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« Le monde est bien plus passionnant quand on ne voit pas seulement de lui ce qu’il daigne 

nous montrer, mais aussi ce qu’il nous cache » - Giulia Enders. 

~  

À mon petit frère et mes parents qui m’ont toujours soutenue. 
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~Glossaire~ 

Les mots indiqués par un astérisque (*) dans le texte lors de la première utilisation sont 

définis ci-dessous. 

Axénique = élevé dans un milieu stérile, dépourvu de germe contaminant. 

Colite = inflammation du côlon. 

Commensal = se dit d’un micro-organisme qui vit en symbiose avec son hôte sans action 

néfaste (en opposition aux pathogènes). 

Dysbiose = altération de la fonction et de la composition du microbiote intestinal. 

Dysplasie = prolifération épithéliale néoplasique mais non invasive. 

Eubiose = état d’équilibre du microbiote intestinal. 

Facteur de virulence = ensemble des molécules produites par un agent infectieux qui 

contribuent au caractère pathogène de l’agent pour un hôte donné. 

Génotoxine = toxine capable d’interagir avec le matériel génétique, d’induire des mutations 

dans l’ADN. 

Glycocalyx = structure complexe située au pôle apical de la cellule endothéliale, composée de 

protéoglycanes, glycosaminoglycanes et de glycoprotéines. 

Gnotobiotique = qualificatif d’un animal de laboratoire obtenu dans des conditions qui permet 

le contrôle total de la flore microbienne. 

Pathobionte = micro-organisme unicellulaire, le plus souvent bactérien, n’exprimant pas de 

pouvoir pathogène dans un contexte eubiotique. 

Prébiotique = substance non-digestible par l’hôte mais qui permet le développement de 

bactéries bénéfiques dans le microbiote de cet hôte.  

Probiotique = micro-organisme vivant qui, lorsqu’il est administré en quantité suffisante, 

induit un effet bénéfique sur la santé de l’hôte. 

Oncogène = gène dont l’expression favorise la survenue d’un cancer. 

Suppresseurs de tumeurs = gène dont l’expression contrôle négativement la survenue d’un 

cancer.  

Transcytose = passage de macromolécules d’un espace extracellulaire à un autre. 

 

 

 

 



 

 

 

~Abréviations~ 

 

AA = acide aminé 

AB = acide biliaire 

Ag = Antigène 

AGCC = acide gras à chaîne courte 

AIEC = E. coli adhérent-invasif ou adherent-

invasive E. coli  

ATM = ataxia telangiectasia mutated 

 

CAC = colite associée au CCR 

CCR = cancer colorectal 

CDB = cassure double-brin 

Cdt = cylolethal distending toxin 

Cif = cycle-inhibiting factor 

CIMP = cpG island methylator phenotype 

CIN = chromosomal instability 

CNF = cytotoxic necrotizing factor 1 

CoPEC = Escherichia coli producteurs de 

colibactine ou colibactin-producing E. coli  

CPA = cellule présentatrice d’antigène  

 

 

DC = cellule dendritique ou dendritic cell 

DDR = DNA damage-response 

DSS = dextran sulfate sodium 

 

EHEC = enterohaemorrhagic E. coli  

EPEC = enteropathogenic E. coli  

ETEC = enterotoxigenic E. coli 

 

GAP = goblet cell-associated antigen passages 

GlcNac =  N-acetylglucosamines 

 

Ig = immunoglobuline 

IL = interleukine 

 

LB = lymphocyte B 

LT = Lymphocyte T 

 

MAMP = microbes-associated molecular 

pattern 

MICI = maladie inflammatoire chronique de 

l’intestin 

MSI = microsatellite instability 

 

NOD = nucleotide-binding oligomerization 

domain-contening molecules 

 

PAF = polypose adénomateuse familiale 

PAMP = pathogen associated molecular pattern 

PRR = récepteur de reconnaissance de motifs 

moléculaires ou pattern recognition receptor 

 

ROS = espèces réactives de l’oxygène ou 

reactive oxygen species 

 

SASP = phénotype sécrétoire associé à la 

sénescence ou senescence-associated secretory 

phenotype  

SENP1 = sentrin-specific protease 1 

SII = syndrome de l’intestin irritable 

SPATE = serine protease autotransporters of 

Enterobacteriaceae 

ST = sequence-type 

 

TEM = transition épithélio-mésenchymateuse 

TIRAP = TIR domain containing adaptor protein 

TLR = toll-like receptor 

TMF = transplantation de microbiote fécal 

TRIFF = TIR-domain-containing adapter-

inducing interferon-β 

 

UFC = unité formant des colonies 

UPEC = uropathogenic E. coli 

 

WD = western diet 

 

 

 

 

  

  



 

 

 

~Résumé~ 

Le cancer colorectal (CCR) est le 2ème cancer le plus mortel, tout sexe confondu. Dans 90 % 

des cas, les patients développent un CCR spontanément, soulignant l’importance des facteurs 

environnementaux dans l’étiologie de ce cancer. L’altération de la composition du microbiote est 

associée dans de nombreuses études au développement du CCR. La muqueuse colique des patients 

atteints de CCR est anormalement colonisée par des Escherichia coli producteurs de la toxine 

colibactine (CoPEC). Ce composé, synthétisé par un îlot génomique de pathogénicité pks, a une action 

génotoxique. Il est capable d’alkyler l’ADN, d’induire des instabilités chromosomiques et des cassures 

double-brin après infection de cellules humaines en culture ou d’organoïdes mais également dans 

différents modèles murins. L’augmentation des dommages à l’ADN dans les cellules infectées peut 

amener à l’apparition de mutations, à l’arrêt du cycle cellulaire et la sénescence des cellules infectées. 

Néanmoins, la présence des CoPEC n’explique pas, à elle-seule, la pathogénie de la souche. Afin de 

comprendre l’implication des CoPEC dans le développement du CCR, il s’avère nécessaire d’étudier 

la synergie entre les différents facteurs de virulence* produits par ces bactéries.  

 

  Le premier axe de ma thèse porte sur l’impact de l’association entre deux cyclomodulines 

retrouvées chez les CoPEC : la colibactine et Cnf1 (cytotoxic necrotizing factor 1). Nous avons 

démontré que le gène cnf1 est associé à la présence de l’îlot pks dans 95 % des E. coli isolés d’une 

cohorte de patients ayant un CCR. Nos travaux de recherche ont mis en évidence que Cnf1 limite 

le pouvoir de tumorigenèse des CoPEC et diminue la sénescence et l’inflammation associées à 

l’infection.  

 

Dans un deuxième axe, nous avons montré que les CoPEC possèdent des enzymes 

mucolytiques et nous avons déterminé leur rôle sur l’effet cancérigène des bactéries. En effet, il a été 

démontré que les CoPEC doivent être en contact étroit avec les cellules intestinales pour induire des 

dommages à l’ADN. La bactérie doit donc traverser le mucus protecteur qui recouvre l’épithélium 

colique pour accéder aux cellules. Le gène codant la mucine-protéase Vat, déjà décrite chez d’autres 

E. coli pathobiontes*, est associé dans 100 % des cas à la présence de l’îlot pks dans les souches de E. 

coli isolées de patients CCR. Cette mucine-protéase pourrait permettre aux CoPEC de coloniser 

la couche de mucus intestinal protectrice, d’atteindre les cellules épithéliales coliques et ainsi 

d’induire leur action génotoxique.   

 

Ces travaux de recherches justifient la nécessité de prendre en compte l’ensemble du 

virulome des E. coli pour mieux comprendre leur pathogénie et ainsi améliorer la prise en charge 

des patients colonisés par des CoPEC et ayant un CCR.    

 



 

 

 

~Abstract~ 

Colorectal cancer (CRC) is the 2nd most deadly cancer, regardless of gender. In 90% of cases, 

patients develop CRC spontaneously, underlining the importance of environmental factors in the 

etiology of this cancer. In fact, altered microbiota composition has been associated with the 

development of CRC in numerous studies. The colonic mucosa of CRC patients is abnormally 

colonized by colibactin toxin-producing Escherichia coli (CoPEC). This compound, synthesized by a 

genomic island of pks pathogenicity, has a genotoxic action. It can alkylate DNA, induce chromosomal 

instabilities and double-strand breaks after infection of human cells in culture or organoids, but also in 

various mouse models. Increased DNA damage in infected cells can lead to mutations, cell cycle arrest 

and senescence. Nevertheless, the presence of CoPEC alone does not explain the pathogenesis of the 

strain. In order to understand the involvement of CoPEC in the development of CRC, it is necessary 

to study the synergy between the different virulence factors produced by these bacteria. 

  The first part of my thesis focuses on the impact of the association between two cyclomodulins 

found in CoPEC: colibactin and Cnf1 (cytotoxic necrotizing factor 1). We have demonstrated that the 

cnf1 gene is associated with the presence of the pks island in 95% of E. coli isolated from a cohort of 

CRC patients. Our research has shown that Cnf1 limits the tumorigenic potential of CoPEC and 

reduces associated senescence and inflammation. 

Secondly, we have shown that CoPEC possess mucolytic enzymes, and we have determined 

their role in the carcinogenic effect of bacteria. Indeed, it has been shown that CoPEC must be in close 

contact with intestinal cells to induce DNA damage. The bacteria must therefore penetrate the 

protective mucus covering the colonic epithelium to gain access to the cells. The gene encoding the 

Vat mucin protease, already described in other pathobiontic E. coli, is associated in 100% of cases 

with the presence of the pks island in our cohort of CRC patients. This mucin protease could enable 

CoPEC to colonize the protective intestinal mucus layer, reach colonic epithelial cells and thus 

induce their genotoxic action. 

This research reinforces the need to consider the entire virulome of the bacterium to 

better understand its pathogenesis, and thus potentially improve the management of CoPEC-

colonized patients with CRC. 
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~Présentation du manuscrit~ 

Les récentes avancées sur le microbiote intestinal nous amènent à repenser et étudier 

l’implication de cet acteur dans de nombreuses pathologies métaboliques, immunitaires, 

neurologiques et digestives. Le laboratoire M2iSH focalise ses recherches sur la 

compréhension de l’interaction entre le « pathogène » bactérien et l’hôte humain dans des 

pathologies digestives telles que la maladie de Crohn et le cancer colorectal (CCR).  

 Le cancer colorectal est d’après les derniers chiffres parus de l’Organisation Mondiale 

de la Santé (OMS), le 2ème cancer, tout sexe confondu, le plus fréquent. Son étiologie est 

multifactorielle et assez documentée. Cependant, ces dernières années un nouvel acteur a été 

mis en lumière par les scientifiques : le microbiote intestinal. Bacteroides fragilis, 

Enterococcus faecalis, ou encore, Fusobacterium nucleatum sont des bactéries qui ont déjà 

montré leur potentiel dans la carcinogenèse colique. En 2006, Éric Oswald et son équipe ont 

découvert l’existence de souches d’Escherichia coli capables de produire une génotoxine* qui 

s’est avérée, par la suite, possiblement impliquée dans le développement du CCR. Cette 

toxine, nommée colibactine, induit des dommages à l’ADN et la sénescence cellulaire des 

cellules infectées avec un phénotype sécrétoire associé favorisant la prolifération des cellules 

non-infectées. Les Escherichia coli producteurs de colibactine (CoPEC) augmentent le 

nombre de tumeurs coliques chez des souris prédisposées au CCR. Ces CoPEC possèdent des 

facteurs de virulence qui sont fréquemment associés aux E. coli responsables d’infections 

extra-intestinales.  

Les travaux de recherches de ma thèse se concentrent sur l’étude de ces facteurs 

chez les CoPEC dans le cadre du cancer colorectal.  

 

➢ Le premier axe de recherche est consacré à l’étude du rôle de Cnf1 (cytotoxic 

necrotizing factor 1) dans le mécanisme de tumorigenèse des CoPEC. Nous avons mis en 

évidence une co-occurrence du gène cnf1 et l’îlot pks qui permet la production de la 

colibactine. Nous avons donc cherché à savoir si ces deux toxines pouvaient agir de concert 

sur la tumorigenèse colorectale.   
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➢ Le deuxième axe de recherche est porté sur l’implication de la mucine-

protéase Vat dans le mécanisme de tumorigenèse des CoPEC. En effet, pour agir, les 

CoPEC doivent traverser la couche de mucus imperméable et atteindre les cellules 

intestinales. Notre hypothèse est que Vat pourrait être impliqué dans ce processus.  

 

Le manuscrit débutera par une première partie introductive, dressant un résumé sur les 

connaissances portant sur l’homéostasie intestinale humaine et sur le rôle du microbiote 

intestinal dans cet équilibre. La seconde partie sera consacrée à l’état des connaissances 

actuelles sur le cancer colorectal et les mécanismes bactériens impliqués dans son 

développement. La troisième partie sera dédiée à l’étude des Escherichia coli  ̧ souches 

commensales* qui peuvent devenir pathogènes pour l’Homme par l’acquisition de facteurs de 

virulence comme la colibactine, CNF1 ou encore la mucine-protéase Vat. Par la suite, le 

travail expérimental sera présenté sous la forme de deux articles scientifiques. Chacun d’entre 

eux sera suivi par une réflexion au cours de laquelle nous discuterons des résultats obtenus et 

des perspectives à envisager. Enfin, le manuscrit se terminera par une mise en contexte et une 

discussion générale sur l’ensemble du travail présenté. 

 

 

 

 

  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 :  Composition du tube digestif et de l’épithélium intestinal 

(A)  Constitution du tube digestif de la bouche à l’anus (adaptée d’après le manuel de MSD 

https://www.msdmanuals.com/fr) 

(B) Épithélium de l’intestin grêle. Les entérocytes sont les principales cellules retrouvées. Elles 

permettent l’absorption des nutriments présents dans la lumière intestinale et sont capables de sécréter 

des peptides antimicrobiens (RegIIIγ, β-défensines, cathélicidines). L’épithélium contient aussi d’autres 

cellules sécrétantes telles que les cellules caliciformes productrices de mucus, les cellules entéro-

endocrines sécrétant des hormones (5-HT, sérotonines) et les cellules de Paneth (lysozyme, α-

défensines, sPLA2), présentes à la base des cryptes. Les cellules M sont localisées au niveau de 

l’épithélium associé au follicule recouvrant les plaques de Peyer et participent à la captation et au 

passage des antigènes vers les cellules immunitaires sous-jacentes. Les cellules Tufts sont plus 

particulièrement impliquées dans l’immunité contre les parasites. 

(C)  Épithélium du côlon. À la différence de l’intestin grêle, l’épithélium colique est riche en   

entérocytes et en cellules caliciformes.  

Illustration modifiée (Allaire et al., 2018). 
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~Étude bibliographique~ 

PREMIERE PARTIE : HOMEOSTASIE DU TUBE DIGESTIF 

I.1 Le tube digestif 

I-1-1 Structure de l’épithélium 

L’appareil digestif assure l’assimilation des aliments chez l’Homme. Pour cela, 

l’homéostasie doit être maintenue aussi bien au niveau de la structure, de la composition, que 

de la fonction de l’intestin. La structure du tube digestif est détaillée en Figure 1A. Le côlon, 

qui termine le tube digestif, est lui-même divisé en plusieurs sections : on distingue au 

commencement du cæcum, le côlon ascendant, suivi du côlon transverse, prolongé par le 

côlon descendant et terminant par le côlon dit « sigmoïde ».  

La paroi intestinale (intestin grêle et côlon) est composée de quatre membranes : la 

muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse. La muqueuse est bordée par un 

épithélium spécialisé où l’on dénombre plusieurs types de cellules épithéliales notamment les 

entérocytes, les cellules en gobelet, les cellules de Paneth et les cellules endocrines (Zouiten-

Mekki et al., 2013). Le type et la proportion de ces cellules varient tout le long de l’intestin 

(Figure 1B et C).  

 

Dans l’intestin grêle, l’épithélium se présente sous la forme de multiples villosités qui 

augmentent la surface d’absorption des nutriments. En comparaison avec l’intestin grêle, le 

côlon présente une surface d’échange plus faible, l’épithélium n’est pas structuré en longues 

villosités mais présente des invaginations que l’on appelle les cryptes de Lieberkühn. 

L’épithélium a une capacité permanente de renouvellement et est remplacé tous les 4 à 5 jours 

chez l’homme (van der Flier and Clevers, 2009). Ce renouvellement est assuré par les cryptes 

qui contiennent des cellules souches et progénitrices. 

 



 

 

 

Figure 2 :  Structure d’une cellule caliciforme de l’épithélium colique  

MUC2 est la principale mucine sécrétée par les cellules caliciformes du côlon. Les ARN messagers de 

cette apomucine sont produits en continu au cours du développement. Elle est ensuite traduite sous forme 

dimérique dans le réticulum endoplasmique grâce à plusieurs enzymes, avant d’être prise en charge par 

l’appareil de Golgi. C’est dans cet organite que les O-glycosylations sont ajoutées sur des acides aminés 

sérine et thréonine via des glycosyltransférases. Une fois la mucine totalement formée avec toutes les 

O-glycosylations, elle peut atteindre une taille de 5 mDalton. Elle est ensuite compactée au niveau du 

pôle apical de la cellule caliciforme avant d’être sécrétée à l’extérieur de la cellule. 

Illustration modifiée d’après (Gustafsson and Johansson, 2022). 



 

4 

 

I-1-2 Composition cellulaire de l’épithélium intestinal 

L’épithélium intestinal est constitué majoritairement par les entérocytes dans l’intestin 

grêle et les colonocytes dans le côlon ; elles réalisent la fonction d’absorption de nutriments 

situés dans la lumière intestinale. Les entérocytes présentent à leur surface de nombreux 

résidus glycosylés comportant des acides sialiques, fortement chargés négativement qui 

favorisent également la répulsion électrostatique avec le LPS des bactéries. Elles participent 

aussi de manière active à la défense contre les pathogènes, en secrétant des peptides 

antimicrobiens comme RegIIIγ ou des β-défensines. 

Dispersés entre les entérocytes, on trouve, des cellules à mucus (cellules caliciformes ou 

cellules en gobelet), des cellules de Paneth, des cellules endocrines et quelques lymphocytes 

intra-épithéliaux. Les cellules de Paneth localisées dans le fond des cryptes et les cellules M 

situées au niveau des plaques de Peyer sont retrouvées seulement au niveau de l’épithélium 

de l’intestin grêle (Figure 1B). Les cellules de Paneth jouent un rôle dans l’immunité innée 

de la barrière intestinale en sécrétant des peptides antimicrobiens dans la lumière intestinale 

qui sont une défense chimique contre les pathogènes. Les cellules M quant à elles, de par leur 

structure, permettent le passage d’antigènes (Ag) de la lumière intestinale vers les cellules 

immunitaires du système lymphatique sous-jacent. Ces cellules sont recouvertes par des 

résidus glycosylés, notamment le fucose, qui favorisent la réduction des répulsions 

électrostatiques et les interactions Ag-cellules M.  

Les cellules caliciformes contiennent des granules intracytoplasmiques remplis de 

mucines qui seront secrétées pour former la couche de mucus (Figure 2). La proportion de 

ces cellules augmente le long du tractus intestinal de 4% au niveau du duodénum jusqu’à 

atteindre 16% dans le côlon distal (Kim and Ho, 2010). Ainsi, la couche de mucus est plus 

développée dans le côlon, là où se trouve la densité bactérienne la plus importante (Allaire et 

al., 2018).   

 

I-1-3 Fonctions de la barrière épithéliale intestinale 

La barrière épithéliale intestinale est à la fois physique (1) grâce à la présence de 

jonctions inter-cellulaires, immunologique (2) de par la participation de cellules de 

l’immunité innée et adaptative, ainsi que chimique (3) avec la sécrétion d’une couche de 

mucus protectrice et la présence de peptides antimicrobiens.  



 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 :  Les différentes jonctions de l’épithélium intestinal 

Illustration modifiée d’après (Turner, 2009) 
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I-1-3-1 Barrière physique 

L’épithélium intestinal permet l’absorption des nutriments mais il constitue aussi l’une 

des principales barrières de l’organisme. Il permet de maintenir à distance les organismes 

présents dans la lumière intestinale (bactéries, virus, parasites, molécules toxiques, 

allergènes…). La rupture de cette barrière physiologique peut entraîner de nombreuses 

complications locales ou générales ainsi que des pathologies comme les maladies 

inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) (Jay, 2021).    

 Le rôle de barrière physique de l’épithélium intestinal est porté par 3 types de 

structures (Figure 3) :  

➢ Les jonctions serrées sont situées au niveau du pôle apical des cellules épithéliales. 

Ce sont des complexes multiprotéiques composés de protéines transmembranaires de 

la famille des claudines comme les occludines, des protéines zonula occludens ZO1 et 

ZO2 et des protéines du cytosquelette telles que l’actine. Ces jonctions permettent de 

contrôler le flux paracellulaire et la perméabilité intestinale.  

➢ Les jonctions adhérentes comme leur nom l’indique permettent de maintenir 

l’adhésion entre les cellules, grâce notamment aux protéines cytoplasmiques caténines 

et cadhérines. Ces complexes caténines-cadhérines favorisent également l’assemblage 

des jonctions serrées et des desmosomes.  

➢ Les desmosomes sont composés de protéines transmembranaires de la famille des 

cadhérines, de desmoplakine et des filaments de kératine du cytosquelette. Ils 

permettent l’adhésion entre les cellules ou l’ancrage au pôle basal (dans ce cas, on 

parle « d’hémidesmosomes » (Tsukita et al., 2001; Turner, 2009).  

 

I-1-3-2 Barrière immunitaire 

Activation du système immunitaire : reconnaissance cellulaire de molécules d’origine 

microbienne. 

La muqueuse intestinale est exposée à de nombreux micro-organismes commensaux 

et/ou pathogènes. Le système immunitaire tolère les bactéries commensales tout en détectant 

la présence de bactéries pathogènes et permet ainsi de maintenir l’homéostasie intestinale 

(Medzhitov and Janeway, 2002). Pour cela les cellules épithéliales vont reconnaître, grâce à 



 

 

 

Figure 4 : TLR et voies de signalisation impliquées dans la réponse immunitaire innée 

Illustration modifiée d’après (Duan et al., 2022). 

 

Voie de signalisation des TLR dans les cellules de l'immunité innée. TLR5, TLR4 et les hétérodimères 

TLR2-TLR1 ou TLR2-TLR6 reconnaissent les composants membranaires des pathogènes à la surface 

des cellules, tandis que TLR3, TLR7-TLR8 et TLR9 se localisent dans les endosomes, où ils 

reconnaissent les acides nucléiques de l'hôte et des micro-organismes étrangers. Le TLR4 se localise à 

la membrane plasmique, mais il est endocytosé dans les endosomes lors de l'activation. La signalisation 

des TLR est initiée, lors de la liaison avec leurs ligands respectifs, par la dimérisation des récepteurs, 

conduisant à l'engagement des domaines TIR des TLR avec TIRAP et MyD88 ou avec TRAM et TRIF 

(ou interagissent directement avec TRIF). L'engagement de MyD88 recrute les molécules de 

signalisation en aval pour former le Myddosome, qui est composé de IRAK4 et IRAK1/2. IRAK1 active 

le complexe TAK1. TAK1 activé phosphoryle  entraîne également l'activation des MAPK. L'activation 

de ces MAPK entraîne l'activation de certains facteurs de transcription importants, tels que CREB et 

AP1. Ces facteurs de transcription coopèrent avec NF-κB pour favoriser l'induction de cytokines pro-

inflammatoires. L'engagement de TRIF recrute TRAF6 et TRAF3. TRAF6 activé peut recruter la kinase 

RIP1 et activer le complexe TAK1 et le complexe IKK, ce qui entraîne l'activation de NF-κB et des 

MAPK. TRIF favorise également l'activation dépendante de TRAF3 de TBK1 et IKKα (à l'origine 

IKKi), qui phosphoryle et active IRF3. Parmi les signaux TLR7, TLR8 et TLR9 dans les pDC, IRF7 

peut se lier au Myddosome et est directement activé par IRAK1 et IKKα. L'activation de IRF3 et IRF7 

conduit à l'induction de l'IFN de type I. 
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des récepteurs de motifs moléculaires ou PRR (pattern recognition receptor), la présence 

d’organismes microbiens étrangers qui possèdent des motifs MAMP (microbes-associated 

molecular pattern) présents à leur  surface (Allaire et al., 2018).  

Historiquement ces motifs étaient nommés PAMP pour Pathogens associated molecular 

pattern mais depuis 2004, on utilise le terme de MAMP pour inclure la reconnaissance de 

motifs microbiens à la surface de bactéries commensales. 

Les PRR sont exprimés par de nombreux types cellulaires au niveau de la muqueuse 

intestinale : les cellules de l’épithélium comme les entérocytes, les cellules immunitaires telles 

que les monocytes, les adipocytes, les myofibroblastes mais aussi les cellules dendritiques de 

la lamina propria. 

 

➢ Les TLR sont une large famille de récepteurs transmembranaires comprenant, à ce 

jour, 10 TLR chez l’Homme et 12 chez la souris reconnaissant des MAMP bactériens, 

fongiques mais aussi parasitaires et viraux (Figure 4) (Duan et al., 2022) . En 2004, l’équipe 

de Rakoff-Nahoum a mis en évidence que la reconnaissance de molécules microbiennes par 

le système des TLR permettait de protéger le côlon murin de la colite* induite par le DSS 

(dextran sulfate sodium) en favorisant l’organisation des jonctions serrées (Rakoff-Nahoum 

et al., 2004). À la suite de l’activation des TLR par la fixation d’un MAMP bactérien, le 

facteur de différenciation myéloïde (MyD88) et l’adaptateur TRIF (TIR-domain-containing 

adapter-inducing interferon-β) ou TIRAP (TIR domain containing adaptor protein) sont 

recrutés (Figure 4). Ceci débouche sur une cascade de phosphorylations impliquant les voies 

des MAP (mitogen-activated protein) kinases et l’activation d’un certain nombre de facteurs 

de transcription tels que NF-κB qui vont aller réguler les voies de synthèses de cytokines pro-

inflammatoires (Interleukines-6 ou IL-6, IL-8, TNF-α…). Les mécanismes de tolérance sont 

finement contrôlés par une diminution de ces récepteurs TLR à la surface des cellules 

épithéliales intestinales (Cario, 2005).  

➢ Les NOD (nucleotide-binding oligomerization domain-contening molecules) sont des 

récepteurs intracellulaires. Il en existe une vingtaine pour reconnaître les MAMP présents 

à l’intérieur des cellules. NOD1 et NOD2 sont capables d’activer la voie de signalisation NF-

κB lorsqu’ils se lient à leurs ligands et de promouvoir une réponse pro-inflammatoire (Cario, 

2005). Le récepteur NOD2, exprimé dans les macrophages et les cellules de Paneth, est l’un 

des plus étudiés notamment pour son implication dans la maladie de Crohn.  
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➢ Les RLR (pour RIG-I-like récepteurs) et les CLR (pour C-lectine-like récepteurs) sont 

d’autres familles de récepteurs cytoplasmiques et membranaires existants qui reconnaissent 

les ARNs viraux d’une part et d’autre part les molécules fongiques. Ces récepteurs participent 

à l’activation des facteurs de transcriptions IRF3/7 et NF-κB, permettant la production des 

interférons IFN-I et IFN-III et celle de cytokines inflammatoires. 

Immunité innée 

Tout l’enjeu de la barrière immunologique est d’être prêt à répondre rapidement à 

l’agression par des bactéries pathogènes grâce à la reconnaissance des MAMP. Au niveau 

épithélial, la capture des MAMP est portée par trois structures : les cellules épithéliales, les 

cellules présentatrices d’antigènes (CPA) situées au niveau de la lamina propria comme les 

cellules dendritiques et les plaques de Peyer qui présentent des cellules épithéliales 

dédifférenciées appelées cellules M. Associés aux plaques de Peyer, les follicules lymphoïdes 

primaires et secondaires sont les sites inducteurs de la réponse immunitaire adaptative.  

