfunction leads to promoted colorectal carcinogenesis,
which is associated with increases in epithelial DNA damage, intestinal inflammation and colonic epithelial cell proliferation.
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because mutations in the APC gene have been found in more
than 80% of sporadic CRC.4 First, we showed autophagy
activation in the colonic mucosa of ApcMin/þ mice upon
11G5 infection, which is consistent with the data from hu-
man biopsy samples and cultured IECs. Furthermore, our
work shed light on the complex role of autophagy in colo-
rectal carcinogenesis in ApcMin/þ mice. Indeed, without
infection, the number and size of colorectal tumors were
decreased in ApcMin/þ/Atg16l1DIEC vs ApcMin/þ mice. This
was accompanied with decreased proinflammatory cytokine
mRNA levels and increased anti-inflammatory cytokine
mRNA levels in the normal colonic mucosa. These results
are in agreement with the study by Lévy et al showing that
conditional inactivation of Atg7 in IECs prevents tumor
development in ApcMin/þ mice via increasing antitumor
inflammatory responses and affecting tumor cell
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proliferation.26 In contrast, after infection with 11G5,
ApcMin/þ/Atg16l1DIEC mice exhibited increased colonic tu-
mor number and size compared with ApcMin/þ mice. This
can be explained by increased DNA damage, higher proin-
flammatory cytokine and chemokine production in normal
colonic mucosa, and enhanced cellular proliferation in both
normal mucosa and tumors observed for 11G5-infected
ApcMin/þ/Atg16l1DIEC vs 11G5-infected ApcMin/þ mice.
Importantly, the effect of autophagy on inhibiting colorectal
carcinogenesis was specific to infection with the colibactin-
producing E coli strain, because the same effects were not
observed for infection with the mutant 11G5DclbQ unable to
produce colibactin.

In conclusion, our work explored a novel role of auto-
phagy as a host defense mechanism against CoPEC coloni-
zation in CRC. In particular, we showed for the first time (1)
the association between colonization of CoPEC in patients
with CRC and increased mRNA expression levels of
autophagy-related genes and (2) the molecular mechanism
by which autophagy inhibits the protumoral effects of
CoPEC and CoPEC-induced colorectal carcinogenesis in
ApcMin/þ mice. Our work also highlighted the complex role
of autophagy in colorectal carcinogenesis, because inhibition
of autophagy in IECs suppresses colonic tumorigenesis in
ApcMin/þ mice in normal conditions but promotes colorectal
carcinogenesis under CoPEC-infection condition (Figure 7).
This study helps us better understand the mechanism un-
derlying the interaction between the host and CRC-
associated CoPEC strains. In the future, this work could
contribute to the development of a personalized therapeutic
strategy based on autophagy modulation for patients with
abnormal CoPEC colonization.

Supplementary Material
Note: To access the supplementary material accompanying
this article, visit the online version of Gastroenterology at
www.gastrojournal.org, and at https://doi.org/10.1053/
j.gastro.2019.12.026.
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