Immunité adaptative 

Au niveau épithélial, l’activation des effecteurs de la réponse immunitaire adaptative 

(lymphocytes et plasmocytes) se fait au niveau des tissus lymphoïdes associés au tube digestif 

(situés sous les cellules M) que l’on appelle GALT (pour gut associated lymphoid tissue). La 

transcytose* d’antigènes microbiens par les cellules M au niveau du GALT permet 

l’activation des cellules dendritiques, des macrophages, des lymphocytes B mémoires et des 

plasmocytes sécréteurs d’IgA. Cette sécrétion d’IgA est dépendante de la présence des 

bactéries : ainsi des souris axéniques* (stérile) sécrètent une très faible quantité d’IgA par 

rapport à des souris conventionnelles (Macpherson et al., 2000; Macpherson et al., 2008).  

Les lymphocytes T helper (CD4+) ou cytotoxiques (CD8+) sont également activés au 

niveau de ces sites effecteurs et participent activement à la réponse face à des signaux de 

danger. Ces signaux de danger peuvent provenir de tout type de cellules présent, via la 

sécrétion de TNF-α, IL-β, IL-6, IL-8 ou IL-12. On distingue les lymphocytes T effecteurs (au 

phénotype pro-inflammatoire) et les lymphocytes T régulateurs (anti-inflammatoire). 

L’activation basale de lymphocytes T régulateurs (synthétisant de l’IL-10, TGF-β ou IL-35) 

permet de maintenir une tolérance par rapport aux bactéries de la flore commensale au niveau 

de l’épithélium intestinal. Des signaux d’induction de la tolérance sont secrétés par les cellules 

épithéliales ou mésenchymateuses comme la sécrétion de TGF-β ou d'IL-10 elle-même.  



 

 

Figure 5 :  Fonctions du mucus intestinal  

Illustration modifiée d’après (Sheng and Hasnain, 2022).  
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I-1-3-3 Barrière chimique 

Les peptides antimicrobiens 

En plus du système de veille réalisé par les cellules du système immunitaire, 

l’épithélium intestinal constitue une barrière chimique avec la sécrétion de peptides 

antimicrobiens. Les cellules de Paneth sécrètent des peptides antimicrobiens tels que les α-

défensines, qui agissent directement contre les bactéries présentes dans le mucus. Ces peptides 

ont une partie cationique qui va venir se fixer par interactions électrostatiques sur les charges 

négatives du LPS. Les cellules de Paneth sécrètent aussi des lysozymes qui agissent en lysant 

les peptidoglycanes composant la paroi bactérienne des bactéries Gram positifs. 

L’accumulation de ces peptides au niveau de la membrane de la bactérie va aboutir à la 

création de nombreux pores dans la membrane bactérienne conduisant à la mort de la bactérie 

(Wimley et al., 1994). En plus d’attaquer les membranes des bactéries, ces peptides peuvent 

aussi agir au niveau des activités enzymatiques bactériennes et inhiber la synthèse des 

composants de la paroi bactérienne, des acides nucléiques, ou des protéines.    

Les cellules épithéliales peuvent elles aussi participer à cette réponse en sécrétant 

directement des molécules antimicrobiennes, comme REGIIIA (ou REGIIIγ chez 

l’homologue murin)  (Loonen et al., 2014). Ces molécules antibactériennes sont sécrétées vers 

la lumière intestinale et se retrouvent dans la couche de mucus externe où la densité 

bactérienne est importante (Johansson and Hansson, 2016).  

 

I-2 Le mucus : une barrière à double fonction 

Les épithéliums intestinaux sont en constantes interactions avec les environnements 

extérieurs et sont donc soumis à de nombreux stress environnants (forces mécaniques au 

passage du bol alimentaire, pH, concentration ionique, stress hydrique et oxydatif) mais aussi 

à des expositions constantes, dues à des agressions par des toxines, des protéases ou encore 

des lipases. Pour protéger les cellules épithéliales de ces attaques et maintenir l’homéostasie 

intestinale, la couche de mucus protectrice, présente à la surface de ces épithéliums, joue un 

rôle primordial. La structure et la composition de cette couche de mucus permettent à celui-ci 

d’agir comme une barrière physique et chimique contre les bactéries présentes dans la 

lumière intestinale. Cependant elle est également une source d’énergie nutritive pour ces 



 

 

Figure 6 :  Structure chimique du mucus 

Les cellules de l’épithélium intestinal sont recouvertes par une épaisse couche de mucus qui est 

composée de mucines dites transmembranaires et attachées à la membrane cellulaire ou 

sécrétées (A). MUC2 est la principale mucine sécrétée au niveau colique. Sa structure et sa 

synthèse sont détaillées en (B). Sur un squelette protéique riche en acide aminés de type Proline, 

Thréonine et Sérine (motif PTS), des glycosylations de type N-acetylgalactosamine (GalNac), 

galactose et N-acetylglucosamine (GlcNac) sont ajoutées. Lors de la dernière étape 

d’élongation des résidus de fucose et d’acide sialique comme l’acide N-acétylneuraminique 

(NeuAc). L’ajout de ces nombreux groupements est caractéristique de la structure « en brosse » 

du mucus de l’épithélium colique. 

Illustration modifiée d’après (Paone and Cani, 2020). 
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bactéries. Certains signaux de transduction des cellules de l’épithélium intestinales sont même 

induits par des modifications de ces mucines (Figure 5).  

I-2-1 Composition de la couche de mucus  

Le mucus est un gel viscoélastique composé à 95% d’eau et de 1 à 5% de mucines, de 

lipides, d’électrolytes et de diverses protéines comme les TFF (trefoil factor family) 

(McGuckin et al., 2011). Les mucines sont des glycoprotéines à haut poids moléculaire car 

fortement glycosylées. Leur masse peut atteindre jusqu’à 30 000 kDa et les chaînes 

glycanniques représentent jusqu’à 50% du poids sec de la glycoprotéine. Les mucines forment 

un réseau macromoléculaire dense en établissant entre elles de nombreuses liaisons ce qui 

confère les propriétés rhéologiques du mucus.  

I-2-1-1 Composition des mucines 

Les mucines sont composées d’un squelette peptidique (apomucine) sur lequel peuvent 

être fixées des longues ramifications de sucres.  

Les résidus glycosylés sont le plus souvent reliés par des liaisons de type O-

glycosidiques aux  résidus sérine ou thréonine de l’apomucine, cependant des liaisons N-

glycanes existent avec les résidus asparagine (Porter and Martens, 2017). Les sucres qui 

forment le motif principal sont le galactose, le N-acétylgalactosamine et le N-

acétylglucosamine. Sur ce motif peuvent être ajoutées plusieurs chaînes oligosaccharides et le 

monosaccharide terminal est souvent un fucose ou un acide sialique (Juge, 2012). Les 

glycanes terminaux forment également une structure 3D dit en forme de goupillon qui permet 

l’interaction avec les cellules immunitaires circulantes ou les micro-organismes de la lumière 

intestinale (Figure 6). 

Le squelette protéique de l’apomucine est formé d’une région amino-terminale qui 

peut comprendre des domaines vW (von Willebrand). Ces domaines, riches en cystéines, 

jouent un rôle dans l’oligomérisation des monomères de mucines et dans l’empaquetage dans 

des vésicules de sécrétion du mucus. La région centrale de l’apomucine est riche en chaînes 

glycanniques parfois interrompue par des domaines hydrophobes CYS (Demouveaux et al., 

2018). La région terminale est assez peu conservée entre les mucines (Figure 7). Les régions 

centrales des apomucines sont pour la plupart constituées de régions répétées en tandem 

enrichies en motif PTS (soit en acides aminés de type proline, thréonine et sérine) et qui vont 



 

 

Figure 7 :  Domaines structuraux des mucines sécrétées et membranaires 

Les domaines PTS riches en Proline, Thréonine et Sérine représentent le corps principal de 

l’apomucine et sont les régions où sont ajoutés les groupements O-glycosylés. Les extrémités 

C-ter et N-ter des mucines dites sécrétées (A) sont composées de domaine C8-TIL (trypsin 

inhibitor-like cystein-rich domain) et vWD (von Willebrand domain) majoritairement.  Elles 

sont également riches en cystéines (CysD) au niveau des séquences PTS, ce qui permet de 

former la structure dense du mucus. Les mucines transmembranaires (B) sont dépourvues de 

ces régions, mais possèdent un site de clivage au niveau de leur motif SEA  (sea urchin sperm 

protein, enterokinase, agrin). 

Illustration modifiée d’après (Johansson and Hansson, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Mucines sécrétées 

(B) Mucines transmembranaires 
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être hautement glycosylées. Le nombre et la taille de ces séquences répétées sont variables 

entre les différents types de mucines et les individus, c’est ce qu’on appelle un polymorphisme 

dit VNTR (variable number tandem repeat) (Figure 7). La présence d’un tel polymorphisme 

permet de distinguer plusieurs types de mucines qui sont exprimées différentiellement selon 

les tissus. À ce jour ce sont une vingtaine de mucines qui ont été décrites. Elles sont 

caractérisées en deux familles distinctes : les mucines sécrétées et les mucines 

transmembranaires (Figure 6-7, Table 1).  

I-2-1-2 Mucines transmembranaires 

Les mucines transmembranaires sont fermement attachées à la membrane cellulaire 

des cellules de l’épithélium colique par leur extrémité C-terminale hydrophobe. Cette 

insertion dans la membrane cellulaire permet à ces mucines de participer à la transmission de 

nombreux signaux cellulaires (Quin and McGuckin, 2000). L’extrémité N-terminale des 

mucines dépasse largement au niveau du pôle apical et de la partie du glycocalyx* (Figure 

6A). Les régions centrales VNTR des mucines transmembranaires sont très variables en 

taille : MUC13 est une mucine de très petite taille (513 acides aminés (AA)) comparativement 

à MUC12 (5478 AA). À l’exception de MUC4 et MUC13, les mucines transmembranaires 

sont clivées au niveau du motif SEA (sea urchin sperm protein, enterokinase, agrin) (Figure 

7). Cependant, les deux sous-unités créées restent associées et nécessitent l’action de forces 

mécaniques ou de protéases pour être séparées.  

I-2-1-3 Mucines sécrétées 

Il existe deux types de mucines sécrétées : les mucines formant un gel et celles n’en 

formant pas. Les mucines sécrétées formant un gel sont exprimées par les cellules 

caliciformes au niveau des cryptes intestinales (Figure 6B). MUC2 est la principale mucine 

secrétée au niveau de la muqueuse intestinale. Les extrémités de ces mucines secrétées 

possèdent des domaines vWD (von Willebrand domain), ainsi que des motifs C8 et TIL 

(trypsin inhibitor-like cystein-rich domain) impliqués dans l’oligomérisation de la protéine 

(Perez-Vilar et al., 1998) (Figure 7). Les mucines secrétées sont riches en cystéines où les 

ramifications glycosidiques sont plus rares et reliées par des liaisons N-glycosidiques qui sont 

composées de N-acétylglucosamine, de galactose et de mannose (Aksoy and Akinci, 2004). 

Dans ces régions, le squelette protéique des mucines est plus accessible et les rend sensibles 



Table 1 :  Expression des mucines de l’organisme humain 

Nom Expression 

cellulaire 

Localisation tissulaire Signalisations et 

pathologies intestinales 

Réf 

Mucines sécrétées  

MUC2 Cellules 

caliciformes, 

cellules de 

Paneth 

Poumon, conjonctive, œil, oreille, 

intestin grêle, côlon, prostate 

Induction de polypes au 

niveau colique en son 

absence. 

(Velcich et 

al., 2002) 

MUC5AC Cellules 

caliciformes 

Poumon, oreille, nasopharynx, 

conjonctive, oreille, estomac, 

vésicule biliaire, utérus 

Sur-exprimé dans le 

carcinome de l’intestin 

grêle.  

(Shibahara 
et al., 2014) 

MUC5B Cellules 

caliciformes 

Poumon, oreille, glande salivaire, 

nasopharynx, larynx, oreille, 

œsophage, estomac, duodénum, 

vésicule biliaire, utérus 

 (Thornton et 

al., 1997) 

MUC6 Cellules 

caliciformes 

Oreille, estomac, duodénum, 

vésicule biliaire, pancréas, rein, 

utérus 

Sur-exprimé dans le 

carcinome de l’estomac  

(Owens et 

al., 2008) 

MUC7 Cellules 

caliciformes 

Oreille, poumon, glande lacrymale et 

salivaire, nez 

 (Gururaja et 

al., 1998) 

MUC8 Cellules 

épithéliales 

Oviducte  (Kim et al., 

2005) 

MUC9 Cellules 

épithéliales 

Glande sous-mandibulaire  (Takeuchi et 

al., 2003) 

MUC19 Cellules 

épithéliales 

Poumon, glande lacrymale, rein, 

foie, côlon, placenta, prostate 

 (Chen et al., 

2004) 

Mucines transmembranaires  

MUC1 Cellules 

épithéliales 

Poumon, cornée, oreille, glande 

salivaire, œsophage, estomac, 

pancréas, duodénum, côlon, sein, 

prostate, ovaire, rein, utérus, 

lymphocytes B et T 

Sur-exprimé dans le 

carcinome de l’intestin 

grêle.  

(Shibahara 
et al., 2014; 
Agrawal et 
al., 2018) 

MUC3A Entérocytes Thymus, intestin grêle, côlon, rein. Sur-exprimé dans le 

cancer colorectal. 

(Su et al., 

2022) 

MUC3B Entérocytes Intestin grêle  (Stepanjuk et 

al., 2019) 

MUC4 Cellules 

caliciformes, 

entérocytes 

Poumon, cornée, oreille, glande 

salivaire, œsophage, intestin grêle, 

rein 

 (Abidullah et 

al., 2023) 

MUC12 Entérocytes Poumon, estomac, pancréas, intestin 

grêle, côlon, prostate, rein, utérus 

Sur-exprimé dans le 

cancer de l’œsophage, du 

pancréas et colorectal.  

(Matsuyama 

et al., 2010) 

MUC13 Entérocytes Poumon, oreille, conjonctive, 

estomac, intestin grêle, côlon, rein 

Sur-exprimé dans le 

cancer colorectal. 

(Packer et 

al., 2004) 

MUC15 Cellules 

épithéliales 

Conjonctive, amygdale, thymus, 

nodule lymphoïde, sein, intestin 

grêle, côlon, foie, rate, testicule, 

prostate, ovaire, leucocyte, moëlle 

osseuse 

Sur-exprimé dans le 

cancer colorectal. 

(Huang et 

al., 2009) 

MUC16 Cellules 

épithéliales 

Conjonctive, oreille, œil, ovaire Sur-exprimé dans le 

carcinome de l’intestin 

grêle.  

(Shibahara 
et al., 2014) 

MUC17 Entérocytes Conjonctive, oreille, estomac, 

intestin grêle, côlon 

Sur-exprimé dans le 

cancer pancréatique.  

(Wang et al., 

2020) 

MUC20 Cellules 

épithéliales 

Poumon, oreille, foie, rein, côlon, 

placenta, prostate 

 (Stepanjuk et 

al., 2019) 

MUC21 Cellules 

épithéliales 

Poumon, côlon, thymus, testicule  (Wang et al., 

2022) 
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à l’action de protéases bactériennes et endogènes (Dharmani et al., 2009). Ces régions riches 

en cystéine permettent d’initier la formation de ponts disulfures et la multimérisation de la 

protéine. L’empaquetage final est dépendant d’une forte concentration en ion calcium et d’un 

pH bas. Une inversion de ces paramètres (élévation du pH et diminution du taux de Ca2+) 

induit la sécrétion de mucus. Une fois secrétées, certaines mucines sont encore attachées à 

l’épithélium. Par exemple, le détachement de MUC2 du pôle apical de la cellule caliciforme 

nécessite un clivage sous l’action de la métalloprotease méprine β sécrétée par les entérocytes 

(Schütte et al., 2014). Certaines mucines sont secrétées tout le long du tube digestif pour 

former le gel de mucus alors que d’autres ont une expression variable et spécifique. MUC5AC, 

par exemple, est normalement exprimée dans l’estomac mais elle peut aussi être exprimée 

dans l’intestin grêle en cas d’infection ou de cancer (Shibahara et al., 2014) (Table 1).  

Les mucines ne formant pas de gel (MUC7, MUC8 et MUC9) ont une structure de 

petite taille différente des mucines sécrétées formant un gel mais elles gardent un contenu 

riche en résidus sérine et thréonine (Bobek et al., 1996). Elles servent à maintenir l’intégrité 

des muqueuses épithéliales, mais elles ont aussi des effets spécifiques. MUC7, par exemple, 

est sécrétée principalement par les glandes sublinguales et sous-mandibulaires humaines. En 

tant que glycoprotéine salivaire, elle participe à la mastication, à la parole, à la déglutition et 

à la lubrification de la cavité buccale. 

I-2-2 Structure de la couche de mucus  

La couche de mucus recouvre la lumière des organes creux de l’organisme comme les 

voies respiratoires, l’appareil génital et le tractus digestif. Historiquement, le mucus au niveau 

colique a été décrit comme une structure viscoélastique avec deux couches distinctes :  

➢ Une couche interne fine (< 200 μm chez l'Homme et 50 µm chez la souris), 

attachée à l’épithélium, et stérile maintenant les bactéries à distance de l’épithélium 

intestinal (Johansson et al., 2008).  

➢ Une couche externe moins dense mais plus épaisse (qui peut atteindre jusqu'à 

800 μm d’épaisseur chez l’Homme et 100 µm chez la souris). Elle assure les fonctions de 

lubrification en facilitant le passage du bol alimentaire et de protection contre les stress 

chimiques et mécaniques, tout en servant de niche écologique au microbiote intestinal. 
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Néanmoins, en 2017, les travaux de l’équipe de Muriel Mercier-Bonin ont révélé qu’au 

niveau du côlon distal des rongeurs, ce qui aurait pu être défini comme la couche interne du 

mucus n’était pas attaché à la surface épithéliale mais qu’elle recouvrait le contenu colique 

pour confiner le microbiote (Kamphuis et al., 2017). Par la suite en 2020, les travaux de 

Bergstrom et al., sont venus compléter ce modèle en démontrant que le mucus colique murin 

est composé de deux formes distinctes de Muc2, avec des motifs glycosylés différents entre 

le côlon proximal et distal (Bergstrom et al., 2020). Au niveau du côlon proximal, une 

épaisse couche de Muc2 encapsulerait directement le microbiote fécal et servirait à la fois de 

niche écologique et de barrière physique. Le microbiote contrôlerait directement 

l’encapsulation des fèces en stimulant la sécrétion de Muc2 par les cellules caliciformes. Au 

niveau du côlon distal, cette barrière serait renforcée par une couche secondaire de mucus plus 

fine. Ces nouvelles données interrogent donc sur le modèle établi des deux couches distinctes 

chez l’Homme qui a été basé sur des observations du côlon en présence d’un contenu colique.  

I-2-3 Formation de la couche de mucus  

I-2-3-1 Synthèse du mucus 

  L’équilibre entre la synthèse et la dégradation du mucus permet de contrôler son 

épaisseur et sa structure. La sécrétion de mucus par les cellules caliciformes peut être divisée 

en une sécrétion constitutive basale et une sécrétion induite et régulée par de nombreux stimuli 

comme le passage du bol alimentaire. La libération par les cellules caliciformes est décrite en 

Figure 2 avec l’exemple de la mucine majeure du côlon, MUC2. Cette libération peut être 

accélérée sous l’effet d’irritations locales, d’agents cholinergiques, d’hormones, de facteurs 

de croissance, de médiateurs de l’inflammation ou encore de constituants bactériens.  

I-2-3-2 Bactéries et sécrétion de la couche de mucus 

En 2014, une équipe de chercheurs a réalisé une expérience en séparant dans deux pièces 

distinctes des souris ayant un microbiote différent et exempt de bactéries pathogènes. Ils ont 

remarqué une différence de perméabilité de la couche de mucus entre ces deux groupes 

d’animaux. Celles dont le microbiote était enrichi en Proteobacteria avaient une couche de 

mucus plus perméable que les souris qui avaient un microbiote enrichi en Erysipelotrichi  
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(Jakobsson et al., 2015). Certaines bactéries semblent donc positivement associées à la 

sécrétion de mucus. 

L’action du microbiote intestinal s’avère également nécessaire pour la formation de la 

couche de mucus, par exemple pour activer la métalloprotéase méprine β qui clive la protéine 

MUC2 dans les dernières étapes de sa synthèse permettant sa sécrétion (Schütte et al., 2014).  

 

Impact sur la sécrétion 

Les souris axéniques ont une prolifération réduite des cellules de leur épithélium et une 

moindre production de mucines, donc une couche de mucus beaucoup plus fine que leurs 

congénères colonisés (Szentkuti et al., 1990; Jakobsson et al., 2015). La colonisation du 

tractus intestinal de ces souris par le microbiote de souris conventionnelles restaure les 

propriétés de la couche de mucus. La couche de mucus colique interne devient imperméable 

aux bactéries dès la 6ème semaine post-colonisation (Johansson et al., 2015).  

Le LPS des bactéries présentent dans le contenu colique joue un rôle dans 

l’établissement de la couche de mucus. Le LPS est reconnu par les senseurs de type TLR des 

cellules caliciformes, ce qui va activer le récepteur de l’inflammasome NLRP6, stimulant la 

sécrétion de mucus dans les cryptes coliques (Birchenough et al., 2016). 

Impact sur la glycosylation 

Les bactéries de la flore commensale peuvent participer à la formation des structures 

glycanniques du mucus. La bactérie Ruminococcus gnavus, par exemple, augmente 

l’expression des glycosyltransférases dans les cellules caliciformes (la lignée cellulaire hyper-

productrice de mucus HT29-MTX), mais également en modèle murin (Graziani et al., 2016). 

Bacteroides thetaiotaomicron, quant à elle, est capable d’induire une fucosylation des 

mucines (Xu et al., 2003).  

 I-2-4 Fonction du mucus  

I-2-4-1 Une barrière physique tout le long du tube digestif 

Le mucus permet de protéger l’épithélium digestif des bactéries et sa forte hydratation 

permet de lubrifier les épithéliums et de faciliter le passage du bol alimentaire (Gaudier and 



 

 

 

 

Figure 8 :  Régulation des bactéries intestinales par le système immunitaire mucosal 

Les cellules caliciformes sécrètent le mucus, limitant le contact entre l’épithélium intestinal et 

les bactéries. Dans la réponse immunitaire innée, les entérocytes et les cellules caliciformes 

peuvent secréter également des peptides antimicrobiens tels que les α-défensines ou REGIIIγ. 

Les cellules dendritiques (ou cellules présentatrices d’antigènes) participent à la réponse 

immunitaire humorale, en séquestrant grâce à leurs pseudopodes des antigènes bactériens dans 

la lumière intestinale. Ces antigènes sont ensuite présentés à des lymphocytes B naïfs au niveau 

des ganglions lymphatiques mésentériques. Les lymphocytes B activés vont ensuite se 

transformer en plasmocytes sécréteurs d’IgA.  

Illustration modifiée d’après (Peng et al., 2021) . 
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Hoebler, 2006). Il protège également les cellules de l’épithélium de l’acidité gastrique de 

l’estomac ou des enzymes de digestion à effet abrasif. Les nombreuses ramifications 

glycanniques rendent également l’action des enzymes protéolytiques plus difficile.  

Le mucus joue également un rôle de filtre en fonction de la taille des molécules et des 

micro-organismes : il bloque les particules de grandes tailles et retarde la progression des 

autres vers l’épithélium (Szentkuti and Enss, 1998). Son épaisseur varie selon les régions de 

l’intestin. La couche du mucus est fine dans les régions hautes de l’intestin (où la quantité de 

bactérie est également faible) et elle s’épaissit en fonction du gradient de concentration 

bactérienne (Atuma et al., 2001). Néanmoins ces chiffres sont variables selon les modèles 

d’études in vivo et les outils utilisés (Paone and Cani, 2020).  

 La fonction de barrière physique du mucus est assurée également par le 

renouvellement constant de la couche supérieure du mucus et de la sécrétion continue des 

mucines sécrétées avec 10 litres par jour, qui favorise la présence d’une épaisse couche de 

mucus à la surface des épithéliums intestinaux (Cone, 2009). 

I-2-4-2 Une barrière chimique : mucus et système immunitaire 

La couche de mucus est la première ligne de défense de la réponse immunitaire innée 

et participe à la mise en place de la réponse immunitaire adaptative en séquestrant des 

antigènes bactériens (Figure 8).  

Les IgA, responsables de la réponse humorale, sont séquestrées au niveau de la couche 

de mucus qui concentre également une forte quantité de bactéries. Ces IgA peuvent venir 

séquestrer la bactérie ciblée,  ralentissant ainsi sa mobilité et sa diffusion au sein de la couche 

de mucus (Tsuji et al., 2008; Slack et al., 2014). Le système immunitaire produit également 

des médiateurs qui agissent sur la sécrétion du mucus par les cellules caliciformes. Des 

souris déficientes pour la production d’interleukines 10 (IL-10) présentent une couche de 

mucus plus perméable à l’entrée des bactéries (Johansson et al., 2014). Les souris IL-18-/-, 

quant à elles, ont un défaut de maturation des cellules caliciformes (Nowarski et al., 2015).  

I-2-4-3 Transduction de signaux cellulaires 

En plus de son rôle de barrière physico-chimique le mucus participe également à la 

transmission de signaux cellulaires.  En effet, les mucines transmembranaires sont situées à 



 

Figure 9 :  Mucines transmembranaires, récepteurs et senseurs de l’environnement 

(a)  Les mucines transmembranaires via leur partie N-terminale exposée à la lumière intestinale, 

sont des ligands pour de nombreuses molécules telles que les lectines, les sélectines ou encore 

des molécules biologiques ou bactériennes. Elles sont sensibles aux paramètres 

environnementaux : pH, taux d’hydratation et d’oxygénation.  

(b) La partie C-terminale des mucines transmembranaires possède des sites de phosphorylation 

qui, à la suite de l’activation par un ligand, peuvent changer de conformation, et ainsi recruter 

des molécules participant à la signalisation cellulaire (comme celles de la famille ERBB) et des 

facteurs de transcription.  

Illustration modifiée d’après (Hollingsworth and Swanson, 2004). 
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l’interface entre la lumière intestinale et le cytoplasme des cellules de l’épithélium et agissent 

comme des senseurs moléculaires (Hollingsworth and Swanson, 2004). 

Elles peuvent servir de ligands pour des lectines, sélectines ou autres molécules 

biologiques ou microbiennes pathogènes via la partie N-terminale exposée dans la lumière 

intestinale (Figure 9A). MUC1 est une mucine transmembranaire, qui recouvre la majorité 

des épithéliums du tube digestif et elle est impliquée dans les mécanismes d’adhésion, de 

prolifération et d’apoptose cellulaire ce qui en fait un acteur clé de la carcinogenèse 

(Quin and McGuckin, 2000; Wei et al., 2005). En effet, en cas de transformation et de perte 

de polarité des cellules épithéliales, MUC1 est présent à des niveaux élevés dans le cytosol et 

sur toute la surface des cellules carcinomateuses (Cao et al., 1997). La partie C-terminale 

intracellulaire de MUC1, possède de nombreux sites de phosphorylation et peut permettre 

de recruter des facteurs de transcription (Figure 9B). Elle participe à la polarisation des 

cellules épithéliales en se liant à ERBB2, un récepteur des tyrosines kinases. MUC1 interagit 

aussi avec divers acteurs de la réponse inflammatoire, comme le complexe IKK kinase 

(Ahmad et al., 2007) ou encore des molécules impliquées dans la prolifération comme la β-

caténine, un facteur de transcription nucléaire (Baldus et al., 2004). 

I-2-4-4 Une niche écologique pour le microbiote 

Le mucus s’avère être un espace complexe où cohabitent de multiples micro-

organismes (bactéries, champignons, phages, virus). Dans le tube digestif il peut donc s’avérer 

difficile pour une bactérie de s’implanter dans cet écosystème complexe.  

Compétition pour les sites d’adhésion 

Les bactéries, qui ont la capacité d’adhérer aux motifs glycosylés du mucus via des 

molécules d’adhésion (adhésines spécifiques, pili, flagelles), colonisent plus facilement 

l’épithélium intestinal (Ouwerkerk et al., 2013). C’est le cas de la souche probiotique* 

Lactobacillus rhamnosus qui produit un pilus se liant aux mucines via des liaisons 

électrostatiques (Kankainen et al., 2009).  Les bactéries de la flore commensale peuvent 

rentrer également en compétition pour les sites d’attachement du mucus et empêcher la 

fixation de bactéries pathogènes qui sont présentes de manière transitoire dans le tube digestif. 

Les adhésines sont aussi décrites chez les bactéries associées à des pathologies digestives, 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Enzymes clivant les mucines  

Illustration modifiée d’après  (Werlang et al., 2019) 
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FimH, par exemple est une adhésine qui permet la fixation des AIEC, E. coli adhérent-invasif 

(AIEC) qui sont des bactéries associées à la maladie de Crohn (Dreux et al., 2013).  

Compétition pour les sources de nutrition 

 Le mucus peut être dégradé par une grande variété d’enzymes bactériennes 

(glycosidases, sulfatases, sialidases, etc.) qui vont libérer des glycanes servant au métabolisme 

des bactéries. Ces enzymes confèrent donc aux bactéries les produisant un avantage compétitif 

pour coloniser la muqueuse. Les résidus O-glycanes présents au niveau de MUC2 sont une 

source de nutriments pour de nombreuses bactéries dites mucolytiques telles que 

Akkermansia muciniphila ou Ruminococcus gnavus (Png et al., 2010; Schroeder, 2019). À 

l’inverse, les E. coli sont incapables d’utiliser les polysaccharides complexes du mucus 

(Hoskins et al., 1985), mais ils peuvent s’associer à d’autres bactéries comme les Bacteroides 

thetaiotaomicron qui vont dégrader les oligosides en  monosaccharides ou disaccharides qui, 

eux, pourront être utilisés par les E. coli (Fabich et al., 2008; Conway and Cohen, 2015). 

Martens et al., ont montré que le mutant de B. thetaiotaomicron incapable de dégrader les O-

glycanes colonisait moins bien le tube digestif de souris axéniques, comparativement à la 

souche sauvage (Martens et al., 2008), suggérant que le mucus est une source de nutriments 

importante pour la colonisation intestinale.   

 

I-2-5 Dégradation du mucus par les bactéries 

 Du fait de la structure complexe du mucus, le mécanisme de dégradation s’avère être 

un enjeu complexe pour la bactérie faisant intervenir plusieurs enzymes. Certaines bactéries 

sont capables de dégrader des résidus sulfates et acides sialiques à l’aide de sulfatases et de 

sialidases, d’autres peuvent déconstruire les résidus sucrés grâce à des glycosidases, 

cependant pour dégrader le squelette protéique elles doivent posséder des protéases pour 

couper les liaisons peptidiques (Figure 10). 

I-2-5-1 Les glycosidases bactériennes 

 Avant de pouvoir utiliser les composants carbonés des sucres comme source d’énergie, 

les bactéries doivent d’abord avoir la capacité d’accéder à ces longues chaînes glycosylées qui 

composent le mucus (Figure 10). En effet l’extrémité de ces chaînes ramifiées est décorée 
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d’un acide sialique qui doit être clivé par des sialidases. B. thetaiotaomicron possède de telles 

enzymes, néanmoins elle n’est pas capable de cataboliser ce sucre, le rendant accessible 

comme source nutritive pour d’autres bactéries comme le pathogène  Clostridium difficile ou 

Salmonella Typhimurium (Ng et al., 2013). Une fois ce motif retiré, les Bacteroides, grâce à 

diverses glycosylases, peuvent dégrader et utiliser les sucres issus des chaînes glycosylées 

pour leur croissance. Contrairement à ce dernier exemple, certaines bactéries possèdent un 

ensemble d’enzymes leur permettant de dégrader la couche de mucus, c’est le cas 

d’Akkermansia muciniphila, qui possède 35 glycosyl hydrolases, 13 protéases, 11 sulfatases 

et 2 sialidases (van Passel et al., 2011).  

I-2-5-2 Les protéases bactériennes 

La dégradation du squelette peptidique de la couche de mucus colique nécessite 

l’action de protéases (Figure 10). Les bactéries produisant des mucine-protéases ont 

essentiellement été décrites chez des bactéries entéro-pathogènes telles que Vibrio cholerae 

et certaines entérobactéries comme Shigella flexneri, les E. coli entéroaggregatifs (EAEC), 

entéropathogènes (EPEC) et entérohémorragiques (EHEC) ainsi que les E. coli adhérent-

invasif (AIEC) qui sont des bactéries associées à la maladie de Crohn (Silva et al., 2003; 

Parham et al., 2004; Dautin, 2010; Gibold et al., 2016). Pour coloniser les muqueuses et 

envahir l’hôte, les micro-organismes pathogènes doivent traverser la barrière de mucus puis 

se fixer au pôle apical des cellules épithéliales. Les mucine-protéases, en clivant les liaisons 

peptidiques des mucines, diminueraient la viscosité du mucus et favoriseraient la pénétration 

des micro-organismes en profondeur favorisant l’accès à l’épithélium (Martens et al., 2018). 

Les mucine-protéases hydrolysent les liaisons peptidiques des mucines en activant une 

molécule d’eau du site catalytique. Ces protéases peuvent être divisées en deux groupes : les 

métalloenzymes qui utilisent un ion métallique pour activer la molécule d’eau catalytique et 

les protéases à sérine qui, elles, utilisent un résidu sérine.  

Dans le cadre de mon manuscrit de thèse, nous nous focaliserons sur les mucine-protéases 

des Escherichia coli qui seront décrites plus précisément dans la partie III-2-6 du manuscrit. 

Cette dégradation du mucus a donc un effet direct sur l’accès des pathogènes à 

l’épithélium intestinal. 

  



 

Figure 11 : Adaptation des pathogènes intestinaux : colonisation et invasion de la barrière 

mucosale au niveau colique  

Les souris Muc2-/- présentent une couche de mucus colique altérée, ce qui facilite la progression de 

pathogènes comme Citrobacter rodentium ou le nématode Trichuris muris. La présence d’une couche 

de mucus intacte permet de tenir les pathogènes intestinaux à distance des cellules. Cette couche de 

mucus peut également être altérée par le régime alimentaire, car un régime dépourvu de fibres entraine 

une augmentation des bactéries dégradant le mucus. L’intégrité de la couche est aussi dépendante de 

l’inflammation. Des souris déficientes dans la production de l’IL-22 ont une production de mucus 

réduite, ainsi que des peptides antimicrobiens REG3ɣ et sont plus sensibles à l’infection C. rodentium.  

Illustration modifiée d’après  (Martens et al., 2018) 

 

 

Figure 12 : Altérations de la barrière mucosale 

Illustration modifiée d’après  (Etienne-Mesmin et al., 2019) 
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Les composants du mucus peuvent également influencer le comportement des 

bactéries en augmentant ou diminuant l’expression de facteurs de virulence (Figure 11A). 

La régulation de ces enzymes mucolytiques peut s’avérer être différente en fonction du mode 

de croissance des bactéries. La croissance en biofilm permet la coopération de plusieurs 

bactéries et permet ainsi à C. difficile de croître dans un milieu dépourvu de glucose en 

utilisant les sucres libérés par les glycosides hydrolases d’A.muciniphila, de B. 

thetaiotaomicron, et de Ruminococcus torques. (Engevik et al., 2021).  

 

I-2-6 Altération du mucus 

I-2-6-1 Altération du mucus par des facteurs extrinsèques 

L’étude de l’altération de la couche de mucus dans de nombreux modèles murins a 

permis de comprendre l’importance de son intégrité pour protéger l’hôte contre les bactéries 

intestinales (Figure 11). L’équilibre de cet écosystème est complexe et fragile, et il peut être 

rompu par des paramètres internes ou externes à l’hôte (Figure 12).  

La structure viscoélastique du mucus peut être altérée par le pH, la force ionique, le 

degré d’hydratation ou encore la présence de protéases endogènes (Bansil and Turner, 2018). 

Des facteurs extrinsèques peuvent aussi venir altérer la barrière mucosale.  

 

L’alimentation des régimes dits « occidentaux » est pauvre en fibres et riche en 

matières grasses et en sucres. Des souris, nourries avec ce type régime (high fat / high sugar 

HF/HS), présentent une perméabilité de la couche de mucus intestinale plus importante que 

celle des souris ayant un régime dit équilibré (Schroeder et al., 2018). De plus, l’ingestion à 

ces souris sous régime HF/HS d’une souche probiotique telle que Bifidobacterium longum ou 

d’un prébiotique* tel que l’inuline, permet de restaurer la barrière mucosale intestinale. L’effet 

observé chez ces souris pourrait impliquer une modification du microbiote intestinal. En effet, 

l’alimentation peut directement impacter la proportion de bactéries dégradant le mucus 

(Martens et al., 2018). Certaines bactéries sont également capables de changer de source 

d’énergie carbonée en fonction des nutriments biodisponibles. B. thetaiotaomicron, quand 

l’alimentation est dépourvue des polysaccharides nécessaires à son développement, est 
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capable de s’adapter et  active la transcription de gènes codant des enzymes capables de 

dégrader le mucus, afin de l’utiliser comme nouvelle source d’énergie (Sonnenburg et al., 

2005). À l’inverse, les fibres et les acides gras à chaîne courte (AGCC) sont des facteurs qui 

ont démontré leur impact protecteur sur l’épaisseur de la couche de mucus (Suriano et al., 

2022).  

Les additifs alimentaires sont très présents dans l’alimentation occidentale car les 

industriels les utilisent pour préserver ou modifier les propriétés structurelles de nombreux 

aliments que nous consommons. Les émulsifiants, par exemple, permettent de modifier les 

textures et le goût d’aliments transformés comme le Tween-80 (ou E433) ou le 

carboxyméthylcellulose (CMC ou E466) que l’on retrouve dans les pâtisseries, les crèmes 

fraîches ou encore les chewing-gums. Ces deux émulsifiants, quand ils sont administrés à des 

souris, seraient responsables de l’induction d’une inflammation à bas bruit et d’une dysbiose* 

bactérienne avec une augmentation des bactéries aux propriétés mucolytiques comme 

Ruminococcus gnavus (Chassaing et al., 2015). Dans ce même article, les souris ayant reçu 

ces émulsifiants, présentaient également une desquamation de la surface épithéliale et une 

altération de la perméabilité de la couche mucus facilitant l’accès des bactéries à la surface 

de l’épithélium. Chez les souris ayant reçu des émulsifiants alimentaires, une réduction de la 

distance entre les bactéries et l’épithélium a été observée (Chassaing et al., 2015). Le dioxyde 

de titane (TiO2), sous forme de nanoparticules, est un additif alimentaire (E171) qui a 

récemment été interdit dans l’Union Européenne (janvier 2022). Il était utilisé dans la 

composition des pâtisseries, des soupes ou également des chewing-gums (Peters et al., 2014) 

et de nombreuses études aujourd’hui sont disponibles portant sur les interactions entre l’E171 

et le mucus (Koeneman et al., 2010; Dorier et al., 2017). L’E171, quand il est administré par 

voie orale à des rats, est capable de traverser la couche de mucus, d’induire au niveau de 

cellules de l’épithélium du stress oxydant et d’initier des pré-lésions néoplasiques coliques 

(Bettini et al., 2017). 

Les polluants environnementaux ont également des effets sur la structure et la 

composition du mucus. L’Homme est exposé dans son quotidien à de nombreux métaux 

lourds comme le mercure, retrouvé dans les produits de la mer, ou le cadmium, issu des 

pesticides et fertilisants, qui se retrouve dans la matière organique et dans notre chaîne 

alimentaire. Des rats, ayant ingéré une forte concentration de cadmium (15 µg/mL) dans leur 

eau de boisson pendant 30 jours, présentent une diminution de l’épaisseur de la barrière 

mucosale gastrique (Asar et al., 2000). Les pesticides peuvent aussi impacter la couche de 
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mucus : l’imazalil est un fongicide qui se retrouve dans les fruits et les légumes ingérés par 

l’Homme. L’exposition chronique de souris mâles adultes à des doses de 2,5 mg/kg de poids 

corporel d’imazalil diminue l’expression des mucines Muc2 dès 2 semaines et entraîne une 

dysbiose avec une diminution des Bacteroidetes (Jin et al., 2018).   

La prise d’antibiotiques peut aussi altérer la couche de mucus de manière indirecte 

en modifiant la composition des bactéries  présentes au niveau du mucus (Chen et al., 2020a). 

De plus, dans les modèles murins conventionnels, l’étude de l’implantation d’une ou plusieurs 

bactéries nécessite souvent l’utilisation d’antibiotiques pour déstabiliser les niches 

écologiques commensales et permettre l’implantation de la souche souhaitée. Pour cela, des 

antibiotiques à large spectre sont couramment utilisés néanmoins ceux-ci peuvent avoir un 

impact direct sur la couche de mucus. En effet, l’administration de métronidazole à des souris 

a montré une diminution du nombre et de la fonction des cellules caliciformes, alors que la 

streptomycine n’a pas montré d’impact sur l’intégrité de la couche de mucus des souris 

congénères infectées parallèlement (Wlodarska et al., 2011). Cet effet est notamment expliqué 

par l’action drastique du métronidazole sur le microbiote qui réduit les populations de 

Porphyromonadaceae et augmente les lactobacilles. 

 I-2-6-2 Altération du mucus et développement tumoral 

 L’expression de la mucine MUC2 semble négativement corrélée à l’apparition de 

tumeurs coliques. Des souris Muc2-/-, incapables de produire la principale mucine sécrétée au 

niveau colique, présentent des anomalies structurelles au niveau de l’épithélium colique, avec 

des cryptes à la morphologie anormale, un défaut de maturation et de migration des cellules 

caliciformes et donc une réduction de la couche de mucus (Velcich et al., 2002). Velcich et 

al., ont observé que les souris Muc2-/- développaient spontanément des adénomes 

intestinaux, aux propriétés invasives. Quelques années après, cette même équipe a mis en 

évidence les mécanismes cellulaires impliqués en croisant des souris Muc2-/- avec un modèle 

murin génétiquement modifié développant spontanément des tumeurs, les souris ApcMin/+ 

(Yang et al., 2008). En comparant les souris Muc2-/-/ApcMin/+ et les souris ApcMin/+, ils ont 

démontré que la délétion du gène codant pour la protéine Muc2 exacerbe le phénotype tumoral 

et la réponse inflammatoire dans un contexte de cancer colorectal. Notons également que 

l’expression de MUC2 est régulée négativement dans les tumeurs colorectales d’origine 

humaine (Imai et al., 2013).  



  

Figure 13 : Représentation de l’antigène sialylé Tn dans les cellules cancéreuses  

Sur les motifs sérines et thréonines l’enzyme GALNT vient apposer un motif N-acétylgalactosamine 

(GalNac), ce qui forme l’antigène Tn retrouvé dans les cellules saines mais aussi dans les cellules 

cancéreuses. L’enzyme C1GALT1 est responsable de la prise en charge de l’extension des ramifications 

glycosidiques formant la structure « core-1 » des glycanes. La protéine chaperonne COSMC permet le 

repliement et la formation de la molécule. Des mutations dans les gènes C1GALT1 et COSMC, 

aboutissent à la formation de l’antigène sialylé sTn. L’antigène Stn est associé à de nombreux cancers 

dont le cancer du côlon. 

Illustration modifiée d’après (Munkley, 2016) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Expression des mucines dans le développement du cancer  

Le développement du cancer colorectal est la résultante de l’accumulation de mutations au 

cours du temps, notamment dans les gènes Apc, Kras et TP53, qui découle de la transformation 

d’un épithélium sain vers un carcinome. Ces mutations sont accompagnées de modifications 

dans l’expression des gènes codants pour les mucines. Ainsi la diminution de l’expression de 

MUC2 est corrélée à une augmentation du nombre de polypes alors que la surexpression de 

MUC1 au niveau des tumeurs est plutôt associée à un phénotype invasif. 

Modifiée d’après  (Pothuraju et al., 2020). 
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 Des modifications sur les O-glycosylations de la couche de mucus peuvent être 

impliquées dans les mécanismes tumorigènes. Fu et al., ont utilisé des souris génétiquement 

modifiées incapables de produire l’enzyme C1GALT1 (Fu et al., 2011). Cette enzyme est 

responsable de l’ajout de groupements glycosylés sur le motif GalNAcα1-O-Ser/Thr, aussi 

appelée Tn antigène (ou motif Core 1), des mucines. Ce motif Core 1 est exprimé dans les 

cellules des tissus sains mais il est surexprimé dans les cellules cancéreuses (Ju et al., 2014). 

Si l’enzyme C1GALT1 n’est pas fonctionnelle, c’est la transférase ST6GalNac1 qui va 

prendre en charge la glycoprotéine néoformée, pour ajouter un groupement acide sialique et 

former « l’antigène sTn » (Fu et al., 2016) (Figure 13). Les souris, délétées pour le gène 

permettant la synthèse de l’enzyme C1GALT1, développent spontanément une inflammation 

du côlon, des abcès au niveau des cryptes intestinales et des prolapsus rectaux (protrusion du 

rectum à travers l’anus). Elles présentent également une couche de mucus perméable au 

passage des bactéries intestinales (Fu et al., 2011).    

Trois motifs structurels des mucines ont été retrouvés associé au CCR : l’antigène Tn 

(GalNAcαThr/Ser), l’antigène TF (Galβ3GalNAc) et l’antigène sialyl Tn (NeuAcα6GalNAc) 

(Byrd and Bresalier, 2004). 

Plusieurs mucines transmembranaires se sont révélées pathologiquement exprimées et 

impliquées dans la tumorigenèse du CCR (Rachagani et al., 2009; Pothuraju et al., 2020) 

(Table 1-Figure 14). Par exemple, une expression anormale de MUC15 a été observée dans 

les tumeurs colorectales (ARNm et protéines) par rapport aux tissus normaux et son 

expression augmente le potentiel invasif des cellules colorectales (Huang et al., 2009). MUC1 

et MUC3 ont une expression significativement plus élevée dans les lésions malignes du côlon 

et elles sont associées à un mauvais pronostic (Kesari et al., 2015). Dans les cellules 

épithéliales sécrétoires, MUC1 est normalement exprimée sur les bords apicaux, mais dans 

les cellules tumorales, son expression est répartie sur toute la surface cellulaire (Gendler, 

2001).  

La déstabilisation de la couche de mucus a aussi été associée dans les travaux de 

Ijssennagger et al., avec une alimentation riche en fer héminique et la présence dans le 

microbiote de bactéries productrices de sulfure d’hydrogène (Ijssennagger et al., 2015). Dans 

cette étude, les souris dont le régime était enrichi en fer héminique présentaient une 

prolifération épithéliale plus importante que les souris nourries avec un régime contrôle. 

L’administration d’antibiotiques à ces souris abrogeait les effets observés. Le sulfure 
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d’hydrogène, produit par les bactéries du microbiote, pourrait fragiliser la couche de mucus 

protectrice, rendant l’épithélium colique plus exposé au fer héminique cytotoxique.   

L’altération de l’expression de plusieurs mucines est associée au développement de 

nombreux cancers dont le cancer colorectal (Table 1). Il semble donc important, pour 

étudier et comprendre la carcinogenèse colique, d’avoir des modèles in vitro et in vivo pour 

étudier le mucus. 

 

I-2-7 Mucus et modèles d’études 

Les modèles de cellules épithéliales productrices de mucus 

 Malgré tous les modèles in vitro utilisés pour étudier les cellules du tube digestif, rares 

sont ceux qui miment la couche de mucus présente dans l’organisme humain (Etienne-Mesmin 

et al., 2019). À ce jour les modèles de cellules épithéliales coliques productrices de mucus les 

plus décrits, sont les cellules dérivées de la lignée cellulaire HT29 qui ont été différenciées 

sous des conditions spécifiques. Les cellules HT29-MTX forment une monocouche de cellules 

polarisées constituées de cellules caliciformes capables de produire une couche de mucus de 

3-5 µm, composée principalement de mucines MUC5AC mais aussi de MUC2 (Navabi et al., 

2013). Les cellules HT29-16E (qui secrètent surtout MUC2), quant à elles, ont été également 

obtenues à partir des cellules épithéliales HT29, en les cultivant avec du butyrate de sodium 

(Augeron and Laboisse, 1984). La lignée LS174T dérivée de cellules coliques de carcinome 

est aussi productrice de MUC2 et de MUC5AC (Hews et al., 2017; Escoula et al., 2019). La 

production de mucus dans ces lignées peut être augmentée quand les cellules sont cultivées 

sur des filtres Transwells avec une stimulation mécanique mimant le péristaltisme intestinal, 

comme cela a été montré récemment (Elzinga et al., 2021).  

Les modèles murins 

 Les modèles murins permettent, quant à eux, d’étudier le rôle biologique en 

conditions physiologiques ou pathologiques à l’échelle de l’organisme entier. Les données de 

la littérature rapportent que l’organisation et l’expression des mucines sont bien conservées 

entre les souris et l’Homme (Nguyen et al., 2015; Joshi et al., 2015). Muc2 est également la 

principale mucine présente au niveau de l’épithélium colique des souris (Johansson et al., 

2014). Néanmoins, la composition bactérienne mucosale (Nguyen et al., 2015) et le degré de 
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glycosylation sont différents chez les souris comparativement au mucus du côlon humain 

(Holmén Larsson et al., 2013). La mucine colique de l’Homme est riche en O-glycanes de 

type Core 3 composés d’un N-acetyleglucosamine et d’un N-acetylgalactosamine, alors 

qu’aucune structure de ce type n’a été trouvée dans la composition des mucines Muc2 murines 

(Capon et al., 2001). La vitesse de renouvellement de la couche de mucus varie également 

entre les espèces humaines et murines : avec une croissance de 240 µM/heure chez l’Homme, 

contre 100 µM/heure chez la souris (Gustafsson et al., 2012; Johansson et al., 2013; Ermund 

et al., 2013). Cette vitesse de renouvellement du mucus dépend de nombreux paramètres 

comme les forces motrices présentent au niveau colique, mais également de la présence 

d’enzymes bactériennes présentes dans la couche externe du mucus. 

  

I.3 Le microbiote intestinal 

Depuis maintenant la fin du 20ème siècle, nous avons été amenés à revoir la manière de 

comprendre le corps humain et sa physiopathologie en prenant en compte non pas le 

dysfonctionnement du corps unique, mais plutôt en analysant son écosystème complet. En 

effet, celui-ci n’est pas composé que de nos propres cellules eucaryotes, mais il est aussi 

composé de nombreux autres organismes, tels que des champignons, les bactéries et les 

archées. Néanmoins de nos jours, parmi l’ensemble de ces micro-organismes constituant le 

microbiote humain, les bactéries restent les plus étudiées car elles apparaissent majoritaires 

au regard des données de séquençage des génomes microbiens que nous possédons. Les virus 

représentent quant à eux 5,8% des communautés présentes, alors que les archées et les 

eucaryotes constituent respectivement 0,8 et 0,5% de notre microbiote (Arumugam et al., 

2011). Ainsi, lorsque le terme microbiote intestinal est utilisé, il est souvent sous-entendu 

microbiote intestinal bactérien. 
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I-3-1 Composition du microbiote intestinal bactérien 

Classifications bactériennes 

 Dans les années 1970, l’étude de la composition du microbiote intestinal, se faisait 

majoritairement sur des prélèvements de selles, on estimait donc qu’il n’était qu’un reflet 

imparfait du microbiote présent dans le tube digestif (Moore and Holdeman, 1974). En effet, 

la plupart des bactéries anaérobies strictes ne sont pas prises en compte dans ces analyses. 

Néanmoins, depuis les années 1990 les approches moléculaires et génomiques sont venues 

compléter les approches culturomiques. Les scientifiques ont récolté plus de données sur les 

espèces qui n’étaient pas cultivables ou très difficilement cultivables notamment par l’analyse 

et le séquençage du gène codant l’ARN16S (Clooney et al., 2016). Ce marqueur ubiquiste du 

règne bactérien possède à la fois des régions conservées sur lesquelles peuvent se fixer les 

amorces de PCR et des régions hypervariables qui vont être séquencées et produire de courts 

fragments d’ADN spécifiques. Ceci va permettre de discriminer les différentes espèces 

bactériennes dans un échantillon donné. Cependant, le fait de générer de courts fragments 

d’ADN peut introduire rapidement de nombreuses erreurs dans la séquence. C’est pour cela 

Historiquement, il était admis que notre corps est composé de 1013 cellules et de 

dix fois plus de bactéries. Néanmoins, pour Judah Rosner, ce rapport a été estimé par 

Thomas Luckey sans véritable argument (Rosner, 2014).  Il aurait évalué la quantité 

bactérienne dans un gramme de contenu intestinal à 100 milliards de bactéries. En 

parallèle, il a estimé qu’un individu humain contient en moyenne 1000 grammes d’un tel 

contenu. Par la suite, c’est le microbiologiste Dwayne Savage qui a associé ces chiffres 

aux 10 billions de cellules estimées pour le corps humain. C’est ainsi que d’après Rosner, 

ledit rapport de 10 bactéries pour une cellule a été cité dans de multiples ouvrages sans 

vraie corrélation scientifique, jusqu’en 2016, où une étude scientifique est venue ré-évaluer 

le nombre de bactéries contenues dans le corps humain à 1013 bactéries. Néanmoins, 

depuis les outils scientifiques pour quantifier le nombre de bactéries ont évolué. C’est ainsi 

qu’un nouveau rapport de 1:1 bactérie / cellule a vu le jour dans la communauté 

scientifique d’après les travaux de l’équipe Ron Milo (Sender et al., 2016). Il est encore 

néanmoins important de souligner que ces chiffres ne sont encore qu’une estimation.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Arbre phylogénétique de l’abondance des phyla et des genres bactériens du 

microbiote intestinal humain issus des projets MetaHit et Human Microbiome Project 

Illustration modifiée (Arora and Bäckhed, 2016). 
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qu’aujourd’hui, les techniques de métagénomiques ciblant la totalité du génome sont plus 

couramment utilisées car plus fiables (Poretsky et al., 2014). Grâce à ces techniques, des 

projets de séquençage du microbiote humain sur de larges populations ont été mis en place 

afin de comprendre l’implication du microbiote intestinal en santé humaine : MetaHit sur une 

cohorte européenne (2008-2012), Human Gut Microbiome aux Etats-Unis (2007-2016) ou 

encore le French Gut, lancé récemment sur une cohorte française et qui finira en 2027 

(Arumugam et al., 2011; Integrative HMP (iHMP) Research Network Consortium, 2019). 

 

L’étude du microbiome humain, c’est-à-dire de l’ensemble des génomes ou des gènes 

qui constitue le microbiote, a révélé que la diversité intra-individuelle et inter-individuelle 

fluctue en fonction des microbiotes. Les projets de séquençage menés ont permis d’identifier 

les 3 phyla majoritaires du microbiote intestinal qui sont représentés par les Bacteroidetes (46-

76%), les  Firmicutes (21-47%), et les Actinobacteria (2-25%) (Donaldson et al., 2016) 

(Figure 15). Les Firmicutes sont composés principalement des genres Eubacterium, 

Ruminococcus et Faecalibacterium alors que les Bacteroidetes sont représentés par le genre 

Bacteroides et Prevotella. 

 

 

Néanmoins, la diversité des espèces microbiennes au niveau intestinal est importante. 

Les scientifiques ont réussi à classifier le microbiote humain en 3 entérotypes, c’est-à-dire en 

grands types de communautés microbiennes en fonction de l’abondance de certaines bactéries 

(Arumugam et al., 2011). Ces entérotypes peuvent être associés avec le type de régime 

alimentaire et semblent également avoir un intérêt clinique en tant qu’indicateur de risques 

mais aussi comme outils de diagnostic pour des pathologies digestives (Costea et al., 2018). 

➢ L’entérotype 1 est représenté par les Bacteroides. L’augmentation de cet 

entérotype est associée à un régime de type « occidental » riche en gras et est 

La taxonomie de ces phyla bactériens a récemment été mise à jour par le National Center 

for Biotechnology Information (NCBI) : les Firmicutes ont été renommés les Bacillota et 

les Bacteroidetes et Proteobacteria sont dorénavant appelés respectivement les 

Bacteroidota et Pseudomonadota (Schoch et al., 2020). Cependant pour une meilleure 

harmonisation entre les études bibliographiques, l’ancienne taxonomie datant de 2012 

sera conservée. 
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corrélée à une diminution de la diversité du microbiote de manière générale qui est 

un marqueur de mauvaise santé (Le Chatelier et al., 2013). 

➢ L’entérotype 2 correspond au genre Prevotella, que l’on retrouve surtout dans le 

microbiote des personnes au régime riche en fibres comme les végétariens et en 

carbohydrates (Wu et al., 2011; Yatsunenko et al., 2012).  

➢ L’entérotype 3 est caractérisé par la présence des Ruminococcus.  

Ces entérotypes ont également pu être mis en corrélation avec un certain nombre de 

fonctions métaboliques communes (Arumugam et al., 2011). Les bactéries fermentatives de 

l’entérotype 1 possèdent un grand nombre d’enzymes nécessaires au métabolisme des sucres 

(galactosidases, hexosaminidases…). Les bactéries du genre Prevotella (entérotype 2) et 

Ruminocccus (entérotype 3), quant à elles, présentent de nombreuses enzymes capables de 

dégrader les structures complexes des glycoprotéines du mucus telles que des sulfatases, des 

sialidases ou des protéases (Wright et al., 2000; Crost et al., 2016). 

 

Dans le tractus intestinal humain, la distribution spatiale du microbiote s’étend selon 

deux axes, l’un longitudinal (de la cavité orale jusqu’au rectum) et l’autre radial (de la 

lumière intestinale jusqu’à la couche du mucus en contact avec les cellules épithéliales). 

Axe longitudinal 

La quantité de bactéries varie tout le long du tube digestif : l'estomac, le duodénum et 

le jéjunum sont peu colonisés par le microbiote intestinal, avec environ 10 à 102 bactéries par 

gramme de contenu luminal alors qu’au niveau du côlon, ce nombre atteint 1013 bactéries par 

gramme de contenu luminal. La prolifération bactérienne au niveau de la partie supérieure du 

tube digestif est limitée par différents facteurs tels que le pH acide de l'estomac, le flux luminal 

qui est rapide à ce niveau, la présence du gel de mucus contenant des IgA et des peptides 

antimicrobiens. Au niveau du duodénum, il y a également la présence de sels biliaires qui 

possèdent une activité antimicrobienne (Inagaki et al., 2006). Plus on descend le long du tube 

digestif, plus le pH augmente, plus le dioxygène se raréfie et plus les conditions sont propices 

au développement de bactéries non aérotolérantes (Sartor, 2008). Le côlon est le site le plus 

favorable à la prolifération bactérienne avec un pH proche de la neutralité, peu de sels biliaires, 

un péristaltisme plus lent et une couche de mucus plus épaisse qui est également une source 

d’énergie nutritive pour les bactéries (Savage, 1977).  
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Axe radial 

Il existe également des distinctions entre la composition du microbiote intestinal dit 

« luminal » et le microbiote associé à la muqueuse. Les différences qui existent entre ces 

microbiotes sont principalement dues à l’existence d’un gradient de viscosité et de 

concentration en oxygène et autres ressources nutritives pour les bactéries (Swidsinski et al., 

2007). Albenderg et al., ont étudié le microbiote de sujets humains sains pour comprendre ces 

disparités. La proportion des phyla Actinobacteria et Proteobacteria (majoritairement 

représentée par des espèces tolérantes à l’oxygène) est plus importante au niveau de la 

muqueuse comparativement aux échantillons fécaux (issus du microbiote luminal) (Albenberg 

et al., 2014). La survie de ces bactéries tolérantes à l’oxygène est facilitée par l’expression 

d’enzymes bactériennes, comme les catalases ou les peroxydases. Ces enzymes sont capables 

de transformer les espèces réactives de l’oxygène ou ROS (pour reactive oxygen species) 

produites par les cellules épithéliales en réponse à un signal de danger (bactérien par exemple). 

De plus, ils ont démontré que le microbiote associé à la muqueuse était enrichi en bactéries 

qui utilisent préférentiellement les protéines comme sources d’énergie par rapport au 

microbiote luminal riche en bactéries saccharolytiques. Certaines bactéries asaccharolytiques 

des phyla Firmicutes et Bacteroidetes, sont plus abondantes dans le microbiote associé à la 

muqueuse que dans le microbiote luminal (Mayrand and Holt, 1988; Albenberg et al., 2014). 

Les bactéries de la famille des Lactobacillaceae sont, elles, largement majoritaires au niveau 

du microbiote luminal (Walter and Ley, 2011). L’hypothèse d’une interaction mutualiste entre 

les bactéries utilisant ces deux types de sources nutritives est avancée par plusieurs auteurs 

(Fischbach and Sonnenburg, 2011; Albenberg et al., 2014).   

Malgré la biodiversité et la variabilité inter-individuelle du microbiote, le métabolome 

associé au microbiote semble être conservé entre les individus et les organes concernés 

(Turnbaugh et al., 2009; Walter and Ley, 2011). C’est pour cela, que les scientifiques ont 

proposé d’utiliser les notions de répertoire de fonctions bactériennes communes (core 

fonctionnel métabolique) plutôt que la notion de répertoire génique commun (core génome) 

pour décrire le microbiote (Lozupone et al., 2012).  
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I-3-2 Fonctions du microbiote intestinal 

I-3-2-1 Digestion et production de métabolites 

Le microbiote intestinal participe de manière active à la nutrition et à la 

biodisponibilité de certaines molécules. Il est capable de digérer les macronutriments grâce 

à des enzymes non-synthétisées par l’Homme et de détoxifier les xénobiotiques* (substances 

étrangères à notre corps). Pour terminer, les bactéries jouent également un rôle clé dans la 

production de vitamines non-synthétisables par l’Homme comme la vitamine K et B et le 

métabolisme du tryptophane (Agus and Sokol, 2019; Dominguez-Bello et al., 2019). 

En utilisant les produits issus des derniers nutriments du bol alimentaire non-digérés, 

le microbiote intestinal colique est responsable de la production de nombreux métabolites 

favorables à l’hôte. Ces fibres alimentaires aussi appelées polysaccharides sont des sucres 

complexes (comme l’amidon, l’inuline). Ils sont dégradés par des bactéries possédant des 

enzymes hydrolytiques pour former des sucres simples, assimilables et des produits 

intermédiaires (lactate, formate) qui seront transformés par la fermentation en gaz (CO2, H2 

et SO4) et en Acide Gras à Chaîne Courte (AGCC) (Allaire et al., 2018). La dégradation de 

certaines chaînes complexes nécessite parfois la coopération de nombreuses enzymes 

bactériennes (Bernalier-Donadille, 2010). Cette fonction est surtout portée par les bactéries de 

la flore anaérobie comme Clostridium clusters IV et IXa, Faecalibacterium prausnitzii, et 

Bacteroides thetaiotaomicron. 

Les trois AGCC majoritairement produits lors de la fermentation sont le propionate, 

l’acétate et le butyrate. La concentration de ces trois AGCC dans le côlon est relativement 

constante, avec respectivement 50 à 70 mmol/kg de contenu luminal pour l’acétate, et 15 à 25 

mmol/kg pour le propionate et le butyrate (Cummings, 1981). Les AGCC générés par le 

microbiote intestinal sont ensuite absorbés par les cellules épithéliales du côlon. Le butyrate 

est utilisé par les cellules coliques des cryptes et possède de nombreuses fonctions. Environ 

70% de l’énergie utilisée par les colonocytes provient de la transformation du butyrate en 

corps cétoniques (Papillon et al., 1999). Le butyrate agit également sur les marques 

épigénétiques en inhibant les HDAC (histone désacétylase) ce qui module la réponse 

immunitaire des cellules T régulatrices (Furusawa et al., 2013). Il pourrait également prévenir 

la transformation des cellules souches en cellules cancéreuses (Roediger, 1980; Kaiko et al., 

2016). L’acétate, quant à lui, est produit majoritairement par les Bacteroidetes ; il est utilisé 
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comme source d’énergie pour de nombreux tissus mais également par les cellules tumorales 

(Hosios and Vander Heiden, 2014). Le propionate est consommé par les hépatocytes et 

participe à la néoglucogenèse (Hosseini et al., 2011). La régulation de la proportion de ces 

métabolites permet de maintenir une homéostasie au niveau de la muqueuse colique. B. 

thetaiotaomicron produit de l’acétate qui est consommé par Faecalibacterium prausnitzii, qui 

produit à son tour du butyrate, activant la production de mucus et induisant un remaniement 

du squelette glycosidique sur les protéines de mucines (Wrzosek et al., 2013).  

Les bactéries du microbiote sont également capables de déconjuguer les hormones 

sexuelles et les sels biliaires provenant de la dégradation du cholestérol dans le foie. Les 

acides biliaires (AB) primaires issus de la synthèse hépatique sont déconjugués grâce à des 

enzymes de la classe des hydrolases que l’on trouve notamment chez Lactobacillus et 

Bifidobacterium (Ridlon et al., 2014). La transformation en AB secondaires (ABII) se fait 

aussi grâce aux enzymes bactériennes ; ces ABII sont ensuite réabsorbés dans la circulation 

hépatique, et transformés en AB tertiaires par réoxydation ou éliminés dans les selles après 

sulfatation.  

I-3-2-2 Fonctions trophiques 

La présence du microbiote dès les premiers jours de vie induit des modifications 

anatomiques et histologiques au niveau de l’intestin. En comparant l’épithélium de souris 

axéniques et celui de souris conventionnelles, on constate un ralentissement du transit 

intestinal et de la motilité intestinale, mais également une diminution de la perméabilité 

intestinale et du nombre de jonctions serrées chez les souris axéniques (Hayes et al., 2018). 

Les bactéries de la flore commensale peuvent garantir l’homéostasie de la barrière intestinale 

grâce à la production des AGCC comme le butyrate qui augmente l’expression des protéines 

des jonctions serrées, claudine-1 et occludine-1 (Wang et al., 2012).  

I-3-2-3 Fonctions neurologiques 

 De récentes études sur le microbiote se sont intéressées à l’axe « intestin-cerveau ». 

En effet le tube digestif possède un important réseau de neurones qui compose le système 

nerveux entérique (Rhee et al., 2009b; Mayer et al., 2022). La communication se fait de 

façon « bidirectionnelle » entre les deux acteurs et l’altération de ce dialogue peut aboutir à 

des pathologies gastro-intestinales comme le syndrome de l’intestin irritable (SII) (Schwetz 
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et al., 2003). Les signaux moléculaires qui favorisent cette communication peuvent être des 

métabolites produits par le microbiote comme les AGCC, les molécules issues de la 

dégradation des polyphénols, des AB, des hormones stéroïdiennes ou des neurotransmetteurs 

issus de la transformation des acides aminés. Certains MAMP ou des toxines bactériennes 

peuvent également circuler à travers la circulation systémique jusqu’au cerveau pour agir.  

I-3-2-4 Défenses de l’hôte par des mécanismes de compétition 

Les bactéries commensales peuvent rentrer en compétition directe pour les sources 

d’énergie et les sites d’adhésion qui sont utilisés par les bactéries pathogènes. En occupant 

la niche écologique, elles protègent l’hôte de l’implantation de souches pathogènes (Earle et 

al., 2015; Desai et al., 2016). De plus, certaines bactéries commensales sont capables de 

produire elles-mêmes des composés antimicrobiens qui empêchent l’implantation d’autres 

bactéries, potentiellement pathogènes (Walter and Ley, 2011). Ainsi, des souris dont la flore 

bactérienne est déplétée par l’utilisation d’antibiotiques sont plus susceptibles à l’implantation 

de bactéries pathogènes (Bammann et al., 1978; Rupnik et al., 2009). 

Le taux d’oxygène peut également être modulé par certaines bactéries du microbiote 

commensal. Shigella flexneri est un pathogène responsable de diarrhées aiguës, qui exprime 

ses facteurs d’invasion en condition anaérobie. D’après les travaux de Marteyn et al,  

l’expression des facteurs de virulence de  S. flexneri pourrait être inhibée dans les zones de 

l’épithélium intestinal riches en oxygène (proche de la lumière intestinale) (Marteyn et al., 

2010).  

I-3-2-5 Développement du système immunitaire 

Le microbiote intestinal participe dès le plus jeune âge à la mise en place et à la 

maturation du système immunitaire et donc la protection de l’hôte contre des micro-

organismes pathogènes (Round and Mazmanian, 2009). Chez les animaux axéniques 

(dépourvus de flore commensale), la sécrétion des peptides antimicrobiens est réduite et ils 

présentent moins de lymphocytes intra-épithéliaux. Les plaques de Peyer de ces animaux sont 

également moins actives et plus petites, et le nombre de plasmocytes sécréteurs d'IgA est 

fortement diminué. Au niveau local et systémique, le niveau des lymphocytes Th1 et Th17 est 

réduit (Macpherson and Harris, 2004). La colonisation bactérienne du tractus intestinal de 

souris axéniques permet dès le 4ème jour un changement de morphologie de l’épithélium 
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colique, une production des molécules de l’immunité innée comme REGIIIγ, une production 

d’IL-10 et une maturation des LT (El Aidy et al., 2012). 

La reconnaissance des MAMP commensaux par les PRR permet aux systèmes de 

défense de l’hôte de stimuler le système immunitaire inné. En effet, cette stimulation permet 

la production de peptides antimicrobiens par les cellules de Paneth, la sécrétion de mucus par 

les cellules caliciformes et permet de maintenir ainsi l’homéostasie immunitaire intestinale 

pour prévenir l’implantation de pathogènes. La réponse immunitaire adaptative est également 

enclenchée via les PRR qui induisent la différenciation et l’activation des lymphocytes T 

régulateurs et des plasmocytes sécréteurs d’IgA.  

Les récentes études de Newberry et son équipe ont également dévoilé le rôle central 

des cellules caliciformes dans l’exposition des antigènes luminaux aux CPA et la mise en 

place d’une tolérance immunitaire (Knoop et al., 2015; Gustafsson et al., 2021). Ces cellules 

vont endocyter des MAMP, à la suite d’une activation des TLR, qui vont être transportés dans 

la cellule et présentés aux cellules dendritiques situées sous le pôle basal de la cellule. C’est 

ce qu’on appelle le « passage d'antigènes associés aux cellules caliciformes » (GAP pour 

goblet cell-associated antigen passages). Ce mécanisme n’est pas encore totalement élucidé 

mais il semble être stimulé par l’acétylcholine et régulé de manière indépendante de la 

sécrétion de mucus. Le microbiote semble également jouer un rôle de rétrocontrôle dans la 

régulation de ce mécanisme, car des souris déficientes pour l’expression de MyD88 (impliqué 

dans la voie de signalisation des TLR) ont un GAP plus important (Knoop et al., 2015). Ces 

souris présentent aussi une altération de la production des peptides antimicrobiens, une 

diminution de l’expression de Muc2, de la réponse humorale IgA et une augmentation de la 

translocation bactérienne (Vaishnava et al., 2008; Frantz et al., 2012; Schoenborn et al., 

2019). 

 Certaines bactéries de la flore commensale du microbiote intestinal, comme 

Bacteroides spp ou Clostridium spp sont capables de synthétiser par fermentation des AGCC, 

comme le butyrate et le propionate. Ces molécules possèdent une activité anti-inflammatoire 

et peuvent diminuer la dégradation de la protéine IκB, empêchant la translocation au niveau 

du noyau du facteur de transcription pro-inflammatoire NF-κB (Yin et al., 2001; Tedelind et 

al., 2007; Puertollano et al., 2014). 

 Ainsi, si la composition du microbiote intestinal est altérée, cela peut également 

impacter la régulation du système immunitaire et déstabiliser l’homéostasie intestinale.  
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I-3-3 Facteurs impactant le microbiote intestinal  

Le tractus intestinal humain est colonisé dès le plus jeune âge par le microbiote 

maternel lors de l’accouchement. Dès cette étape, des modifications du microbiote peuvent 

être observées. Les enfants nés par césarienne ont une faible abondance* bactérienne et leur 

microbiote est appauvri en Bacteroides  par rapport à ceux nés par voie basse (Korpela and de 

Vos, 2018). Après la naissance, les populations microbiennes colonisent rapidement les 

épithéliums jusqu’à atteindre 1011 bactéries par gramme de selles. Des modifications majeures 

de la composition intestinale du microbiote se produisent dans les premières années, 

notamment lors de la diversification alimentaire, avant de rester relativement stable tout au 

long de la vie au sein d’un même individu (Bäckhed et al., 2015). Lors des dernières années 

de vie, la diversité de ce microbiote est néanmoins nettement réduite.  

Les facteurs héréditaires et le mode de vie peuvent modifier la composition du 

microbiote. Ils participent aux différences de microbiote entre les individus. Les facteurs 

externes, liés entre autres au mode de vie, participent aux modifications du microbiote, 

transitoire, ou stable, observables au cours de la vie. 

Goodrich et al., ont estimé en examinant 416 microbiotes fécaux de jumeaux, que 

8,8% de la composition bactérienne du microbiote est liée à des facteurs héréditaires 

(Goodrich et al., 2016). Cette étude a également permis d’identifier des espèces bactériennes 

dites « héritables » en lien avec le mode d’alimentation, au métabolisme et au système 

immunitaire de la famille. Par exemple, les personnes intolérantes au lactose et porteuses d’un 

variant spécifique du gène codant la lactase, présentent une augmentation dans les fèces des 

Bifidobactéries par rapport aux patients sains. 

L’alimentation a un impact direct et ceci dès le plus jeune âge. Une étude sur le 

microbiote d’enfants allaités ou ayant reçu du lait infantile, montre une différence dans leur 

microbiote intestinal. Le premier groupe a révélé un microbiote enrichi en Bifidobactéries et 

en Lactobacilles là où le second était dominé par les Enterobacteriaceae  (Bezirtzoglou et al., 

2011). De plus, une alimentation riche en lipides et en sucres diminue la diversité microbienne 

comme il a été démontré en modèle murin (Everard et al., 2013). Les additifs alimentaires, 

présents en grande quantité dans l’alimentation dite « occidentale » sont également des 

molécules qui diminuent la diversité* microbienne (Gillois et al., 2018). C’est le cas du 

polysorbate-80 et du carboxyméthylcellulose. Chassaing et al., ont démontré que 

l’administration de CMC ou de P80 à des souris entraînait des altérations de la composition 
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du microbiote, caractérisée par une augmentation de son potentiel pro-inflammatoire. En effet, 

les animaux traités avec les émulsifiants développaient une inflammation intestinale de bas 

grade chez des souris sauvages, ou sévère chez des souris prédisposées génétiquement 

(Chassaing et al., 2015; Viennois and Chassaing, 2018).  Chez l’Homme, l’impact de la 

consommation du CMC chez des individus sains a été évalué dans une étude récente 

(Chassaing et al., 2022). Les individus ont soit suivi un régime alimentaire dépourvu 

d’émulsifiants, soit un régime enrichi en CMC (15g/jour) durant 11 jours. La consommation 

de CMC induisait une perturbation de la composition du microbiote intestinal et entraînait des 

modifications du métabolome fécal, en comparaison aux patients contrôles (sans 

administration de CMC). Ces observations ont été associées à une réduction de métabolites 

bénéfiques pour la santé tels que les AGCC et les acides aminés libres. De plus, ces deux 

émulsifiants peuvent induire l’expression de gènes de virulence chez les AIEC (Viennois et 

al., 2020) et augmenter leur capacité d’adhésion aux cellules épithéliales en culture, pouvant 

favoriser la survenue des MICI (Chassaing et al., 2015).  

La consommation d’alcool et le tabagisme actif sont des facteurs qui modifient le 

microbiote intestinal chez l’Homme (Biedermann et al., 2013; Y et al., 2022). Après 9 

semaines d’arrêt de la cigarette, les fumeurs présentaient dans l’étude de Biedermann et al., 

une augmentation des Firmicutes et des Actinobactéries au détriment des Bacteroides et des 

Proteobactéries.  

La pratique d’une activité physique a une action positive sur l’augmentation de la 

diversité et de l’abondance microbienne chez l’Homme (Aya et al., 2021). Par ailleurs, des 

études menées sur des animaux ont révélé que des rats faisant de l’exercice (courir dans une 

roue) avait un microbiote enrichi en bactéries productrices de butyrate comparativement au 

groupe contrôle (Matsumoto et al., 2008). 

La prise d’antibiotique déstabilise également de manière directe le microbiote 

intestinal. Byndloss et al., ont traité des souris avec de la streptomycine, un antibiotique à 

large spectre ciblant les bacilles à Gram négatif et certaines bactéries à Gram positif. Ils ont 

observé l’apparition d’une dysbiose trois jours après l’administration de streptomycine à des 

souris. La dysbiose induite par la streptomycine peut rendre les animaux plus sensibles à 

l’infection de souches pathogènes de la famille des Enterobacteriaceae tels que Escherichia 

et Salmonella qui peuvent coloniser la niche écologique à la suite du traitement par 

antibiotiques (Byndloss et al., 2017). C’est également le cas lors des infections à Clostridium 

difficile post-antibiothérapie. Les patients porteurs de C. difficile ont une diversité et une 



 

 

 

 

Figure 16 : Cycle cellulaire et points de contrôle 

Le cycle cellulaire permettant la division d’une cellule mère d’ADN est divisé en quatre 

phases : la phase G1, S (de réplication de l’ADN), G2 et la phase M de mitose (division de 

l’ADN). Le passage d’une phase à l’autre est finement régulé par plusieurs points de contrôle 

(« chekpoints » en anglais) grâce aux protéines CDK (-1,-2,-4,-6) et aux cyclines (-A, -B,-D,-

E). Chaque complexe CDK/cycline est lui-même régulé par d’autres protéines telles que les 

facteurs de transcription : p21, p27 et p53. La phase Go correspond à un état de quiescence pour 

les cellules, sans réplication de la cellule, cependant celle-ci peut retourner en phase G1 sous le 

contrôle de facteurs mitogènes (facteurs de croissance, cytokines).  

D’après https://www.mycancergenome.org/content/pathways/cell-cycle-control/  

 

 

 

 

https://www.mycancergenome.org/content/pathways/cell-cycle-control/


 

34 

 

richesse microbienne réduites par rapport aux sujets sains (Seekatz et al., 2016). La 

transplantation d’un microbiote intestinal d’une personne saine à de tels patients permet de 

restaurer ces deux paramètres (Gianotti and Moss, 2017). 

De nombreux paramètres viennent donc modifier de manière plus ou moins directe la 

composition du microbiote intestinal. Cette altération de la composition et de la fonction du 

microbiote intestinal, désignée dysbiose intestinale, peut être transitoire et le microbiote 

originel de l’individu peut être restauré à la fin de l’exposition à l’agent perturbateur. 

Toutefois, cette résilience du microbiote peut être mise en défaut, par exemple dans le cas de 

pathologies chroniques telles que le cancer ou la maladie de Crohn où la dysbiose est 

permanente. 

Dans le cas d’une dysbiose, les bactéries du microbiote peuvent avoir une action 

néfaste sur l’homéostasie intestinale, mais elles peuvent aussi avoir une action au niveau de 

la cellule elle-même, comme nous le verrons dans la suite de ce manuscrit. 

  

I-4 Points de contrôle de la cellule 

Des points de contrôle sont programmés entre chaque phase du cycle cellulaire, afin 

de vérifier que le processus en cours se déroule de façon normale. Si la cellule identifie 

d'éventuelles anomalies dans son cycle cellulaire, elle peut déclencher soit une action de 

correction de ces erreurs, soit son autodestruction (apoptose ou sénescence).  

I-4-1 Points de contrôle de l’ADN 

  Le cycle cellulaire est composé de quatre phases distinctes (G1, S, G2 et M) et d’une 

phase dite de quiescence (G0) permettant le passage d’une cellule mère à deux cellules filles 

avec une information génétique égale (Figure 16). Le passage d’une phase à l’autre est 

finement régulé par plusieurs points de contrôle (ou chekpoints) permettant d’arrêter 

l’avancée du cycle cellulaire si une erreur dans l’intégrité du génome de la cellule fille est 

détectée. Ce contrôle est réalisé par des protéines kinases qui vont fixer des cyclines (d’où 

leur appellation CDK pour cyclin-dependant kinases). Les CDK sont présentes de manière 

constante dans les cellules, alors que la concentration des cyclines fluctue en fonction des 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Systèmes de réparation de l’ADN 

(A) La recombinaison homologue (HR) est impliquée dans la réparation des cassures double-brin. Le 

complexe MRN, BRCA1 et CtIP est recruté sur le site de la CBD en premier et recrute par la suite 

d’autres nucléases (comme EXO1). BRCA2 permet le transport nucléaire de la recombinase RAD51 qui 

est chargée sur la région simple brin de la molécule d’ADN ouverte. La reconstruction du brin se fait 

ensuite à l’aide du brin matrice intact par homologie de séquences à l’aide d’autres complexes 

enzymatiques (GEN1, SLX4...) Le brin néoformé est ensuite ligaturé par l’ADN ligase.  

(B) La recombinaison de jonctions non-homologues (NHEJ) médie la réparation des CDB, sans 

restaurer l’information génétique de manière exacte. Le complexe ku70/80 et la kinase DNA-PKc se 

fixent sur la molécule d’ADN et activent par phosphorylation des protéines du complexe de réparation 

Artémis, XRCC4, Cernunnos et l’ADN ligase IV qui permet de refermer la molécule d’ADN réparée. 

(C) L’excision de bases (BER) permet de réparer les dommages de bases tels que les bases oxydées ou 

les sites abasiques et les cassures simple-brin. Une glycosylase vient exciser la base modifiée, l’ADN 

polymérase vient synthétiser une nouvelle base avant que l’ADN ligase referme la molécule double brin. 

(D) La réparation par excision de nucléotide (NER) élimine les lésions bloquantes (tels que les dimères 

de thymine ou les pontages intra ou inter-brin). Il existe deux voies qui font toutes les deux intervenir 

des endonucléases qui vont cliver l’ADN en amont de la région lésée, pour permettre à l’ADN 

polymérase se synthétiser un nouveau brin. L’ADN ligase vient refermer le brin d’ADN réparé.  

(E) Le système de réparation des mésappariements (MMR) est impliqué dans la réparation des bases 

mal appariées lors de la réplication. Il fait intervenir le complexe MSH, qui permet le recrutement des 

exonucléases qui vont cliver le brin avec la base mésappariée. L’ADN polymérase va ensuite pouvoir 

synthétiser un nouveau brin avant de permettre de refermer le brin d’ADN réparé grâce à l’ADN 

polymérase. 

Les principales protéines retrouvées déficientes dans les cellules cancéreuses et qui sont associées à la 

tumorigénèse sont entourées en rouge. 

 

Illustration modifiée d’après (Rass et al., 2012). 
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phases du cycle cellulaire et de leur dégradation dans le protéasome par le mécanisme 

d’ubiquitinylation.  

I-4-2 Systèmes de réparation de l’ADN (DDR) 

 Les systèmes DDR (DNA damage-response) sont déclenchés par les cellules afin 

d’éviter l’apparition et la transmission d’erreurs dans l’ADN. Ces erreurs peuvent apparaître 

lors de la réplication de l’ADN ou être induites après contact avec un agent alkylant de l’ADN. 

En fonction de l’origine et du type de dommages, différents systèmes sont activés (Figure 

17). 

 

➢ Les systèmes de réparation par recombinaison homologue (HR) ou non-

homologue (NHEJ) permettent de prendre en charge les cassures double-brin 

(CDB) de l’ADN. 

- Le système HR nécessite le recrutement du complexe MRN (composé des 

protéines MRE11, RAD50 et NBS1), BRCA1 et CtIP (qui est phosphorylé par les 

CDK qui contrôle l’avancée du cycle cellulaire). La protéine ATM (ataxia 

telangiectasia mutated) est également recrutée sur le lieu de la CDB. Par un 

mécanisme d’autophosphorylation, la protéine ATM s’active et phosphoryle par la 

suite l’histone H2AX. La molécule H2AX phosphorylée sur la sérine 139 est un 

marqueur de CDB reconnu et utilisé comme un indicateur de dommages de 

l’ADN (Rogakou et al., 1998). Ceci permet le recrutement de nucléases comme 

EXO1, responsable de la formation d’extrémités sortantes simple-brin qui vont 

être recouvertes par la protéine RPA. Grâce à BRCA2, la recombinase RAD51 est 

chargée sur la région simple brin de la molécule d’ADN ouverte, afin d’empêcher 

l’appariement de séquences complémentaires et d’enclencher la recombinaison 

homologue. La reconstruction du brin se fait ensuite, à l’aide du brin matrice intact 

par homologie de séquences à l’aide d’autres complexes enzymatiques (GEN1, 

SLX4...) Le brin néoformé est ensuite ligaturé par l’ADN ligase (Figure 17A). 

- Le système NHEJ ne restaure pas la séquence initiale de l’ADN et conduit donc 

à une modification de l’information génétique. Il est porté par la formation du 

complexe KU70/80 et de la protéine kinase ADN dépendante (DNA-PKc). En 

s’autophosphorylant, la protéine DNA-PKc phosphoryle et active également les 
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protéines de réparation : Artemis, XRCC4, Cernunnos et l’ADN ligase IV qui 

permet de refermer la molécule d’ADN réparée (Figure 17B). 

 

➢ Les systèmes de réparation par excision de base (BER) reposent sur la 

reconnaissance d’une modification chimique au niveau d’une base. Une glycosylase 

vient exciser la base modifiée, l’ADN polymérase vient synthétiser une nouvelle base 

avant que l’ADN ligase referme la molécule double brin (Figure 17C). 

 

➢ Les systèmes de réparation par excision de nucléotide (NER) font intervenir des 

hélicases pour agir au niveau d’une région plus large de l’ADN. Une fois le double 

brin ouvert, des endonucléases vont cliver l’ADN en 5’ et en 3’ de la région lésée, 

pour permettre à l’ADN polymérase de synthétiser le nouveau brin à partir du brin 

intact. L’ADN ligase vient refermer le brin d’ADN réparé (Figure 17D). 

 

➢ Les systèmes de réparation des mésappariements de l’ADN (MMR) sont 

déclenchés par la détection de paires de bases incorrectes par le complexe MSH, ce 

qui permet le recrutement des exonucléases qui vont cliver le brin avec la base 

mésappariée. Comme dans les autres systèmes, c’est l’action de l’ADN polymérase et 

de l’ADN ligase qui permet la synthèse du brin correctement apparié (Figure 17E). 

Le syndrome de Lynch est une anomalie génétique qui touche le système MMR et qui 

est à l’origine de 5% des cancers colorectaux (Pino et al., 2009). 

I-4-3 Apoptose 

 L’apoptose est une mort cellulaire génétiquement programmée qui correspond à une 

fragmentation de l’ADN, une condensation de la chromatine, un bourgeonnement de la 

membrane plasmique et un rétrécissement de la cellule (Figure 18). Les cellules qui rentrent 

en apoptose affichent à leur surface des phosphatidylsérines qui sont reconnues par les cellules 

phagocytaires afin d’éliminer les cellules apoptotiques sans induire de phénomène 

inflammatoire (Lemke, 2019). Cette action est sous le contrôle d’une cascade enzymatique 

composée de caspases, qui sont des protéases à cystéines, présentes sous forme de précurseurs, 

les pro-caspases. Les caspases dites initiatrices (caspases 2, 8, 9 et 10) permettent le démarrage 

de la cascade et contrôlent les caspases effectrices (caspase 3, 6, 7). Deux voies distinctes de 

l’apoptose ont été décrites en fonction de l’origine du « signal de mort ». La voie extrinsèque 



Figure 18 : Mécanisme de l’apoptose  

L’apoptose peut être déclenchée par deux voies différentes 

selon la localisation du signal : via les récepteurs de mort à la 

surface des cellules (voie extrinsèque) ou par la voie 

mitochondriale au travers de signaux internes (voie 

intrinsèque). Dans les deux situations, l’induction de 

l’apoptose passe par des caspases initiatrices. Dans la voie 

extrinsèque, la caspase-8 ou -10 ou pour la voie intrinsèque par 

la caspase-9 qui va former l’apoptosome avec APAF-1 et le 

cytochrome c. Ces caspases initiatrices activent les caspases 

exécutrices -3, -6 et -7 qui vont cliver des substrats différents. 

Cela conduit à la fragmentation de l’ADN, au bourgeonnement 

de la membrane plasmique et à la condensation de la 

chromatine. Il existe des points de convergence entre les deux 

voies, comme la protéine Bid, membre de la famille Bcl-2, qui 

active la voie mitochondriale après clivage par la caspase-8. Ce 

mécanisme peut être un moyen d’amplifier le signal 

apoptotique.  

Illustration modifiée d’après (Cabon et al., 2013). 

 

Figure 19 : Mécanisme de sénescence  

Deux voies de sénescence ont été décrites : la 

sénescence réplicative déclenchée par le 

raccourcissement des télomères (rectangle rose) et 

la sénescence induite par un stress (rectangle 

jaune). Le recrutement et la phosphorylation de la 

molécule ɣ-H2AX (marqueur de dommages à 

l’ADN) sur le brin d’ADN endommagé par ces 

stresses vont activer les systèmes DDR et la 

protéine p53. La sénescence induite est régulée 

par deux voies distinctes :  

(1) la voie p53/p21WAF1 où le facteur de 

transcription p53 serait activé par les kinases 

ATM/Chk2 (médiateurs des systèmes de 

réparation des dommages de l’ADN) ou par 

p19ARF (qui module Mdm2 chez la souris). 

(2) la voie p16INK4a/pRb où le facteur de 

transcription p16INK4a (marqueur de dommages à 

l’ADN) va inhiber l’activation (par 

phosphorylation) de pRb qui contrôle les gènes 

impliqués dans la division cellulaire, aboutissant 

ainsi à l’arrêt du cycle cellulaire. 

Illustration modifiée d’après (Gire, 2005).  
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de l’apoptose est déclenchée par la reconnaissance entre des récepteurs membranaires de la 

famille du tumor necrosis factor (TNFR) exposés à la surface des cellules et des ligands des 

cellules T cytotoxiques. La voie intrinsèque mitochondriale, est, elle, activée par un stress 

génotoxique ou oxydatif et régulée par un équilibre entre les protéines pro-apoptotiques 

(BAX) et les protéines anti-apoptotiques (BCL-2). Quand cet équilibre est rompu à la suite 

d’un signal pro-apoptotique, le cytochrome C mitochondrial est libéré dans le cytosol, il 

s’associe avec le facteur APAF-1 (apoptotic peptidase activating factor 1) pour former 

l’apoptosome. Celui-ci active la caspase initiatrice 9 qui clive la caspase effectrice 3 entraînant 

la mort de la cellule.  

I-4-4 Sénescence cellulaire 

 La sénescence cellulaire correspond à un arrêt du cycle cellulaire prolongé et 

irréversible. Elle a un rôle physiologique et permet de protéger l’organisme quand les 

dommages cellulaires sont trop importants et irréparables. Les mécanismes de sénescence sont 

induits à la suite de la détection de stress cellulaires comme des agents alkylants (sénescence 

dite « induite ») ou un raccourcissement des télomères (sénescence dite « réplicative ») 

(d’Adda di Fagagna et al., 2003) (Figure 19). Les cellules sénescentes restent 

métaboliquement actives et sont capables de sécréter des molécules pro-inflammatoires, des 

protéases ou encore des facteurs de croissance, c’est ce qu’on appelle le phénotype sécrétoire 

associé à la sénescence (ou SASP pour senescence-associated secretory phenotype) (Coppé 

et al., 2010). Les cellules qui rentrent en sénescence ont une morphologie différente avec une 

taille plus importante (mégalocyte), un nombre de vacuoles abondant et des nucléoles plus 

grands (Campisi and d’Adda di Fagagna, 2007).  

 

Lorsque les systèmes DDR des cellules coliques sont dépassés, il y a un échappement 

cellulaire aux points de contrôle ce qui déclenche des mécanismes anarchiques qui peuvent 

mener par exemple au développement du cancer colorectal (CCR).  

 

 



 

Figure 20 : Incidence et mortalité du CCR dans le monde  

(A) Répartition géographique du taux d’incidence du CCR dans le monde en 2020. L’incidence est plus 

élevée dans les régions industrialisées (Australie, Europe, Amérique du Nord) que dans les pays les 

moins industrialisés et en voie de développement (appartenant à l’Afrique et l’Asie). Les résultats sont 

exprimés pour 100 000 personnes et normalisés sur l’âge pour les deux sexes.  

(B) Taux d’incidence (en bleu) et de mortalité (en orange) du CCR réparti en fonction des revenus des 

populations. Les résultats sont exprimés pour 100 000 personnes et normalisés sur l’âge pour les deux 

sexes. Les pays aux revenus les plus élevés sont ceux où l’incidence du CCR est la plus haute.  

Illustration modifiée d’après (Hossain et al., 2022). 
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DEUXIEME PARTIE : LE CANCER COLORECTAL 

 Le cancer colorectal (CCR) est un cancer de l’adulte, et de l’adulte âgé. Il survient 

rarement avant 50 ans. Il touche le rectum (40%) et le côlon (60%) avec une incidence plus 

élevée dans le côlon distal (83,1%) par rapport au côlon proximal (16,9%) (Topdagi and 

Timuroglu, 2018).  

II-1 Epidémiologie 

 Le CCR est, d’après les derniers chiffres de l’OMS, le 2ème plus mortel dans le monde 

et représentait 9,4% des décès liés aux cancers en 2020 (Hossain et al., 2022). Il est le 2ème 

cancer le plus diagnostiqué chez les femmes et le 3ème chez les hommes (données de 2018). 

L’incidence du CCR s’élève à 1,93 million, soit 10% des cancers, mais avec une diversité 

géographique importante (Figure 20A). Près de la moitié des nouveaux cas estimés 

concernent des patients d’Europe et d’Amérique du Nord. L’incidence est très faible dans la 

majorité des pays d’Afrique. Il touche majoritairement les pays développés aux revenus plus 

élevés (46%) que les pays où le revenu est plus faible (1,5%) (Figure 20B).  

 Au niveau européen, il y a également une disparité entre les régions du nord et du sud 

(Ait Ouakrim et al., 2015). Dans ce contexte, la France est au 15ème rang (chez la femme) et 

16ème (chez l’homme) rang par rapport au taux d’incidence européen. Entre 1990 et 2018, 

l’incidence du CCR en France a diminué chez l’homme mais elle est restée stable chez la 

femme (Defossez et al., 2021). La mortalité a diminué chez l’homme et aussi chez la femme 

du fait probablement de l’accès simplifié au dépistage. 

II-2 Différentes formes du cancer colorectal 

La majorité des CCR se développe à partir de lésions bénignes, les adénomes, qui au 

cours de leur évolution peuvent se transformer en cancer : les adénocarcinomes. La majorité 

(>90%) des cancers colorectaux survient de façon sporadique, c’est-à-dire en dehors de toute 

prédisposition génétique ou de maladie inflammatoire intestinale prédisposant au CCR. 

Environ 25% des patients atteints de CCR auraient des antécédents familiaux de CCR, mais 

seulement 5 à 6% de l’ensemble des cas ont des mutations génétiques héréditaires avérées 

(Bibeau et al., 2020).  
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II-2-1 Formes héréditaires de CCR 

Les formes héréditaires de CCR sont dues à une altération monogénique, le plus 

souvent à transmission autosomique dominante (Buecher and de Pauw, 2012). Il existe 

plusieurs types de CCR héréditaires : ceux sans polypose, comme le syndrome de Lynch, et 

ceux avec polypose, notamment les polyposes adénomateuses.  

II-2-1-1 Syndrome de Lynch 

Le cancer héréditaire sans polypose ou « syndrome de Lynch » représente 2 à 4 % 

des CCR, dont la cause est une mutation autosomale dominante qui atteint les cellules 

germinales du côlon (Porkka et al., 2019). Les gènes qui sont touchés sont les gènes MMR 

impliqués dans les mécanismes de réparation de l’ADN (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) dont 

les instabilités microsatellites vont aboutir à l’inactivation bi-allélique des gènes et une 

augmentation des mutations dans les cellules du côlon.  Le risque de développer un CCR en 

cas de diagnostic d’un syndrome de Lynch atteint 60% avec un diagnostic à l’âge moyen de 

45 ans (Rasool et al., 2014; Samadder et al., 2015). Les patients atteints d’un syndrome de 

Lynch ont des prédispositions au développement d’autres cancers du tube digestif tels que le 

cancer de l’estomac, du pancréas ou encore des voies biliaires (Bujanda and Herreros-

Villanueva, 2017; Cloyd et al., 2018; Kim et al., 2020). 

II-2-1-2 Polypose juvénile 

 La polypose juvénile doit notamment son appellation au développement de multiples 

polypes au niveau du côlon et du rectum à l’adolescence. Certains polypes peuvent progresser 

vers le développement de tumeurs et prédisposent les patients aux cancers du côlon mais aussi 

de l’estomac, de l’intestin grêle et du pancréas (Howe et al., 1998). Cette polypose est liée à 

une mutation des gènes SMAD4 ou BMPRA1 impliqués dans la voie de signalisation du TGF-

β. Le risque de développer un CCR à la suite du diagnostic de cette pathologie est de 30% 

(Boparai et al., 2010).  

II-2-1-3 Polypose adénomateuse familiale 

La polypose adénomateuse familiale (PAF) est une anomalie génétique rare qui 

représente environ 1% des cancers, néanmoins une PAF non-traitée aboutit à un risque de 



 

 

Figure 21 : Séquences adénome-cancer et voies de signalisation impliquées dans le 

développement du CCR 

A : La mise en place et la progression du cancer colorectal (progression de l’épithélium sain vers 

l’adénome puis le cancer) sont des processus multi-étapes sur plusieurs années. La transformation et 

progression de la maladie résultent d’une dérégulation de gènes nécessaires au bon fonctionnement de 

l’organisme : APC (Adenomatous Polyposis Coli), KRAS (Oncogène viral du sarcome du rat de Kirsten), 

DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma) et p53 (Protéine tumorale 53 ; TP53).  

B : La dérégulation de ces gènes active de multiples voies de signalisation qui induisent la transcription 

de gènes impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire, l’inflammation ou encore la réparation des 

dommages de l’ADN. 

D’après (Olivier et al., 2011) 
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100% de développer un CCR dès l’âge de 40 ans (Samadder et al., 2015). Cette maladie est 

caractérisée par le développement de milliers de polypes au niveau colique et rectal dès 

l’adolescence. Elle est causée dans la plupart des cas par une mutation du gène suppresseur 

de tumeur* APC, qui aboutit à un défaut dans l’apoptose et une dérégulation du cycle 

cellulaire (Carr and Kasi, 2023). 

II-2-2 Cancer colorectal sporadique  

Le cancer colorectal sporadique touche une population dite âgée, supérieure à 50 ans. 

Son apparition résulte d’une transformation, sur 10 à 20 ans, d’une lésion bénigne en polypes 

adénomateux puis en adénome à la suite de l’accumulation de mutations et de modifications 

épigénétiques dans les cellules épithéliales qui bordent la muqueuse colique (Terzić et al., 

2010). Cet adénome peut envahir la sous-muqueuse et se disséminer dans l’organisme, sous 

l’impulsion d’autres mutations sur des protéines contrôlant la transition épithélio- 

mésenchymateuse (TEM) (Vu and Datta, 2017). C’est un processus au cours duquel les 

cellules perdent leurs caractéristiques épithéliales (polarité, adhésion …) pour acquérir des 

propriétés de cellules mésenchymateuses (motilité, invasion…) qui sont responsables des 

métastases, principalement hépatiques et pulmonaires. 

Au niveau génétique, ce cancer résulte d’une somme d'évènements mutationnels au 

cours du temps qui peut affecter soit des oncogènes* (APC, K-RAS) qui vont agir au niveau 

de la signalisation cellulaire et stimuler la prolifération des cellules, soit des gènes 

suppresseurs de tumeurs (TP53) impliqués dans les voies de réparation de l’ADN, l’arrêt du 

cycle cellulaire ou encore l’inactivation de l’apoptose.  

Dans les années 90, l’avancée des techniques de séquençage a permis d’identifier la 

séquence de mutations génétiques majeure impliquée dans l’étiologie du CCR, ou « séquence 

adénome-cancer » (Figure 21A). Les trois principaux gènes mutés sont APC, K-RAS, TP53. 

Les premiers dérèglements observés dans la cancérogenèse colique sont dus, pour 85% des 

cas, à des altérations génétiques d’APC, aboutissant à l’expression d’une protéine tronquée 

qui ne sera plus capable de séquestrer la β-caténine. Cette dernière s’associe à la protéine TCF 

(T-Cell Factor) au niveau nucléaire, formant un facteur de transcription qui active l’expression 

de gènes qui contrôlent le cycle cellulaire comme c-MYC ou le gène de la cycline D1 (Olivier 

et al., 2011) (Figure 21B). Cette mutation peut être suivie par la mutation activatrice du proto-

oncogène K-RAS (qui touche 35-40% des patients CCR), qui favorise la synthèse de gènes 
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impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire via la voie des MAP kinases. Elle va ainsi 

participer à la transformation en adénome précoce. Puis, les mutations de PIK3CA et SMAD4 

ainsi que la perte d’hétérozygotie du chromosome 18 (LOH 18q) sont impliquées dans 

l’évolution vers un adénome tardif (Schmitt and Greten, 2021). Enfin, la transformation en 

carcinome est liée à des mutations dans un gène suppresseur de tumeur : TP53.  

Au cours de ces dernières années, les CCR ont pu être classés en fonction des 

mutations génétiques ou encore des altérations des marques épigénétiques (Testa et al., 2018). 

Cette classification moléculaire permet de distinguer trois types d’adénocarcinomes coliques :  

➢ Les adénocarcinomes liés aux instabilités chromosomiques (CIN pour chromosomal 

instability) représentent la cause la plus fréquente des CCR sporadiques (75 à 85%) 

(Pino and Chung, 2010). Les CIN résultent de la perte d’une région d’un chromosome. 

Les instabilités chromosomiques impliquées dans le CCR sont notamment celles qui 

touchent le chromosome 5q pour le gène APC, le chromosome 17p pour le gène TP53 

ou le chromosome 12 pour le gène KRAS. 

 

➢ Les adénocarcinomes liés à l’hyperméthylation des îlots CpG (CIMP pour cpG 

island méthylator phenotype) correspondent à 20 à 30% des cas de CCR. La 

méthylation des cytosines des régions promotrices de nombreux gènes permet de 

réguler leur expression. Chez les patients CCR, de nombreuses études ont mis en 

évidence que la perte de l’expression du gène APC peut être due à une 

hyperméthylation du promoteur (Chen et al., 2005).  

 

➢ Les adénocarcinomes liés aux instabilités microsatellitaires (MSI pour 

microsatellite instability) sont associés à 10 à 15% des CCR sporadiques (Ogino and 

Goel, 2008). Ils correspondent à des altérations dans de courtes séquences répétées du 

génome ce qui le rend sensible aux erreurs de réplications, surtout au niveau des 

séquences codant des gènes du système de réparation de l’ADN par mésappariement 

MMR.   

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Classification des stades du cancer colorectal d’après la 8ème édition de 

l’American Joint Commitee on Cancer (AJCC)  

La classification TNM est basée sur la caractérisation de la taille de la tumeur (T) répertoriée de Tis à 

T4, son extension dans les ganglions lymphatiques (N) selon trois niveaux de N0 à N2 et la présence de 

métastases (M0) ou non (M1). En fonction de ces trois paramètres on peut distinguer les tumeurs des 

stages TNM 0 à TNM IV avec un stade 0 où les cellules cancéreuses ont une localisation restreinte au 

niveau de la muqueuse de la paroi intestinale, au fur et à mesure de l’avancée dans les stades les cellules 

invasives jusqu’au stade IV de cancer métastatique prolongé au-delà du côlon. 

Illustration modifiée d’après (Shek et al., 2021) 
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II-3 Diagnostic du cancer colorectal 

 Le diagnostic du CCR est souvent tardif car dans la plupart des cas, le CCR est 

asymptomatique avant d’atteindre les stades avancés de la maladie. C’est pour cela, qu’en 

France depuis 2009, un test de dépistage est préconisé, dès l’âge de 50 ans, tous les deux ans. 

Ce test repose sur la détection de la présence de sang dans les selles, par méthode 

immunologique en utilisant des anticorps monoclonaux ou polyclonaux qui ciblent 

l’hémoglobine humaine. Si le test s’avère positif alors une coloscopie est prescrite.  

La coloscopie est un examen d’endoscopie digestive qui permet de repérer la présence 

de lésions suspectes, de tumeurs et d’établir le stade d’avancée du cancer. La classification 

TNM est basée sur la caractérisation de la taille de la tumeur (T), son extension dans les 

ganglions lymphatiques (N) et la présence de métastases (M) dans les organes et/ou les tissus 

(Figure 22). Cette classification sert à définir les différents stades du cancer (0 à IV) qui sont 

utilisés dans la prise en charge thérapeutique du CCR. La survie à 5 ans des patients atteints 

de CCR dépend du stade d’avancée du cancer, elle est de 74% si le diagnostic est établi au 

stade 1, cependant elle chute à 5% si le diagnostic est fait au stade métastatique IV 

(Lotfollahzadeh et al., 2023). En dehors de la classification anatomo-pathologique, une autre 

classification du CCR a été proposée en fonction du profil génétique des tumeurs (Cancer 

Genome Atlas Network, 2012). 

D’autres marqueurs de pronostics de l’avancée du cancer peuvent être utilisés comme 

des facteurs moléculaires et sériques. Par exemple, le dosage de la protéine C-réactive pour 

suivre la réponse inflammatoire systémique et le dosage sérique des ACE (antigène carcino-

embryonnaire) dont l’augmentation est associée à un mauvais pronostic du CCR (Zhang et 

al., 2019).  

 

Le diagnostic précoce du CCR permet une prise en charge dans les premiers stades de 

la maladie et favorise un meilleur taux de survie des patients (Ciccolallo et al., 2005). 
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II-4 Stratégies thérapeutiques 

Le coût total du traitement du CCR a été estimé aux États-Unis à 24,3 billions de 

dollars en 2020, ce qui en fait le 2ème plus coûteux après le cancer du sein (Mariotto et al., 

2020).  

La prise en charge thérapeutique des patients atteints d’un CCR dépend en premier 

lieu du stade auquel a été diagnostiqué le cancer (Slattery et al., 1998). Les stades 0 à II sont 

traités avec une simple opération chirurgicale qui a pour but d’enlever la zone tumorale. Le 

stade III nécessite de coupler l’opération chirurgicale avec un traitement chimio-adjuvant tel 

que le fluoropyrimidine (5-FU), l’oxaloplatine, la capécitabine ou encore l’irinotecan. Le 

diagnostic d’un stade tardif IV nécessite la mise en place en plus de ces traitements d’une 

thérapie ciblée.  

La thérapie ciblée vise à inhiber ou bloquer directement l’un des mécanismes qui est 

utilisé par les cellules cancéreuses, souvent par utilisation de l’immunothérapie. Par 

exemple, des anti-EGFR (epithelial growth factor receptor, comme le cetuximab) sont utilisés 

pour bloquer la prolifération. Néanmoins, il semble montrer peu d’effet pour le traitement des 

métastases du CCR (Lee et al., 2021). PD-L1 (programmed cell death 1) est un récepteur des 

LT qui inhibe la réponse immunitaire contre les cellules du « soi », empêchant de nombreuses 

réactions auto-immunes mais également la réaction du système immunitaire contre les cellules 

cancéreuses (Bardhan et al., 2016). Les thérapies anti-PD1/PD-L1 (ex : pembrolizumab) 

semblent être très efficaces chez les patients atteints de CCR avec MSI mais pas sur les 

patients MSS où l’utilisation d’une autre molécule anti-CTL4-A (ciblant les LT CD4+) semble 

associée à une meilleure survie des patients (Chen et al., 2019). Pour terminer, la troisième 

molécule principalement ciblée dans le traitement des CCR est le récepteur VEGF (vascular 

endothelial growth factor) situé à la surface des cellules endothéliales et qui participe à 

l’angiogenèse et la vasculogenèse. Les traitements anti-VEGF (ciblant le facteur) ou anti-

VEGFR (ex : ramucirumab) ont montré une diminution du nombre de LT régulateurs chez les 

patients ayant un CCR (Terme et al., 2013). D'autres thérapies sont à l’essai ou en 

développement, mais elles ne seront pas développées dans ce mémoire. 
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II-5 Facteurs de risque du CCR 

Facteurs intrinsèques 

L’âge 

Bien que de jeunes adultes puissent développer un CCR, le risque augmente avec l’âge. 

L’âge moyen est relativement élevé : 68 ans en moyenne chez les hommes et 72 ans chez les 

femmes (Driver et al., 2007; Steele et al., 2014).   

Les antécédents familiaux de CCR 

Une méta-analyse, regroupant plus de 8 000 patients atteints de CRC, a évalué que le 

risque de développer un CCR était deux fois plus élevé lorsque ces individus présentaient dans 

leur famille une histoire de CCR (Johnson et al., 2013). 

Maladies inflammatoires chroniques 

 Une méta-analyse réalisée en 2013, regroupant les résultats de 13 études cliniques et 

de 45 000 patients, a estimé que le risque de développer un CCR était trois fois plus élevé 

chez les patients ayant une MICI (Johnson et al., 2013). Ce risque est lié à la présence d’une 

inflammation chronique au niveau de la muqueuse colique (colite) conduisant à une 

dysplasie* qui peut évoluer vers un adénocarcinome. Les altérations génétiques retrouvées 

dans ces CCR associés aux MICI sont celles de la voie des CIN. 

 Une autre maladie inflammatoire chronique qui pourrait influencer le développement 

du CCR et le syndrome métabolique qui regroupe plusieurs pathologies comme l’obésité ou 

le diabète de type 2. Le risque de développer un CCR est augmenté de 10% pour chaque 

augmentation de l’IMC (indice de masse corporelle) de 8 kg/m² (Johnson et al., 2013).  

L’obésité favorise l’insulino-résistance et l’hyper-insulinémie qui sont la principale cause du 

déclenchement d’un diabète de type 2. Le facteur IGF (insuline-like growth factor) est 

surexprimé dans les cellules cancéreuses dont celles du côlon ; il va favoriser la progression 

du cycle cellulaire et inhiber les mécanismes apoptotiques (Moschos and Mantzoros, 2002). 
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Facteurs environnementaux 

Le CCR est l’un des cancers où le facteur environnemental est le plus important : la 

consommation de tabac, d’alcool, l’alimentation et l’absence de pratique d’une activité 

sportive sont d’autant de paramètres influençant la tumorigenèse colorectale. La plupart de 

ces facteurs de risque ont été associés à une altération de la composition des bactéries 

constituant le microbiote intestinal qui est aujourd’hui considéré comme un acteur à part 

entière du CCR (Martin et al., 2004; Gagnière et al., 2016; Lucas et al., 2017; Dougherty and 

Jobin, 2023). 

Consommation de tabac et d’alcool 

La consommation de tabac est l’un des premiers facteurs de risque qui a été associé au 

CCR (Schaal and Chellappan, 2014). Le risque de développer un CCR augmente de 39% chez 

les hommes et de 20% chez les femmes qui fument par rapport à des individus n’ayant jamais 

fumé (Gram et al., 2020). Le tabac contient une multitude d’agents carcinogènes comme les 

benzopyrènes, les nitrosamines ou les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) qui 

forment des adduits à l’ADN et génèrent des ROS. De plus, la molécule de nicotine a un 

impact direct sur la progression tumorale en activant les récepteurs à l’acétylcholine et à la 

noradrénaline qui déclenchent des cascades de phosphorylation dans différentes voies médiant 

l’angiogenèse, la prolifération et la survie cellulaire ainsi que la transition épithélio-

mésenchymateuse (Singh et al., 2011).  

La consommation régulière d’alcool est également un facteur de risque de développer 

un CCR. Plus la période de consommation est longue, plus le risque de développer un CCR 

est important (Pedersen et al., 2003; Driver et al., 2007; Lin et al., 2020). L’éthanol et ses 

différents métabolites peuvent causer des effets carcinogènes notables comme l’induction de 

stress oxydatifs, des dommages à l’ADN mais également des changements épigénétiques, 

ainsi que des dérégulations de la réponse immunitaire. La transformation des métabolites de 

l’éthanol est réalisée par des enzymes du microbiote intestinal, notamment au niveau colique 

où les Enterobacteriaceae sont capables de transformer l’éthanol en acétaldéhyde dont 

l’accumulation est toxique (Rossi et al., 2018). L’acétaldéhyde augmente la production de 

ROS qui peuvent induire des mutations dans l’ADN et contribuer ainsi à la carcinogenèse 

(Homann et al., 2000). 
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L’alimentation 

 La consommation de viande rouge (bœuf, porc, agneau) est un facteur de risque 

classé comme « probablement cancérogène (groupe 2A) » d’après l’OMS. Le nombre 

d’études prospectives à ce sujet est grandissant et a permis d’identifier que chez les 

consommateurs quotidiens de viande rouge, le risque de développer un CCR était augmenté 

de 20 à 30% (Aykan, 2015). Le fer et les ions hémiques présents en grande quantité dans les 

viandes rouges sont des agents mutagènes de l’ADN (Chua et al., 2010).  De plus, la 

consommation de viande transformée est classée comme cancérogène (groupe 1) pour 

l’Homme, depuis 2015. Les mécanismes ne sont pas encore totalement élucidés mais cela 

pourrait découler de la production lors de la cuisson d’espèces carcinogènes comme les 

hydrocarbones aromatiques polycycliques, les composés nitrosyles et les amines 

hétérocycliques.   

L’utilisation d’additifs alimentaires a également considérablement augmenté au 

cours des dernières années, surtout dans les pays industrialisés. Certains comme les 

émulsifiants sont capables d’altérer la couche de mucus et d’induire une dysbiose favorisant 

une inflammation à bas bruit. Des souris ayant reçu des émulsifiants dans l’eau de boisson 

(1%) pendant 3 mois développent des colites (Chassaing et al., 2015). D’autres additifs sont 

des nanoparticules, comme le TiO2 ou E171, qui sont capables de traverser la couche de mucus 

intestinale et d’atteindre les cellules de l’épithélium colique. Des cellules épithéliales en 

culture, au contact des particules de TiO2, produisent des ROS capables d’induire un stress 

oxydatif et une toxicité au niveau des mitochondries induisant l’apoptose cellulaire (Proquin 

et al., 2017). Comme il a été expliqué précédemment dans ce manuscrit, les CCR ont une 

incidence plus élevée dans les pays industrialisés. L’alimentation dans ces pays contient de 

nombreux d’additifs alimentaires et elle est également enrichie en sucres et en gras (ce régime 

est appelé le Western Diet ou WD). Lorsqu’un régime WD est administré dans des modèles 

murins de CCR (chimio-induit par un traitement l’azoxyméthane (AOM) couplé à des cycles 

de DSS ou de souris génétiquement modifiées ApcMin/+), ces derniers présentent des marqueurs 

de tumorigenèse plus importants que les souris ayant reçu une alimentation standard 

(Benninghoff et al., 2020). De plus, les souris sous WD qui sont supplémentées avec de la 

vitamine D et du calcium, montrent une réduction du nombre et du volume tumoral, soulignant 

l’importance de l’alimentation et de la complémentation alimentaire dans la prise en charge 

des patients CCR. Ces micro-nutriments, que l’on peut trouver dans les fruits et les légumes 

mais aussi dans les produits laitiers, ont été reportés comme protecteurs dans de nombreuses 
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études prospectives et expérimentales (Han et al., 2015; Na et al., 2022). En matière de 

prévention, une alimentation riche en fibres et pauvre en sucres et graisses est conseillée en 

post et pré-traitements (Aykan, 2015). L’alimentation est donc un facteur de risque mais 

également une stratégie thérapeutique potentielle (Leeming et al., 2019; Wong and Yu, 

2023).  

Le microbiote intestinal 

Il a été suggéré que la survenue du CCR pouvait être influencée par le microbiote 

intestinal puisque le tube digestif est en constante exposition avec ce dernier. De plus, le 

cancer au niveau de l’intestin touche préférentiellement le côlon, où la densité bactérienne est 

la plus forte (1012 bactéries versus 102 bactéries par ml de contenu intestinal dans l’intestin 

grêle) (Tjalsma et al., 2012). Plusieurs études ont mis en évidence une modification de la 

composition du microbiote associé à la muqueuse colique chez les patients atteints de CCR 

comparativement aux sujets contrôles (Chen et al., 2012a; Lu et al., 2016; Gao et al., 2017). 

Une étude réalisée dans un modèle de CCR (génétiquement induit) a montré, que les souris 

ApcMin/+ Il10-/- axéniques ne développaient que très peu de tumeurs comparativement aux 

souris ApcMin/+ Il10-/-  portant un microbiote conventionnel, indiquant le rôle prépondérant du 

microbiote dans le CCR associé à une colite (Tomkovich et al., 2017). Ces données suggèrent 

que le microbiote intestinal est un acteur important dans la carcinogenèse colorectale.  

 

II-6 Cancer et microbiote 

En condition physiologique, la composition du microbiote intestinal est à l’état 

d’équilibre grâce aux différents acteurs de notre organisme qui maintiennent l’homéostasie 

intestinale. Le microbiote intestinal agit comme un organe à part entière qui contribue à cette 

homéostasie. Néanmoins quand cet équilibre est rompu à la suite de paramètres qui 

influencent sa composition (prise d’antibiotiques, alimentation …), une dysbiose 

microbienne apparaît. L’apparition d’une dysbiose est associée à de nombreuses pathologies, 

digestives comme les MICI ou le CCR (Marchesi et al., 2011; Pagnini et al., 2011; Sears and 

Garrett, 2014; Ni et al., 2017). Beaucoup plus récemment, une étude a mis en lumière la 

relation microbiote-cancer (Wong et al., 2017). Dans cette étude, une transplantation du 

microbiote fécal issu de personnes saines ou de patients atteints de CCR était réalisée chez 

des souris C57BL/6 préalablement sensibilisées par l’AOM / DSS. Les souris recevant le 
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microbiote des patients ayant un CCR développaient plus de polypes intestinaux que celles 

transplantées avec les selles de personnes saines. Cette observation était associée avec une 

élévation des dysplasies, de la prolifération intestinale, et des marqueurs d'inflammation dans 

le côlon. Les altérations du microbiote intestinal semblent donc fortement associées au CCR 

et elles ne seraient donc pas une conséquence de la maladie.  

II-6-1 Dysbiose chez les patients CCR 

Les avancées de ces dernières années dans le domaine du séquençage ont permis 

d’étudier plus en profondeur la composition du microbiote intestinal chez des personnes 

présentant des pathologies gastro-intestinales telles que le cancer colorectal (Sobhani et al., 

2011; Chen et al., 2012a; Dai et al., 2018).  

Les travaux de Sobhani et al., ont permis de mettre en évidence les changements dans 

la composition du microbiote intestinal des patients atteints d’un CRC et les potentiels impacts 

sur la réponse immunitaire mucosale. Ils ont utilisé les techniques de pyroséquençage pour 

analyser les populations bactériennes de 60 selles de patients atteints de CRC 

comparativement à 119 patients contrôles (Sobhani et al., 2011). L’analyse en composantes 

principales a permis d’identifier une prédominance des bactéries Bacteroides, Prevotella chez 

les patients atteints d’un CRC comparativement au groupe contrôle.  

En 2012, Chen et al, utilise ces mêmes techniques de pyroséquençage pour analyser 

les séquences codantes pour l’ARN16S bactériens extraits de différents compartiments 

intestinaux chez 46 patients atteints de CCR et 56 volontaires sains. Ils comparent ainsi le 

microbiote luminal avec celui associé à la muqueuse mais ils prélèvent également des 

échantillons au niveau des tissus tumoraux et de la marge saine (non tumorale). Les auteurs 

ont pu mettre en évidence que la diversité microbienne était réduite dans les tissus cancéreux 

par rapport aux tissus non-tumoraux mais que la composition restait similaire (Chen et al., 

2012a). Viljoen et al., ont néanmoins montré une augmentation des Fusobacteries dans les 

tissus tumoraux comparativement aux tissus de la muqueuse adjacente saine. Cette 

augmentation semble corrélée avec les stades plus tardifs du CCR (Viljoen et al., 2015). De 

plus, en comparant les bactéries retrouvées dans les tissus des patients atteints d’un CCR par 

rapport aux patients contrôles, Chen et al., observent une réduction des espèces 

Feacalibacteries, Blautie, Lachnospires, Bifidobacteries et Anaerostipes. À l’inverse, les 

tissus des patients atteints d’un CCR étaient enrichis en Fusobacteries, Porphyromonas, 



 

Figure 23 : Théorie des bactéries « drivers-passengers » impliquées dans le 

développement du CCR 

La muqueuse intestinale des patients à risque de développer un CCR est colonisée par des bactéries dites 

« driver ». Ces bactéries peuvent induire une inflammation colique, augmenter la prolifération cellulaire 

et/ou produire des composés génotoxiques qui peuvent contribuer à l’accumulation de mutations au 

cours de la séquence adénome-cancer. Ce processus oncogénique s’accompagne de modifications du 

microenvironnement et peut exercer une pression de sélection sur la flore microbienne locale. Ces 

modifications peuvent être à l’origine du remplacement des bactéries « driver » par des bactéries « 

passenger » 

Illustration modifiée d’après (Tjalsma et al., 2012) 
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Peptostreptocoque, Gemella, Mogibacteries et Klebsiella comparativement aux patients 

contrôles (Chen et al., 2012a). 

Plus récemment, une analyse métagénomique sur 526 échantillons fécaux issus de 

patients atteints de CCR dans plusieurs cohortes de Chine, Autriche, Amérique, Allemagne et 

France, a mis en évidence une prédominance de 7 espèces  bactériennes : Bacteroides fragilis, 

Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas asaccharolytica, Parvimonas micra, Prevotella 

intermedia, Alistipes finegoldii, et Thermanaerovibrio acidaminovorans (Dai et al., 2018). 

Toutefois, bien que des différences de composition entre le microbiote intestinal de 

patients CCR et de personnes saines aient été notées au travers de différentes études (Lu et 

al., 2016; Gao et al., 2017; Sun et al., 2020), il est délicat de déterminer globalement quels 

micro-organismes sont sur-représentés ou sous-représentés dans le CCR. Ceci pourrait être dû 

à la variabilité inter-individuelle du microbiote qui est également une limite pour établir 

l’entité correspondant à un microbiote « sain ». Néanmoins, en 2019, une méta-analyse 

regroupant le microbiote de 768 patients ayant un CCR et provenant de 8 régions 

géographiques différentes a permis d’identifier un groupe de 29 espèces significativement 

surreprésentées dans le CCR ; eg. Anaerococcus et Fusobacterium nucleatum (Wirbel et al., 

2019).  

En plus de ces études taxonomiques, les analyses métagénomiques ont permis de 

révéler l’enrichissement de gènes de virulence (codant pour des protéines impliquées dans la 

mobilité, l’invasion ou des toxines bactériennes) dans le microenvironnement tumoral de 

patients atteints de CCR (n=44) comparativement aux patients contrôles (n=44) (Burns et al., 

2015; Wirbel et al., 2019). 

II-6-2 Théorie driver-passenger 

Parallèlement à ces études globales, la quantification des bactéries dans les selles, 

associées à la muqueuse intestinale de patients atteints de CCR, a permis d’identifier des bactéries 

candidates qui pourraient interagir avec les cellules humaines et participer à la cancérogenèse. À 

partir des données de la littérature, un modèle a été proposé et deux groupes ont été distingués : 

les drivers qui joueraient un rôle dans la promotion tumorale et les passengers dont le rôle serait 

plus tardif dans la tumorigenèse (Tjalsma et al., 2012) (Figure 23). Les bactéries drivers sont 

enrichies dans les tissus de patients atteints de CRC aux stades précoces, et rapidement 

concurrencées par la colonisation des bactéries passengers au cours de la tumorigenèse 
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colique. Les bactéries passengers sont des bactéries opportunistes ou commensales, 

probablement mieux adaptées au microenvironnement tumoral et qui, pour certaines, 

pourraient participer à la croissance de la tumeur.  

 

II-6-3 Bactéries candidates dans le cancer 

II-6-3-1 Mécanismes carcinogènes des bactéries intestinales 

Tout au long du développement d’un CCR, les bactéries dites drivers ou passengers 

peuvent agir sur l’inflammation, la transcription d’oncogènes, les marques épigénétiques, la 

production de ROS. Elles peuvent aussi produire des génotoxines. La carcinogenèse et 

l’inflammation sont deux mécanismes intrinsèquement associés. En effet des souris 

axéniques ApcMin/+Il10−/− (dont la réponse inflammatoire est altérée) développent 

significativement plus de tumeurs que des souris ApcMin/+ (Tomkovich et al., 2017). 

L’inflammation chronique peut conduire à des dysplasies au niveau du côlon favorisant 

l’apparition de colites de manière directe ou indirecte (Shah and Itzkowitz, 2022). Un 

déséquilibre entre la production de molécules pro-oxydantes et les systèmes anti-oxydants 

aboutit à un stress oxydatif (Klaunig et al., 2010). Celui-ci peut être déclenché par la cellule 

comme mécanisme de défense contre un pathogène mais également par le microbiote 

intestinal et être délétère pour l’organisme (Irrazábal et al., 2014). La génération de ROS 

induit des dommages et des instabilités dans l’ADN des cellules épithéliales coliques 

notamment car les systèmes de défenses antioxydantes sont altérés dans le CCR (Favier, 

2006). Les radicaux hydroxyles induisent des dommages à l’ADN qui peuvent s’avérer 

mutagènes s’ils ne sont pas réparés. La production de toxines bactériennes qui sont 

dommageables pour l’ADN (génotoxine) fait également partie des mécanismes de la 

carcinogenèse colorectale (Lucas et al., 2017; Wong and Yu, 2019; Dougherty and Jobin, 

2023). Par exemple, récemment, Liu et al, ont démontré que la bactérie Citrobacter rodentium 

et les EHEC produisaient une génotoxine UshA (UDP-sugar hydrolase) qui est secrétée dans 

les cellules par le système T3SS et qui induit une augmentation du nombre de tumeurs en 

modèle murin Apc MinΔ716/+  (Liu et al., 2022). Dans cette étude, UshA clive l’ADN, ce qui 

déclenche la réponse DDR qui, si elle est inefficace, aboutit à l’apparition de mutations. La 



 

Figure 24 : Mécanismes carcinogènes des bactéries intestinales 

 (A) Fusobacterium nucleatum produit des acides gras à chaîne courte (AGCC) qui se lient aux 

récepteurs free fatty acid receptor 2 (Ffar2) des macrophages T helper 17 (Th17). Certaines souches de 

Bacteroides fragilis (les souches ETBF) et Clostridium difficile sécrètent des toxines : BFT et  TcdB 

respectivement qui favorisent la phosphorylation du transducteur de signal et activateur de la 

transcription 3 (STAT3) ainsi que le recrutement des cellules Th17 productrices d'IL-17. Dans les deux 

cas, ces bactéries favorisent une inflammation médiée par l'IL-17 qui contribue à la transformation 

néoplasique. (B) Les souches ETBF, dégradent aussi l’E-cadhérine, favorisant la translocation nucléaire 

de la β-Caténine et l'activation des voies de signalisation qui promeuvent la formation de tumeurs. F. 

nucleatum produit une protéine (FadA) qui se lie à l’E-cadhérine et augmente l'expression du complexe 

Annexin A1/β-Caténine, ce qui active les voies de signalisation impliquées dans la promotion de la 

tumeur. Salmonella spp. et Peptostreptococcus anaerobius sont deux autres exemples de bactéries qui 

induisent la transcription de gènes promouvant la prolifération cellulaire. (C) L'agent pathogène humain 

Enterococcus faecalis producteur de superoxyde (OG1RF) provoque des instabilités chromosomiques, 

résultant de la production d'espèces réactives de l'oxygène (ROS). À droite, l'infection par l'ETBF 

augmente l'expression d'une spermine oxydase qui génère des ROS et des dommages à l'ADN dans les 

cellules épithéliales du côlon. (D) Les E. coli pks+ produisent la colibactine, qui induit des liaisons inter-

brins dans les cellules hôtes, ce qui entraîne des mutations de l’ADN. D’autres exemples de génotoxines 

microbiennes sont aussi décrites : CDT (cylolethal distending toxin) sécrétée par Campylobacter jejuni, 

UshA par la bactérie murine Citrobacter rodentium et les indolimines isolées d'une souche de 

Morganella morganii prélevée chez des patients souffrant de MICI. 

Illustration modifiée d’après (Dougherty et al., 2023) 
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signature mutationnelle qui est générée par cette toxine est également retrouvée dans les 

séquences des tumeurs de patients CCR.  

Les mécanismes ci-dessus sont détaillés en figure 24 pour un certain nombre de 

bactéries candidates dans le CRR (Figure 24). Certaines bactéries ont été plus étudiées, nous 

les détaillons ci-dessous.  

II-6-3-2 Fusobacterium nucleatum 

Fusobacterium nucleatum est une bactérie à Gram négatif, strictement anaérobie de 

la flore commensale et parodontale qui a été associée à diverses pathologies comme 

l’appendicite, les MICI ou encore le CCR (Han, 2015). D’après les analyses métagénomiques 

et transcriptomiques, elle est notamment retrouvée enrichie dans les tissus des patients atteints 

de CCR par rapport aux tissus issus de patients sains mais aussi dans la cavité buccale de ces 

patients (Chen et al., 2012a; Castellarin et al., 2012; Komiya et al., 2019).  Ce pathobionte 

coloniserait les tissus tumoraux au niveau de l’intestin en traversant les barrières oraux-

intestinales à la suite d’une lésion.  

Fusobacterium nucleatum est observé chez les patients présentant un CCR dans les 

stades tardifs d’avancement de la maladie (Kostic et al., 2012) et semble être associé à une 

moins bonne survie des patients atteints de CCR (Mima et al., 2016). Cette bactérie peut être 

considérée comme une bactérie passenger qui profite du microenvironnement tumoral pour 

coloniser la tumeur. 

Dans un modèle murin de CCR (souris ApcMin/+), l’administration par voie orale de F. 

nucleatum accélère le développement tumoral en induisant, notamment, l’expression de 

cytokines pro-inflammatoires. La bactérie produit des AGCC qui se lient aux récepteurs 

FFAR2 (free fatty acid receptor 2) présents à la surface des macrophages, favorise leur 

infiltration et stimule la production d’IL-17 (Brennan et al., 2021a) (Figure 24A). Ce 

mécanisme favorise l’inflammation au niveau du microenvironnement tumoral (Kostic et al., 

2013). Grâce à ses facteurs d’adhésion (FadA et Fap2), cette bactérie peut également adhérer 

aux cellules de l’épithélium intestinal colique et promouvoir l’inflammation et la prolifération 

cellulaire (Figure 24B) (Guo et al., 2020). L’administration d’aspirine en dose physiologique 

inhibe chez des souris ApcMin/+ l’expression de ces protéines d’adhésion (Brennan et al., 

2021b). F. nucleatum promeut aussi le phénotype métastatique des cellules épithéliales 

coliques en modèle Transwell (Chen et al., 2020b).  
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II-6-3-3 Bacteroides fragilis 

Certaines souches de Bacteroides fragilis sont productrices d’une toxine (les souches 

ETBF), nommée la fragilysine (bft). Les souches de B. fragilis productrices de fragilysine 

sont enrichies dans les selles de patients atteints de CCR et positivement corrélées à 

l’avancement dans les stades tumoraux (Kostic et al., 2012; Viljoen et al., 2015; Boleij et al., 

2015).  

Ces souches, contrairement aux souches non toxinogènes, sont capables d’induire une 

inflammation et la formation de tumeurs coliques dans un modèle murin de CCR (les souris 

MinApc716+/- qui expriment un gène mutant codant la protéine Apc tronquée en position 716) 

(Wu et al., 2009). En effet, la fragilysine est capable d’augmenter la phosphorylation et 

l’activation de STAT3, responsable de la transcription il-17 qui promeut la tumorigenèse 

colorectale (Chung et al., 2018) (Figure 24A). Le potentiel carcinogène de ces souches 

proviendrait d’une part de leur propriété pro-inflammatoire et d’autre part, elles stimuleraient 

la prolifération de l’épithélium intestinal en inactivant un suppresseur de tumeur, la E-

cadhérine (Wu et al., 2003; Rhee et al., 2009a) (Figure 24B). La fragilysine des ETBF est 

responsable de la dégradation des E-cadhérines, ce qui active la translocation de la β-caténine 

au niveau nucléaire (Rhee et al., 2009a). L’expression des gènes régulés par la β-caténine 

comme c-myc et la cyclineD1 est donc augmentée, ce qui favorise la prolifération et 

l’avancement du cycle cellulaire (Chen et al., 2017). 

 La fragilysine est également responsable de modifications épigénétiques qui vont 

moduler l’expression de certaines histones déméthylases et faciliter l’accessibilité de la 

chromatine.  La chromatine étant plus accessible, elle peut également être plus exposée à 

l’action de molécules génotoxiques (Allen et al., 2019). L’ouverture de la chromatine permet 

également l’expression de gènes impliqués dans la prolifération comme c-myc et favorise la 

croissance des tumeurs en modèles de xénogreffes murines (Wu et al., 2003; Liu et al., 2020). 

Ces modifications épigénétiques peuvent être limitées par l’utilisation d’inhibiteurs du 

catabolisme des polyamines dans des souris ApcMin/+(Goodwin et al., 2011). 

Dans un modèle d’infection de cellules HT29, cette bactérie augmente également les 

dommages à l’ADN qui sont objectivés par une augmentation du marqueur ɣ-H2AX 

(phosphorylation de l’histone H2AX) (Goodwin et al., 2011). En effet, les Bacteroides fragilis 

productrices de fragilysine possèdent des enzymes comme la spermine oxydase qui sont 

responsables de la production de ROS au fort pouvoir génotoxique (Figure 24C). 
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II-6-3-4 Enterococcus faecalis 

Enterococcus faecalis est l’entérocoque le plus abondamment retrouvé dans l’intestin 

de l’Homme. Des études ont mis en évidence une association entre E. faecalis et le CCR 

puisque cette bactérie a été trouvée enrichie dans les fèces des patients atteints de CCR 

comparativement aux individus sains (Balamurugan et al., 2008) ainsi qu’au niveau des 

tumeurs ou du tissu adjacent sain des patients atteints de CCR comparativement à la muqueuse 

des individus sains (Zhou et al., 2016). Cette bactérie est capable de générer des ions 

superoxydes (ROS) qui induisent des instabilités chromosomiques dans les cellules infectées 

(Wang and Huycke, 2007). Ces cellules présentent une augmentation des foci γ-H2AX et un 

arrêt du cycle cellulaire en phase G2. D’après les travaux de Wang et al., l’action d’E. faecalis 

semble passer également par un effet indirect de la bactérie à travers les macrophages infectés. 

Wang et al., ont exposé des cellules primaires épithéliales issues du côlon de souris à des 

macrophages infectés par E. faecalis. Ces macrophages exposés sont polarisés en 

macrophages de type M1 pro-inflammatoires, qui sont capables d’entraîner une 

reprogrammation des cellules de l’épithélium colique (augmentation de plusieurs marqueurs 

des cellules souches intestinales comme DclK1) (Wang et al., 2017). Ce mécanisme permet 

également l’activation de la voie WNT/β-caténine. Les effets de la bactérie sont abrogés en 

utilisant une superoxyde dismutase qui séquestre les ROS et empêche leur action toxique sur 

la molécule d’ADN (Wang et al., 2008) (Figure 24C). Chez les souris Il10-/-, E. faecalis est 

capable d’induire et de maintenir une colite, d’induire une dysplasie et la formation de 

carcinomes rectaux (Balish and Warner, 2002). Cette bactérie pourrait donc avoir une action 

driver dans la cancérogenèse colique (Gaines et al., 2020).   

II-6-3-5 Escherichia coli 

 La bactérie Escherichia coli a également été retrouvée enrichie dans les selles et les 

tissus des patients atteints de CCR (55-67%) comparativement aux tissus de patients contrôles 

(20-21%) d’après plusieurs études cliniques (Arthur et al., 2012; Buc et al., 2013; Bonnet et 

al., 2014a). Ce commensal du tube digestif colonise le tube digestif dès le plus jeune âge et 

persiste tout au long de la vie chez de nombreuses personnes sans induire de pathologies. 

Néanmoins de nombreuses souches ont acquis des facteurs de virulence qui leur ont permis 

de s’implanter et de coloniser l’épithélium intestinal. Certaines souches de E. coli sont 

capables de produire des génotoxines (Figure 24D). 
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TROISIEME PARTIE : Les Escherichia coli associés au CCR 

Escherichia coli, d’une souche commensale à une souche pathobionte, l’acquisition de 

facteurs de virulence 

La bactérie Escherichia coli est l’une des bactéries les plus étudiées dans l’histoire des 

sciences. En effet, sa diversité génétique fait qu’elle a un rôle bivalent. Elle est initialement 

une bactérie de la flore commensale mais de nombreuses pathologies et infections sont 

associées à des E. coli pathogènes. Certaines souches commensales possèdent également des 

facteurs de virulence et elles peuvent devenir potentiellement pathogènes ou pro-

inflammatoires en fonction des conditions environnementales telles qu’une dysbiose. De telles 

souches sont appelées pathobiontes (Delmas et al., 2015). 

III-1 Escherichia coli  

III-1-1 Généralités sur les E. coli 

Escherichia coli est un bacille à Gram négatif, aéro-anaérobie facultatif qui appartient 

à la famille des Enterobacteriaceae. Cette bactérie est retrouvée chez l’Homme et les 

mammifères à sang chaud. La colonisation intestinale par les E. coli se fait dès la naissance 

par contact avec la flore périnéale de la mère (Wall et al., 2009; Payros et al., 2014). Bien que 

cette espèce ne représente que 0,1% du microbiote total, elle domine la microflore anaérobie 

facultative du côlon tout au long de la vie de l’individu et participe à l’homéostasie intestinale. 

Cette espèce bactérienne a su s’adapter à de nombreux environnements grâce, notamment, à 

l’acquisition de gènes ou d’îlots génomiques entiers (Calhau et al., 2015; Desvaux et al., 2020; 

Auvray et al., 2021).  

III-1-2 Phylogénie des E. coli 

Le premier séquençage entier du génome de cette bactérie a été réalisé en 1997, sur la 

souche de laboratoire E. coli K12. Son génome est composé de 4,6 millions de paires de bases 

codant pour 4 200 protéines (Blattner et al., 1997). Depuis, les dernières estimations ont 

évalué le pangénome (ensemble des gènes des génomes) à 25 000 gènes avec un core génome 

(c’est-à-dire le génome commun présent chez tous les E. coli) de 3 000 gènes (Tantoso et al., 

2022). L’analyse comparative des génomes de E. coli a permis de mettre en évidence une 



 

 

Figure 25 : Pathotypes d’Escherichia coli 

Nomenclatures des espèces bactériennes :  

EAEC = enteroaggregative E. coli  

EHEC = enterohaemorrhagic E. coli  

EIEC = enteroinvasive E. coli  

EPEC = enteropathogenic E. coli  

ETEC = enterotoxigenic E. coli  

NMEC = neonatal meningitis-causing E. coli 

UPEC = uropathogenic E. coli 

 

Illustration modifiée d’après (Croxen and Finlay, 2010) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

55 

 

grande variabilité de taille au sein de l’espèce. Les souches commensales ont un génome plus 

petit que la plupart des souches pathogènes issues d’isolats cliniques. Ceci est expliqué 

notamment par l’acquisition de gènes codant des facteurs de virulence qui donnent un 

avantage à ces souches pour s’implanter et coloniser les niches écologiques comme l’intestin. 

La plasticité du génome des E. coli facilite l’acquisition de nouveaux gènes par transferts 

génétiques d’un gène ou d’îlots génomiques entiers.   

Les analyses phylogénétiques ont montré que l’espèce E. coli pouvait être divisée en 

8 grands phylogroupes : A, B1, B2, C, D, E, F et G (Clermont et al., 2013). Les E. coli 

commensaux humains sont typiquement associés au phylogroupe A (Escobar-Páramo et al., 

2006) alors que les E. coli causant des infections extra-intestinales, mais qui peuvent coloniser 

l’intestin, appartiennent majoritairement aux phylogroupes B2 et D (Chakraborty et al., 2015).  

Les E. coli sont classiquement classés en trois groupes : les commensaux, les 

pathogènes intestinaux et les pathogènes extra-intestinaux (ExPEC) qui comprennent 

notamment les E. coli responsables d’infections urinaires (uropathogenic E. coli ou UPEC) 

(Figure 25) (Pakbin et al., 2021). Toutefois, certaines souches ont des caractéristiques qui les 

situent entre les commensaux et les ExPEC. 

III. 2 Les facteurs de virulence produits par les E. coli  

L’implication des E. coli en pathologies infectieuses a été largement étudiée et deux 

types d’infections sont caractérisées : intestinales ou extra-intestinales (Croxen and Finlay, 

2010). À côté de ces souches, les E. coli pathobiontes ont été caractérisés dans des pathologies 

intestinales chroniques humaines. Parmi eux, les E. coli adhérent et invasif (AIEC) présentent, 

comme leur nom l’indique, des capacités d’adhérence et d’invasion qui sont absentes chez les 

E. coli commensaux. Les patients atteints de maladie de Crohn sont colonisés avec une 

fréquence anormale par ces souches qui peuvent aggraver l’inflammation intestinale de ces 

patients. L’implication de E. coli pathobiontes dans le CCR est de description plus récente. 

Les études cliniques réalisées sur plusieurs cohortes de patients atteints de CCR ont 

retrouvé en quantité plus importante au niveau des selles et de la muqueuse intestinale des E. 

coli producteurs de cyclomodulines (Buc et al., 2013). Les cyclomodulines sont des toxines 

qui interférent avec le cycle cellulaire (Nougayrède et al., 2005). Bonnet et al. ont observé un 

enrichissement des E. coli producteurs de cyclomodulines dans les biopsies coliques de 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Cyclomodulines produites par les E. coli agissant sur le cycle cellulaire 

Les cyclomodulines bactériennes sont une famille de facteurs qui agissent sur le cycle cellulaire, 

certaines sont « activatrices » et favorisent la prolifération cellulaire comme CNF, alors que d’autres 

vont bloquer sa progression, elles sont dites « inhibitrices ». La toxine CIF est injectée par la bactérie 

à l’intérieur de la cellule et va entrainer la phosphorylation de Cdk et l’arrêt du cycle en phases G1/S et 

G2/M. La colibactine induit indirectement des cassures doubles brins et conduit au blocage du cycle 

cellulaire en phase G2/M. CDT est une holotoxine qui induit des dommages à l’ADN et une 

accumulation des cellules en phase G2. CNF est une cyclomoduline qui active l’avancement du cycle 

cellulaire en désaminant les protéines RhoGTPases.  

Illustration modifiée d’après (Oswald et al., 2005) 
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patients ayant un CCR de stade avancé (stade TNM III/IV) par rapport au stade précoce (stade 

TNM I) (Bonnet et al, 2014).  

Quatre cyclomodulines sont décrites chez les E. coli : la colibactine, la toxine Cdt 

(cylolethal distending toxin), le facteur Cif (cycle-inhibiting factor) et le facteur cytotoxique 

nécrosant ou toxine Cnf1 (Figure 26).  

III-2-1 Cdt 

 Identifiée en 1988 à partir de souches d’E. coli isolées de patients atteints de diarrhées, 

la toxine Cdt est la première toxine pour laquelle une activité de blocage du cycle cellulaire 

ait été décrite sur des cultures de cellules HeLa (Pérès et al., 1997). La prévalence de cette 

toxine au sein des patients atteints de CCR est de 15,8% versus 0% chez les patients contrôles 

(Buc et al., 2013). 

 Cdt est une holotoxine composée de trois sous-unités distinctes : Cdt-A, Cdt-B et Cdt-

C (Lai et al., 2021). Les sous-unités A et C permettent la liaison à la membrane plasmique de 

la cellule de l’hôte, alors que la sous-unité B code l’enzyme qui génère des CDB de l’ADN. 

Cette sous-unité est internalisée par endocytose et transloquée jusqu’à l’appareil de Golgi et 

le réticulum endoplasmique, avant d’atteindre sa cible nucléaire. L’accumulation des CDB au 

niveau de l’ADN entraîne un blocage du cycle cellulaire en phase G2/M, en inhibant la 

déphosphorylation du complexe cdc2-cycline B (Comayras et al., 1997) (Figure 26). 

III-2-2 Cif 

 La cyclomoduline inhibitrice du cycle cellulaire Cif a été décrite en 1997 pour la 

première fois pour son action cytopathique sur les cellules HeLa (De Rycke et al., 1997). Elle 

est produite essentiellement par des entéropathogènes tels que, les EPEC et les EHEC. La 

prévalence de cette toxine au sein des patients atteints de CCR est de 7,9% versus 0% chez 

les patients contrôles (Buc et al., 2013). 

Elle est composée d’un domaine N-terminal, qui porte un peptide d’adressage au 

système de sécrétion de type (T3SS), lui permettant d’être injectée directement dans la cellule 

hôte. Le domaine C-ter porte l’activité enzymatique et permet la synthèse de la toxine qui a 

une activité désaminase : elle est capable de désaminer la glutamine en position 40 de 

l’enzyme E2 du système d’ubiquitination et d’inhiber ainsi la voie ubiquitine/protéasome 
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(Taieb et al., 2011). Une fois injectée dans la cellule, Cif va empêcher la dégradation des 

inhibiteurs des cyclines p21WAF1 et p27Kip1. La stabilisation de ces protéines a pour 

conséquence de maintenir la protéine Cdk1 dans un état phosphorylé inactif et de bloquer le 

cycle cellulaire en phases G1/S et G2/M (Figure 26) (Samba-Louaka et al., 2008).  

III-2-3 Cnf 

 La toxine Cnf1 a été découverte et purifiée en 1983 par Caprioli et al. à partir d’une 

souche E. coli isolée d’un enfant présentant une diarrhée aiguë sévère (Caprioli et al., 1983). 

Après injection sous-cutanée de la toxine à des lapins, Caprioli et al. ont remarqué une nécrose 

de la peau des animaux d’où son nom : facteur cytotoxique nécrosant. 

Il existe trois isoformes connues de Cnf : Cnf1, Cnf2 et Cnf3. Chez l’Homme, Cnf1 

est retrouvée surtout chez les souches responsables d’infection urinaires (UPEC) et est décrite 

dans le cas de méningites liées à la présence de souches E. coli associées aux méningites, les 

NMEC (neonatal meningitis-causing Escherichia coli) (Bonacorsi et al., 2001). Les isoformes 

Cnf2 et Cnf3 sont moins fréquemment retrouvées par rapport à Cnf1.  La toxine Cnf2 qui a 

85% d’homologie avec CNF1, est produite par des souches d’E. coli isolées chez des animaux 

et en particulier des porcelets ou des veaux présentant des diarrhées ou des septicémies 

(Rycke, 1990; Oswald and De Rycke, 1990; Oswald et al., 1994). La toxine Cnf3 présente 

70% d’homologie de séquence protéique avec Cnf1 ; elle est principalement retrouvée chez 

des souches d’E. coli d’origine animale (serpents et moutons) (Orden et al., 2007; Knust and 

Schmidt, 2010).  

III-2-3-1-Prévalence du gène cnf dans le génome des Escherichia coli 

Une étude récente a permis d’évaluer, grâce à l’outil Enterobase qui intègre une large 

base de données de génomes bactériens, la représentation du gène cnf parmi l’espèce 

Escherichia coli (Tsoumtsa Meda et al., 2022). Dans cette étude, au sein d’une cohorte de 

141 234 génomes d’E. coli, principalement d’Amérique et d’Europe, le gène cnf a été retrouvé 

dans 4.5% des génomes. Le gène cnf1 est majoritaire (88%) alors que les gènes cnf2 et cnf3 

sont bien moins fréquents (9 et 3%, respectivement). Le gène cnf1 est préférentiellement 

associé au groupe phylogénique B2 (24%) et au sein de ce groupe. 

 



 

 

 

Figure 27 : Endocytose de la toxine Cnf1 et translocation du domaine catalytique dans le 

cytosol de la cellule 

Après fixation à ses récepteurs membranaires (1/2), Cnf1 est ensuite clivée en deux à la surface de la 

cellule (2) puis internalisée dans une vésicule d’endocytose (3). L’acidification du compartiment 

endosomal tardif entraîne l’insertion de Cnf1 dans la bicouche lipidique de l’endosome (4). Ce 

phénomène serait responsable de la translocation du domaine C-terminal portant l’activité enzymatique 

dans le cytosol (5). Cette région catalyse alors la désamidation de la glutamine 63 de Rho A ou de la 

glutamine 61 de Rac1 et Cdc42 (6). 

Illustration modifiée d’après (Knust and Schmidt, 2010) 
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III-2-3-2 Support génétique, régulation de l’expression de Cnf1 

Le gène cnf1 est localisé sur le chromosome bactérien et se trouve sur un îlot de 

pathogénicité à la suite de l’opéron hlyCABD (Landraud et al., 2003). Cet opéron code 

l’hémolysine A, qui a un effet cytotoxique sur une grande variété de cellules humaines 

notamment les cellules épithéliales du tractus urinaire et les cellules immunitaires (Johnson, 

1991). Cnf1 est transcrit sur un seul ARN messager avec les gènes de l’hémolysine 

(Lemonnier et al., 2007). Au niveau génique, il existe une co-régulation transcriptionnelle de 

l’opéron hlyCABD et du gène cnf1 sous le contrôle du facteur RfaH (Landraud et al., 2003). 

La fixation de RfaH en aval du promoteur de hlyCABD permet la transcription concomitante 

des gènes et l’inactivation du gène rfaH diminue également la production de la toxine Cnf1.  

III-2-3-3 Entrée de Cnf1 dans la cellule 

Cnf1 rentre dans la cellule par endocytose. Ce mécanisme passerait notamment par 

l’activation par Cnf1 du récepteur des laminines LRP présent à la surface de nombreuses 

cellules (Chung et al., 2003). L’association aux récepteurs entraîne l’internalisation de la 

toxine dans la cellule par une voie d’endocytose indépendante de la clathrine et de la cavéoline 

(Contamin et al., 2000). Sous l’action de l’acidification du compartiment endosomal tardif,  

Cnf1 est insérée dans la bicouche lipidique, ce qui induirait la translocation de la partie C-

terminale possédant l’activité enzymatique de la protéine dans le cytosol de la cellule (Pei et 

al., 2001) (Figure 27).  

III-2-3-4 Mécanisme d’action de Cnf1 

Cnf1 a une action post-traductionnelle sur la désamidation des protéines de la famille 

des RhoGTPases (Flatau et al., 1997; Schmidt et al., 1997). Quand les protéines RhoGTPases 

sont liées à une molécule de GDP, elles sont sous forme inactive. La liaison avec une molécule 

de GTP rend ces protéines actives. Les RhoGTPases comme Rho, Rac1 et Cdc42 sont des 

protéines qui contrôlent un grand nombre de processus cellulaires. Cnf1 désamine le résidu 

de la glutamine 63 sur les protéines RhoA ou celui de la glutamine 61 pour les protéines Cdc42 

et Rac1. Cette modification post-traductionnelle entraîne l’activation permanente des 

RhoGTPases.  

L’action de Cnf1 sur l’activation constitutive des RhoGTPases peut être régulée par 

un rétrocontrôle actif :  un haut taux de protéines RhoGTPases activées peut être un signal de 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Action de Cnf1 sur la cellule  

L’activation constitutive des protéines RhoGTPases par Cnf1 a des conséquences sur les processus 

médiés par les protéines RhoGTPases (A). Cnf1 médie la modification du cytosquelette d’actine. Des 

cellules Véro infectées présentent une morphologie atypique en « colibri » (B). Les cellules infectées 

sont également multinucléées, conséquences de l’endoréplication et de l’inhibition de la cytocinèse (C).  

Illustration modifiée d’après (Raisch et al., 2016), (Caprioli et al., 1983) et (Zhang et al., 2018) 
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déclenchement des mécanismes de dégradation du contenu cellulaire. Les protéines 

RhoGTPases vont être ubiquitinylées puis dégradées par le protéasome de la cellule. 

L’analyse transcriptomique de cellules endothéliales stimulées pendant des temps différents 

avec Cnf1 (incubation des cellules avec du milieu contenant de la protéine pendant 3h ou 24h), 

révèle le déclenchement des mécanismes de défense de la cellule hôte et notamment 

l’augmentation des marqueurs inflammatoires comme l’IL-8 et l’IL-6 (Munro et al., 2004). 

La dégradation par le protéasome des protéines RhoGTPases surnuméraires pourrait permettre 

de diminuer la réponse inflammatoire cellulaire induite par l’activation constitutive des 

RhoGTPases par Cnf1. Ceci pourrait faciliter également la survie des bactéries productrices 

de Cnf1 dans la cellule hôte (Munro and Lemichez, 2005).  

L’activation constitutive de ces protéines par Cnf1 a pour conséquences sur la cellule 

la polymérisation des fibres d’actine, la dérégulation du cycle cellulaire et la modulation de 

processus inflammatoires (Figure 28A- 1 à 4).  

 

1. Cnf1, activation des RhoGTPases et polymérisation de l’actine. 

Le cytosquelette d’actine permet à la cellule de maintenir une plasticité morphologique 

qui lui est nécessaire pour sa migration et l’adaptation à son environnement. Les protéines 

RhoGTPases comme Rac1 et Cdc42 contrôlent le réarrangement du cytosquelette d’actine. 

Rac1 induit la polymérisation de l’actine corticale pour former les protrusions membranaires 

que l’on appelle lamellipodes. Rac1 couplé à une molécule de GTP (activé notamment par 

Cnf1) est responsable de la formation de nouveaux polymères d’actines branchés et de 

l’inhibition de la cofiline, ce qui stabilise l’actine filamenteuse (Amann and Pollard, 2001). 

Ces deux mécanismes sont nécessaires pour la formation des lamellipodes. Cdc42 permet 

quant à lui la formation des filopodes (Jaffe and Hall, 2005). 

Les cellules infectées par Cnf1 ont une morphologie atypique comme conséquence des 

modifications des fibres d’actine. Les cellules sont allongées et sous forme multinucléées 

(Figure 28B). La toxine induit également une mobilité des cellules infectées dès 6h post-

infection des cellules endothéliales HUVEC (Doye et al., 2002). Cnf1 permet ainsi le 

remodelage du cytosquelette d’actine et favorise l’internalisation de la bactérie dans la cellule 

de l’hôte comme l’ont démontré Doye et al. Ceci peut favoriser la colonisation de nouvelles 

niches écologiques au niveau de l’épithélium urinaire voire intestinal. 
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2. Cnf1, activation des RhoGTPases, cytocinèse et blocage du cycle cellulaire 

La cytocinèse correspond à la division de la cellule mère en deux cellules filles. Les 

premiers travaux menés sur Cnf1 ont démontré que la toxine était capable d’inhiber la 

cytocinèse des cellules HEp-2 et HeLa et d’induire leur multinucléation via l’activation des 

protéines RhoGTPases (Caprioli et al., 1984; Falbo et al., 1993). Cnf1 va également induire 

le blocage du cycle cellulaire en phase G2/M (Falzano et al., 2006). Les travaux de Zhang et 

al., ont mis en évidence que des cellules traitées avec la protéine Cnf1 avaient un phénotype 

endoréplicatoire, c’est-à-dire qu’elles continuent à dupliquer leur matériel génétique mais sans 

se diviser, ce qui aboutit à un cytogramme à n=8,16,32 noyaux (Figure 28-C) (Zhang et al., 

2018). Les cellules HCT-116 traitées avec la protéine Cnf1 pendant 72h présentaient aussi 

pour 38% d’entre-elles au moins deux noyaux. 

3. Cnf1, activation des RhoGTPases et inhibition de l’apoptose 

Les protéines GTPases Rac1 activées par Cnf1 participent à la résistance à l’apoptose 

(Figure 28A). Une inhibition des mécanismes apoptotiques par Cnf1 a été décrite dans des 

modèles  cellulaires (Mills et al., 2000). Néanmoins ce mécanisme ne semble pas si simple et 

CNF1 peut montrer un phénotype pro ou anti-apoptotique en fonction du type cellulaire utilisé 

et du degré de transformation des cellules (Carlini et al., 2021). Par exemple, dans les cellules 

épithéliales HEp-2, Cnf1 active NF-κB via la voie de survie Rac1/PI3K/Akt/IKK avec pour 

conséquence la modulation des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL, alors qu’elle 

induit une apoptose des cellules uroépithéliales (Mills et al., 2000; Fiorentini et al., 2001). 

4. Cnf1 et inflammation  

Cnf1 induit également une reprogrammation des macrophages en macrophages de type 

M1 à la suite d’une infection par les UPEC (Sun et al., 2022). L’activation des macrophages 

de type M1 aboutit à l’activation des fonctions pro-inflammatoires et antimicrobiennes de 

l’organisme. Ils induisent l’expression de plusieurs marqueurs pro-inflammatoires tels que les 

IL-6, IL-8, IL-12, IL-1β, et TNF-α et la production d’iNos (Munro et al., 2004).   

Les travaux de Sun et al., mettent en évidence la double action de la toxine Cnf1, qui 

a, en parallèle de son action directe sur la famille des RhoGTPases (comme Rac1), une action 

indirecte sur la voie JAK-STAT. En formant un complexe Cnf1-JAK1/JAK2, Cnf1 induit une 

cascade de phosphorylation des protéines JAK1 et 2 puis STAT1. Le dimère de STAT1 



  

 

Figure 29 : Mode d’action de Cnf1 sur les mécanismes inflammatoires 

Cnf1 produite par les UPEC favorise la polarisation des macrophages M1 en régulant les voies de 

signalisation NF-kB et JAK1/2-STAT1. CNF1 interagit directement avec JAK1 et JAK2 pour former un 

complexe protéique (A). Ce complexe induit la phosphorylation de JAK1/2 et l'activation de STAT1. 

Cependant, Cnf1 agit aussi directement sur NF-kB en activant les protéines de la famille des 

RhoGTPases comme Rac1 (B).  

Sous ces actions, NF-kB et STAT1 vont être dimérisés et migrés vers le noyau, où ils vont induire la 

transcription de gènes régulant ainsi la polarisation des macrophages M1. 

Illustration modifiée d’après (Sun et al., 2022) 
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Gènes impliqués dans la polymérisation des macrophages de types M1 
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phosphorylé et celui de NF-κB vont se dimériser et ainsi migrer jusqu’aux noyaux des cellules. 

Ils vont agir en tant que facteur de transcription en se fixant à l’ADN et permettre l’expression 

de gènes impliqués dans la reprogrammation des macrophages, en macrophages de type M1 

(Figure 29). 

Les E. coli qui produisent Cnf1 peuvent donc moduler la réponse des cellules 

inflammatoires et pourraient ainsi contribuer à la création d’un microenvironnement pro-

inflammatoire propice au développement du CCR (Fabbri and Bracci, 2022).  

III-2-3-5 Cnf1 chez les E. coli associés au cancer 

Les recherches de Buc et al., ont permis d’observer que Cnf1 était présent dans 40% 

(n=15/38) des E. coli isolés des tissus cancéreux de patients atteints de CCR et chez 13% des 

patients contrôles (n=4/31) (Buc et al., 2013). C’est la 2ème cyclomoduline la plus retrouvée 

(19%, n=16/116) dans le génome des E. coli après la colibactine (28%, n=24/116). Une étude 

plus récente sur une cohorte de 325 biopsies de patients ayant subi une coloscopie a permis 

de confirmer ces données épidémiologiques (Piciocchi et al., 2021). Dans cette étude, Cnf1 et 

la colibactine sont également les deux cyclomodulines les plus fréquemment retrouvées dans 

le génome des E. coli isolés des coloscopies (29%, n=40/325 et 38%, n= 89/325 

respectivement). Cnf1 est présente chez les E. coli isolés des tissus issus des patients ayant un 

adénocarcinome (41%, n=11/29) et chez les patients contrôles (27%, n=42/162), mais aucune 

association significative n’a pu être trouvée avec les E. coli isolés des polypes hyperplasiques 

ou des stades d’adénomes.  

Les mécanismes pro- ou anti- carcinogènes de la toxine Cnf1 ne sont donc encore pas 

totalement élucidés (Fabbri et al., 2013) et un effet néfaste sur le développement du CCR n’a 

pas encore été démontré (Carlini et al., 2021). 

III-2-3-6 Portée thérapeutique de Cnf1 

Cnf1 a notamment été étudiée pour son rôle potentiel en tant qu’adjuvant (Munro et 

al., 2004). En effet, il présente des propriétés immunomodulatrices semblables à celle de la 

toxine cholérique. Administrée par voie orale à des souris, la protéine Cnf1 favorise la réponse 

anti-OVA (protéine utilisée pour stimuler le système immunitaire) au niveau systémique et 

mucosal.  
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D’autres travaux menés sur la toxine Cnf1 montrent que l’injection de cette toxine au 

niveau cérébral dans un modèle murin mimant la maladie d’Alzheimer favoriserait aussi la 

restauration des capacités cognitives des souris (Loizzo et al., 2013). Dans leurs travaux, 

Loizzo et al., les souris traitées avec de la protéine Cnf1 purifiée répondaient plus rapidement 

aux différents tests proposés par les expérimentateurs (test du labyrinthe, test de mémoire 

spatiale). Ces souris présentaient une activation plus importante des protéines Rho-GTPases 

au niveau de l’hippocampe, associée avec une augmentation des niveaux d’ATP.  

De plus, les travaux de recherche de Vannini et al., sur des cellules de gliomes (GL261) 

en culture et traitées avec Cnf1 ont mis en évidence, par des analyses transcriptomiques et 

protéomiques, une réduction des marqueurs de sénescence (p16, p21) et des facteurs de 

croissance (EGF, PDGF). Ils ont également démontré que l’administration par voie 

systémique de la protéine de Cnf1 recombinante à des souris ayant été greffées de cellules 

tumorales GL261, permettait de réduire le volume tumoral (Vannini et al., 2016). Dans la 

suite de leurs travaux de recherche, ils ont administré à des souris porteuses d’un gliome, la 

protéine Cnf1 couplée à une protéine chimérique permettant son passage à travers la 

membrane hémato-encéphalique. Les souris ainsi traitées présentaient une réduction de la 

masse tumorale du gliome, associée avec une meilleure survie des animaux, en comparaison 

à des animaux contrôles (Vannini et al., 2021).  

III-2-4 La colibactine  

La cyclomoduline la plus étudiée dans le CCR, à ce jour reste, la colibactine, dont la 

genèse des travaux est attribuée à l’équipe toulousaine d’Eric Oswald. L’îlot génomique 

nommé pks responsable de sa synthèse a été découvert dans une souche d’Escherichia coli 

isolée d’un patient atteint de méningite (Nougayrède et al., 2006). Les E. coli porteurs de cet 

îlot et ayant un effet génotoxique sont nommés dans la littérature E. coli pks+ ou CoPEC pour 

Escherichia coli producteurs de colibactine. Les CoPEC sont capables de persister dans le 

tube digestif des souris infectées prédisposées au CCR et d’induire une augmentation du 

nombre de tumeurs et du volume tumoral, suggérant un rôle pro-carcinogène dans ces modèles 

(Arthur et al., 2012; Dalmasso et al., 2014; Cougnoux et al., 2014; Cougnoux et al., 2014; 

Tomkovich et al., 2017). 

La présence de certains E. coli (CoPEC) dans la muqueuse colique de patients atteints 

de CCR opérés, semble être un facteur de risque de complications sévères post-chirurgicales. 



Gènes Rôle de la protéine dans la production de la colibactine 

ClbA Protéine accessoire : phophopantetheinyl transférase (active d’autres enzymes) et favorise le 

recrutement de cofacteur. 

ClbR Protéine activatrice 

ClbB Enzyme de synthèse hybride NRPS-PKS 

ClbC Enzyme de synthèse : PKS 

ClbD Enzyme de synthèse : hydroxyl acyl coA déshydrogénase 

ClbE Enzyme de synthèse : Protéine porteuse d’acyle 

ClbF Enzyme de synthèse : αβ déshydrogénase 

ClbG Enzyme de synthèse : Acyle transférase 

ClbH  

ClbI Enzyme de synthèse : PKS 

ClbJ Enzyme de synthèse : NRPS 

ClbK Enzyme de synthèse : hybride PKS-NRPS 

ClbL Enzyme de synthèse : amidase 

ClbM Protéine accessoire : pompe à efflux permettant le transport de la protéine à l’extérieur de la cellule 

ClbN Enzyme de synthèse : NRPS 

ClbO Enzyme de synthèse : PKS 

ClbP Protéine accessoire : peptidase fmtA permettant le transport de la pré-colibactine du cytoplasme au 

périplasme et le clivage de la pré-colibactine en colibactine active génotoxique. 

ClbQ Enzyme de synthèse : thiostérase 

ClbS Protéine accessoire : inactive la colibactine afin de protéger la cellule bactérienne 

 

Figure 30 : Représentation schématique de l’îlot pks 

L’îlot génomique pks de 54 kb est un ensemble de 19 gènes qui codent pour des polycétides synthases 

(PKS), des peptides synthases non-ribosomiques (NRPS), et deux hybrides NRPS/PKS. Il comprend 

également des gènes accessoires et régulateurs (A). La production de la colibactine au niveau 

transcriptionnel est régulée par le gène activateur phophopantetheinyl transférase ClbR et ClbA. Par la 

suite, le multi-complexe enzymatique PKS, NRPS et NRPS/PKS, en fonctionnant telle une chaîne 

d’assemblage où le composé synthétisé est transféré d’un module enzymatique à l’autre qui permet la 

transcription d’une molécule intermédiaire nommée « pré-colibactine ». Cette molécule présente des 

motifs N-myristoyl-D-asparagines aux extrémités (en bleu). C’est grâce à l’action de la protéine ClbP 

que la colibactine va être maturée et cyclisée aux extrémités et former les deux cycles de cyclopropanes 

électrophiles caractéristiques de la molécule bioactive (B). 

Illustration modifiée d’après (Faïs et al., 2018) et (Dougherty and Jobin, 2021) 

(A) 

(B) 
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Les études de notre équipe, menées sur un modèle murin ayant reçu une xénogreffe de cellules 

cancéreuses MC38, ont dévoilé que la colonisation du tractus intestinal par ces CoPEC dans 

le tube digestif, réduisait la sensibilité au traitement d’immunothérapie anti-PD1 (Lopès et al., 

2020). 

III-2-4-1 Prévalence de l’îlot pks 

L’îlot pks est essentiellement retrouvé dans des E. coli du groupe phylogénique B2 

(Desvaux et al., 2020).  Il est fortement associé aux souches méningées (75%), mais il est 

également retrouvé dans les souches responsables de sepsis (environ 50%) et de cystites (33%) 

(Bakthavatchalu et al., 2018; Auvray et al., 2021). Cet îlot a également été retrouvé 

occasionnellement chez d’autres membres des Enterobacteriacea comme Klebsiella 

pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter koseri (Putze et al., 2009). 

Une forte prévalence des E. coli pks+ a été observée dans les tumeurs des patients 

atteints de CCR (55-67%) comparativement aux tissus de patients contrôles (20-21%) (Arthur 

et al., 2012; Buc et al., 2013). Gagnière et al., ont également montré que la présence des E. 

coli pks+  était plutôt associée au CCR de type MSS par rapport au CCR de type MSI, au sein 

d’une étude clinique portant sur 88 patients atteints de CCR sporadique (Gagnière et al., 

2017).  

III-2-4-2 Production et structure de la colibactine 

 L’îlot pks qui est responsable de la synthèse de la colibactine est un îlot de 

pathogénicité de 54 kb. Il code entre autres différentes enzymes telles que des polycétides 

synthases et des peptides synthases non-ribosomiques (Nougayrède et al., 2006).  

 La biosynthèse de la colibactine nécessite l’activation des mégasynthases PKS/NRPS, 

organisées en méga-complexes dont le fonctionnement est semblable à une chaîne de 

montage, dans laquelle le composé synthétisé est transféré d'un module enzymatique au 

suivant. L’initiation de la chaîne est réalisée par la phosphopantetheinyl transferase ClbA et 

la protéine activatrice ClbR (Figure 30A). Une fois activées, les mégasynthases vont recruter 

leurs ligands spécifiques (Figure 31). La première enzyme intervenant dans la synthèse est 

ClbN, dont le substrat est l’asparagine (Asn). L’assemblage se poursuit avec l’intervention 

successive des enzymes ClbB-C-H-I-J-K qui utilisent divers substrats. La pré-colibactine 

inactive est ensuite exportée au niveau du périplasme grâce à la pompe à efflux ClbM, insérée 



 

Figure 31 : Représentation de la biosynthèse de la colibactine 

Illustration modifiée d’après (Faïs et al., 2018) 
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dans la membrane interne (Mousa et al., 2016). La pré-colibactine est maturée et hydrolysée, 

grâce à ClbP, une peptidase insérée dans la membrane de la bactérie, pour former la 

colibactine finale sous forme active (Cougnoux et al., 2012) (Figure 30B). Cette maturation 

est réalisée par le clivage des groupements N-myristoyl-D-asparagine aux extrémités de la 

pré-colibactine et la génération de deux noyaux de cyclopropane. Ces derniers peuvent se lier 

à l’adénine de l’ADN cellulaire et induire des liaisons inter-brins, en partie responsable de 

l’action génotoxique de la colibactine (Bossuet-Greif et al., 2018). L’activation tardive de la 

colibactine à l’extérieur de la bactérie pourrait notamment être un mécanisme de défense pour 

la bactérie contre les effets de ce composé génotoxique. En 2016, une protéine spécifique de 

l’inhibition de la toxicité de la colibactine a été découverte : ClbS qui permet d’hydrolyser le 

cycle cyclopropane responsable de l’activité de la colibactine (Bossuet-Greif et al., 2016; 

Auvray et al., 2021). Ainsi le mutant ΔClbS est incapable d’inhiber l’effet génotoxique induit 

sur des cellules HeLa comparativement à la souche sauvage.  

La colibactine a été découverte en 2006 (Nougayrède et al., 2006) mais sa structure 

n’a été que récemment établie (Xue et al., 2019). Xue et al., ont utilisé des analyses combinées 

de synthèse chimique et de co-cultures cellulaires pour déterminer la structure terminale de la 

toxine (Figure 30B).  

III-2-4-3 Impacts de la colibactine sur l’hôte 

Colibactine, dommages à l’ADN et système DDR 

  La molécule de colibactine présente deux cycles cyclopropanes électrophiles qui 

peuvent se lier avec les adénines de la molécule d’ADN et former des adduits et la création 

de ponts inter-brins (Xue et al., 2019) (Figure 31A). Ces dommages à l’ADN vont activer 

les systèmes DDR de la cellule qui va les prendre en charge en utilisant les voies décrites en 

section I-4-2 du manuscrit.  L’activation de ces voies a été mise en évidence, notamment dans 

l’étude de Cueva-Ramos et al., où une analyse cytogénétique a été réalisée sur des cellules 

CHO (issues d’ovaires de hamsters) non modifiées ou des cellules CHO déficientes dans la 

réparation des dommages à l’ADN par la voie NHEJ et infectées par des E. coli pks+ (Cuevas-

Ramos et al., 2010). Les cellules infectées et déficientes présentent des chromosomes 

dicentriques, des cassures de la chromatine et des ponts anaphasiques non résolus ainsi qu’une 

polyploïdie qui augmente dans le temps, jusqu’à 21 jours post-infection. 



 

Figure 32 : Changements morphologiques induits par l’interaction d’E. coli pks+ et de 

cellules épithéliales 

La souche extra-intestinale pathogène E. coli pks+ SP15 a été mise en contact avec des cellules HeLa 

pendant 4 heures, puis les cellules ont été lavées et l’aspect macroscopique des cellules a été observé au 

microscope après coloration au Giemsa (2). En parallèle, ces mêmes bactéries ont été co-incubées avec 

un inhibiteur de l’internalisation bactérienne, la cytochalasine D ce qui n’a pas eu d’action sur l’effet 

cytopathogène des bactéries (3). Cependant lorsqu’un filtre de séparation empêchant le contact cellules-

bactéries a été utilisé, l’effet cytopathogène n’est plus observé (4), de même que lorsque les bactéries 

sont tuées par la chaleur (5) ou incubées pendant 72h avec de la gentamicine. Cet antibiotique a une 

action bactéricide sur les bactéries à Gram négatif dont font partie les E. coli (6). L’incubation des 

cellules avec un lysat bactérien (7) ou le surnageant seul (8) n’a pas d’effet sur les cellules suggérant 

que pour induire ces effets cytopathogènes la colibactine doit être libérée par des bactéries vivantes 

au contact des cellules. Les bars d’échelle correspondent à 50 µm.  

Illustration modifiée d’après (Nougayrède et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) Contact (3) Contact + 

Cytochalasine D 

(4) Filtre de 

séparation 

(7) Lysat bactérien (5) Bactéries tuées 

à 100°C 

(1) Contrôle 

(6) Gentamicine (8) Surnageant 



 

65 

 

Il a également été montré que les cellules intestinales humaines T84 infectées par les 

CoPEC présentent une expression réduite de la protéine de réparation de l’ADN, MLH1 

(Gagnière et al., 2017).  

 De plus, il a été mis en évidence que les CDB induites par la colibactine se produisaient 

dans un contexte génomique spécifique, au niveau de régions de l’ADN riche en séquences 

hexamériques, de type Adénine-Thymine (Dziubańska-Kusibab et al., 2020). D’après une 

étude menée récemment sur 619 génomes de patients, les mutations détectées chez ces patients 

sont souvent retrouvées au niveau de telles séquences hexamériques. 

La même année Pleguezuelos-Manzano et al., ont publié un article permettant 

d’associer la signature mutationnelle induite par les CoPEC dans un modèle d’organoïde avec 

celle retrouvée chez les tumeurs et les métastases de patients atteints de CCR (Pleguezuelos-

Manzano et al., 2020). Les mutations liées aux CoPEC sont dans 2,4% des cas des mutations 

activatrices du CCR et 5,4% des mutations sont retrouvées dans le gène APC. 

 Ces travaux viennent renforcer l’hypothèse du rôle driver des CoPEC, c’est-à-dire que 

ces bactéries pourraient être impliquées dans l’initiation des premières étapes du 

développement du CCR. De plus, ces CoPEC semblent être transmissibles de la mère à 

l’enfant. L’administration à des rates gestantes de E. coli pks+, aboutit à une colonisation 

stable par la bactérie du tractus intestinal de la progéniture(Pleguezuelos-Manzano et al., 

2020). Des dommages à l’ADN sont détectés chez les nouveau-nés même si la présence de 

tumeur n’a pas été observée chez ces souriceaux. 

Colibactine, sénescence et prolifération 

 De par leur génotoxicité, les CoPEC peuvent également induire la sénescence des 

cellules épithéliales qu’elles infectent. Les cellules qui rentrent en sénescence présentent 

différentes caractéristiques : une mégalocytose, une activité β-galactosidase lysosomale à pH 

6, une accumulation des protéines p53, p21 et p16 impliquées dans l’arrêt du cycle cellulaire, 

ainsi qu’une diminution de la peptidase SENP1 (sentrin-specific protease 1) qui contrôle les 

mécanismes prolifératifs (Lopes-Paciencia et al., 2019; Kumari and Jat, 2021). La présence 

de mégalocytes dans les cellules HeLa infectées par une souche E. coli pks+ a notamment été 

mise en évidence lors des premières descriptions des effets de la colibactine (Nougayrède et 

al., 2005) (Figure 32-(2)). Cette sénescence pourrait participer au développement tumoral.  



 

66 

 

Les cellules épithéliales, préalablement infectées par des E. coli pks+ et devenues 

sénescentes, libèrent dans leur milieu de culture des composés qui favorisent la prolifération 

des cellules non infectées, alors que les milieux de culture des cellules infectées par des E. 

coli pks- n’ont pas cet effet. Cela a été expliqué par la sécrétion de facteurs de croissance 

(SASP) par les cellules sénescentes (Cougnoux et al., 2014).   

 La sénescence peut avoir un rôle anti- ou pro-tumoral en fonction du contexte (Rao 

and Jackson, 2016). Dans le contexte de la sénescence induite par les CoPEC, le ratio 

bactéries/cellules cancéreuses apparaît déterminant. En effet, en modèle de xénogreffe murin, 

lorsque les cellules épithéliales greffées sont infectées par des CoPEC avec une multiplicité 

d’infection (MOI) de 20, il est observé une augmentation du volume des tumeurs et du nombre 

de cellules Ki67 positives, suggérant que les CoPEC induisent une prolifération cellulaire qui 

pourrait être expliquée par un effet de la sénescence sur les cellules non infectées (Dalmasso 

et al., 2014). Avec une MOI de 100, la croissance tumorale était en revanche diminuée. Si la 

quasi-totalité des cellules sont en sénescence, il ne peut plus y avoir de prolifération. 

Toutefois, en contexte physiologique, c’est l’effet pro-tumoral qui apparaît dominant comme 

cela a été montré dans un modèle murin AOM/DSS (Cougnoux et al., 2014). 

 Les CoPEC pourraient donc, via le SASP, promouvoir le développement d’un 

adénocarcinome, classant ces bactéries dans les passengers.  

 

CoPEC, autophagie et modulation de l’inflammation 

 L’autophagie est un processus cellulaire qui permet de maintenir l’homéostasie 

cellulaire en condition physiologique de stress. L’autophagie consiste en la dégradation 

lysosomale d’éléments cytoplasmiques, tels que des organites cellulaires endommagés mais 

aussi des pathogènes intracellulaires. Elle semble nécessaire pour limiter les effets pro-

tumoraux et pro-inflammatoires des CoPEC (Lucas et al., 2020).  

Néanmoins, les récentes études menées au laboratoire sur le lien entre la présence des 

CoPEC et les mécanismes de l’autophagie ont démontré que la CoPEC 11G5  était capable 

d’échapper à l’autophagie (Lucas et al., 2020; Salesse et al., 2021). L’infection de cellules 

épithéliales HCT116 (Lucas et al., 2020) ou de cellules myéloïdes (Salesse et al., 2021) 

déficientes pour l’autophagie, par cette souche, induit une augmentation de cytokines pro-

inflammatoires comparativement aux cellules présentant une autophagie fonctionnelle. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Effets des E. coli productrices de la colibactine sur la cellule 
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Certains E. coli producteurs de colibactine sont également capables de survivre et de 

se multiplier à l’intérieur des macrophages contrairement aux E. coli commensaux qui sont 

eux rapidement éliminés après infection (Raisch et al., 2015). Dans cette étude, les CoPEC 

ayant infecté les cellules macrophagiques humaines THP-1, induisent une augmentation de 

l’expression de la cyclo-oxygénase (COX-2). Cet effet est annulé quand les macrophages 

infectés sont traités par de l’ofloxacine, un antibiotique qui pénètre dans les macrophages. 

Néanmoins, d’après ces travaux, cet effet ne semble pas dû à la production de la colibactine 

car le mutant ∆ClbQ a le même effet.  

 

Colibactine et carcinogenèse colorectale 

 Plusieurs modèles murins de CCR ont été utilisés pour étudier l’effet de la colibactine 

sur le développement du cancer : soit la cancérogenèse est induite par un agent chimique 

comme AOM / DSS, soit la cancérogenèse est induite par modification génétique (souris 

ApcMin/+). Dans ces modèles murins, l’administration des CoPEC par gavage augmente le 

nombre de tumeurs coliques (Arthur et al., 2012; Dalmasso et al., 2014; Cougnoux et al., 

2014; Lucas et al., 2020; Salesse et al., 2021). De plus,  lorsque des cellules tumorales 

HCT116 infectées par les CoPEC, sont greffées à des souris « nudes », une prolifération 

accrue au niveau des cellules HCT116 est observée (Cougnoux et al., 2014).  

L’ensemble de ces travaux présentés suggèrent que les CoPEC pourraient être à la fois 

des drivers et des passengers (Figure 33).  

 

III-2-4-4 Impact de la colibactine sur le microbiote intestinal 

 La présence d’une dysbiose intestinale chez les patients atteints de CCR a été 

largement rapportée dans la littérature (Marchesi et al., 2011; Sobhani et al., 2011) et comme 

cette dysbiose peut être associée à la présence des CoPEC, les scientifiques ont cherché à 

savoir si les CoPEC pouvaient être impliquées dans cette dysbiose.  

 Tronnet et al., ont infecté par voie orale des souris femelles avec des E. coli 

commensaux, un mélange de E. coli commensaux et de  E. coli pks+ ou un mélange de E. coli 

commensaux et de E. coli pks+ clbP (Tronnet et al., 2020). Ils ont analysé le microbiote des 

souriceaux nés de ces souris. Seulement 15 jours après leur naissance, les souriceaux dont les 
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mères avaient été infectées par le mélange de E. coli commensaux et de  E. coli pks+ montrent 

une réduction significative des Proteobacteria. Les auteurs avancent l’idée que certains 

produits métaboliques intermédiaires de la synthèse de la colibactine ont des propriétés 

antibactériennes qui permettent aux CoPEC de créer une niche écologique. Une fois 

l’implantation des CoPEC au sein de la niche, l’action génotoxique de la colibactine pourrait 

permettre leur expansion en réduisant l’abondance d’autres bactéries.  

 Ces effets antibactériens sont appuyés par deux publications. Il a été montré que les 

CoPEC avaient potentiellement une activité antibiotique, mais cet effet n’a été mis en 

évidence que sur l’espèce Staphylococcus aureus qui n’est pas un hôte habituel de l’intestin 

(Faïs et al., 2016).  

Toutefois, les CoPEC pourraient aussi avoir un effet antibactérien original qui 

passerait par l’induction de prophages. En effet, Silpe et al, ont démontré récemment que la 

colibactine pouvait cibler des bactéries du microbiote contenant des prophages lysogéniques 

et induire leur cycle lytique (Silpe et al., 2022). Ces prophages sont capables de cibler les 

bactéries et de les détruire. Néanmoins, ces bactéries sont protégées si elles possèdent le gène 

de résistance à la colibactine, ClbS. Cette immunité permet ainsi aux CoPEC de résister à 

l’induction de prophages, alors que les bactéries non-porteuses de ClbS sont détruites.  

 

III-2-4-5 Modulation de la synthèse de la colibactine 

Inhibition des gènes de l’îlot pks. 

La synthèse de la colibactine nécessite la présence de l’ensemble des gènes de l’îlot 

pks pour permettre une synthèse correcte de la toxine (à l’exception de ClbS). Ainsi les 

mutants ΔClbA ΔClbP, ΔClbB et ΔClbQ sont utilisés dans de nombreuses études pour étudier 

l’absence d’effet de la colibactine (Cuevas-Ramos et al., 2010; Dalmasso et al., 2014; 

Bossuet-Greif et al., 2018; Iftekhar et al., 2021; Dougherty et al., 2023). Cibler l’inactivation 

de ces gènes pourrait donc être une potentielle stratégie thérapeutique pour empêcher la 

production de la colibactine. C’est l’hypothèse avancée lors des travaux de Tang-Fichaux et 

al., qui ont proposé l’utilisation de mésalamine, utilisée comme traitement anti-inflammatoire 

des MICI, comme stratégie préventive contre les CoPEC. En effet, cette molécule inhibe les 

enzymes de la famille des polyphosphates kinases (PKK) qui sont nécessaires à l’activité du 
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promoteur de ClbB. La quantité de foci γ-H2AX de cellules HeLA infectées par une souche 

CoPEC est réduite de manière proportionnelle à l’augmentation de la concentration de 

mésalamine administrée (2 à 8 nM) (Tang-Fichaux et al., 2020). Des inhibiteurs de ClbP 

(enzyme permettant la maturation de la pré-colibactine) ont également montré un effet in vitro 

pour prévenir de la génotoxicité de la colibactine (Cougnoux et al., 2016). Ces composés 

permettaient également de diminuer la sénescence, la sécrétion de facteurs de croissance et la 

prolifération induites par les CoPEC. 

Importance des conditions de culture : agitation et oxygénation. 

 La synthèse de la colibactine est sensible à de nombreux facteurs du milieu dans lequel 

la bactérie se trouve. En effet, Homburg et al., ont mis en évidence que la culture sous agitation 

augmente la transcription des gènes ClbA, B, C, D, E, F, G et H (Homburg et al., 2007) et que 

la culture des bactéries en condition aérobie semble réduire la production de colibactine 

(Bossuet et al., 2023). Les E. coli ΔClbS ne sont plus capables de se protéger de l’action 

génotoxique de la colibactine. Au cours de leurs travaux, Bossuet et al., utilisent ces mutants 

pour observer de manière indirecte la synthèse de la colibactine  (Bossuet et al., 2023). Ils ont 

démontré que la culture de ces souches ΔClbS en tubes à vis entrouverts donc oxygénés 

réduisait de 10 fois le nombre d’UFC bactérien (unité formant des colonies) par rapport aux 

E. coli ΔClbS cultivés en tubes à vis fermés. De plus, dans cette étude, les cellules HeLa 

infectées par des E. coli pks+ cultivées avec 21% d’O2 présentaient moins de dommages à 

l’ADN (observés grâce aux foci γ-H2AX) par rapport à des bactéries cultivées avec 4% d’O2.  

Régulation par le fer. 

ClbA est un gène de l’îlot pks nécessaire pour produire la colibactine, cependant il 

contribue également à la production des sidérophores. La production de ces sidérophores est 

aussi conditionnée par la présence de fer dans le milieu. Tronnet et al., ont émis l’hypothèse 

que la concentration ferrique pouvait moduler la production de la colibactine. Ainsi, ils ont 

démontré que la régulation transcriptionnelle de ClbA était dépendante de la disponibilité du 

fer dans le milieu de la bactérie via le régulateur ferrique ryhB. Une augmentation du nombre 

de mégalocytes est observée chez les cellules HeLa infectées avec une souche CoPEC ΔryhB, 

incapable de réguler la concentration de fer (Tronnet et al., 2016).  
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Importance de l’inflammation. 

En 2014, Arthur et al., ont mis en évidence, en utilisant des souris AOM/ Il10-/- 

prédisposées à développer un CCR et monocolonisées par une souche de CoPEC, que les 

expressions des gènes ClbG, C, H, L, M et S de l’îlot pks étaient augmentées lors du 

développement tumoral de manière dépendante de l’inflammation (Arthur et al., 2012). Les 

souris AOM/ Il10-/- monocolonisées par une souche de CoPEC présentaient un nombre accru 

de tumeurs comparé à des souris AOM/ Il10-/- / Rag2-/ - elles-mêmes colonisées (Arthur et al., 

2014). Rag2 permet la synthèse d’une recombinase impliquée dans la formation de 

lymphocytes B et T matures. Des souris déficientes pour ce gène ont une réponse 

inflammatoire réduite (Shinkai et al., 1992).  La tumorigenèse induite par les CoPEC dans le 

modèle de Arthur et al., semble donc dépendante d’une inflammation fonctionnelle (Arthur et 

al., 2014).  

Ainsi, ces travaux soulignent que les changements du microenvironnement tumoral au 

cours de la carcinogenèse colorectale pourraient influencer la synthèse de la colibactine.  

 

 III -2-4-6 Une toxine contact-dépendant 

Lors de la description des premiers effets de la colibactine par Nougayrède et al, des 

changements morphologiques ont été observés sur des cellules HeLa au contact de bactéries 

E. coli pks+ (Figure 32-(2)) (Nougayrède et al., 2006). Or, ces effets sont dépendants de la 

présence de bactéries viables. Lorsque les cellules étaient mises en contact avec un lysat 

bactérien, des bactéries tuées à 100°C ou par un traitement antibiotique (Figure 32-(5 à 7)), 

ces changements morphologiques ne sont plus observés. De plus, l’utilisation de surnageant 

(absence de bactéries) ou la séparation du contact cellules - bactéries par un filtre annule 

également les effets cytopathogènes (Figure 32-(4 à 8)). Les auteurs ont aussi mis en évidence 

que les cellules HeLa séparées par un filtre des E. coli pks+ ne présentaient plus de dommages 

de l’ADN liés à la présence de la colibactine (Nougayrède et al., 2006). Ainsi, la colibactine 

est une toxine contact-dépendant. 

Au niveau intestinal, la couche de mucus intestinal, s’avère être une barrière naturelle 

qui limite le contact entre les bactéries et la surface des cellules épithéliales.  
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III-2-5 La sécrétion de sidérophores 

 Le fer est une molécule essentielle aux fonctionnements de nombreuses enzymes du 

métabolisme bactérien (Andrews et al., 2013). Dans l’environnement digestif, il est 

notamment retrouvé sous deux états redox interchangeables, la forme réduite Fe2+ (fer ferreux) 

et la forme oxydée Fe3+ (appelée fer ferrique).  Les sidérophores sont des chélateurs de fers, 

qui permettent aux bactéries de séquestrer le fer ferrique Fe3+ présent dans leur environnement 

(Vaulont and Schalk, 2015). Chez les E. coli, quatre sidérophores ont été décrites : 

yersiniabactine, l’aérobactine, l’entérobactine et les formes glycosylées de cette dernière, les 

salmochélines. L’entérobactine est produite par tous les E. coli, contrairement aux autres 

sidérophores qui appartiennent au répertoire variable des E. coli et qui sont codées par des 

îlots de pathogénicité, portés notamment par certaines souches du phylogroupe B2 dont les 

CoPEC. De nombreuses études ont démontré le rôle crucial de ces sidérophores dans la 

multiplication des E. coli et la colonisation de l’environnement digestif (Caza et al., 2011; 

Singh et al., 2015; Su et al., 2016). De plus ces sidérophores, en captant le fer, participent à 

la régulation de la production de la colibactine comme évoqué préalablement (Tronnet et al., 

2016).  

III-2-6 Protéines d’adhésion à la muqueuse épithéliale  

 L’expression d’appendices extracellulaires comme les flagelles, les fimbriae ou les pili 

jouent un rôle majeur dans l’adhésion à la muqueuse épithéliale. Les flagelles sont composés 

de plusieurs sous-unités de flagellines (Juge, 2012). Elles ont été décrites notamment chez les 

EHEC et les EPEC leur fournissant des propriétés adhérentes pour se lier aux mucus bovins 

(Erdem et al., 2007). Les fimbriae permettent également à certains E. coli d’adhérer aux 

protéines et aux cellules de l’hôte. Ces structures peuvent s’étendre jusqu’à 2 µm de la paroi 

bactérienne. Les adhésines fimbriales K88, K99, F41 et F17 sont impliquées dans l’adhésion 

au mucus des souches ETEC responsables de diarrhées (Jin et al., 2000). Les pili sont plus 

longs que les fimbriae et sont composés de sous-unités de type protéique (pillines) qui forment 

un tube permettant le passage de matériel génétique. Pour maximiser le contact avec 

l’environnement, des adhésines sont souvent présentes à l’extrémité de ces structures. Les 

adhésines sont des protéines qui reconnaissent des molécules oligosaccharides comme celles 

qui sont présentes dans la couche de mucus, mais également exprimées à la surface des 

cellules épithéliales et des cellules immunitaires (Klemm and Schembri, 2000). Fim H est une 



Table 2 : Sérine-protéases auto-transporteurs décrites chez les Enterobacteriaceae 

(SPATEs) 

Nom Souches Activités enzymatiques Références 

EatA ETEC 
Mucinase, favorise la colonisation, 

cytopathogène,  entérotoxinogène. 
(Kumar et al., 2014) 

EpeA EHEC Mucinase, clive la pespin A (Leyton et al., 2003) 

Esp C EPEC Hémoglobine protéase,  (Mellies et al., 2001) 

Esp P EHEC Cytotoxicité  (Khan et al., 2011) 

Hbp / 

Tsh 

APEC, 

EPEC 

Mucinase, structure 

cristallographique déterminée. 

(Dozois et al., 2000; Otto et al., 
2005) 

Pet EAEC Mucinase, cytotoxicité (Eslava et al., 1998) 

Pic 

EAEC, 

UPEC, 

EPEC 

Mucinase, favorise la colonisation, 

stimule la sécrétion de mucus, 

immuno-modulation, adhésion 

leucocytes. 

(Henderson et al., 1999; Parham et 

al., 2004; Harrington et al., 2009; 

Navarro-Garcia et al., 2010; Abreu 

et al., 2016) 

Sat UPEC Cytotoxicité (Guyer et al., 2000) 

Sha 
UPEC 

APEC 

Autoagrégation, hémagglutination, 

cytopathogénicité, formation de 

biofilm, mucinases et élastase. 

(Habouria et al., 2019) 

Tag B  
UPEC 

APEC 

Autoagrégation, hémagglutination, 

cytopathogénicité 
(Habouria et al., 2019) 

Tag C 
UPEC 

APEC 

Autoagrégation, hémagglutination, 

cytopathogénicité 
(Habouria et al., 2019) 

Vat et 

Vat-

AIEC 

APEC, 

AIEC 

Décrite en premier chez les APEC 

pour son activité cytotoxique et 

vacuolisante. 

Liaison aux protéines o-

glycosylées.  

(Parreira and Gyles, 2003) 

Cette protéine a aussi été décrite 

chez les AIEC avec une séquence 

légèrement différente et favorise la 

traversée du mucus et la 

colonisation des AIEC(Gibold et 

al., 2016). 

Liste non-exhaustive 

Nomenclatures enzymatiques :  Eat A = ETEC autotransporteurs A ;  Epe A = EHEC plasmid-encoded autotransporteurs ; 

Esp C = EPEC secreted protein C ; Esp P = extracellular serine protease plasmid-encoded ;   Hbp = hemoglobin binding 

protein ; Pet = plasmid-encoded-toxin ; Pic = protease involved in intestinal colonisation ; Sat = secreted autotransporteur toxin, 

Sha = serine-protease hemagglutinin autotransporteur ; TagB et TagC = tandem autotransporter genes B et C. 

Nomenclatures des espèces bactériennes : APEC = avian pathogenic E. coli ; EAEC = enteroaggregative E. coli ; UPEC = 

uropathogenic E. coli; EHEC = enterohaemorrhagic E. coli ; EPEC = enteropathogenic E. coli  
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adhésine qui permet aux AIEC d’interagir avec le récepteur CEACAM6 exprimé à la surface 

des cellules épithéliales intestinales (Dreux et al., 2013).  

L’expression accrue de molécules d’adhésion par les E. coli pathogènes peut favoriser 

l’attachement et la colonisation de mucus intestinal. Une étude récente est venue démontrer 

que l’utilisation d’inhibiteur pharmacologique de FimH bloque l’adhésion des CoPEC à la 

surface des cellules épithéliales coliques HCT116 et réduit le nombre de foci γ-H2AX dans 

les cellules HT29 (Jans et al., 2023). En modèle murin, l’utilisation de cette molécule permet 

de réduire l’accès des bactéries à la surface de l’épithélium et de diminuer le nombre de foci 

γ-H2AX dans les cellules épithéliales des cryptes coliques.  

III-2-7 Les mucine-protéases des E. coli 

La colonisation du mucus intestinal par des E. coli pathogènes peut aussi être favorisée 

par leur capacité à utiliser différentes sources d’énergie (sucres simples ou structures O-

glycanniques) (Tailford et al., 2015), mais aussi par leur capacité à dégrader le squelette 

protéique du mucus. Les E. coli qui possèdent des protéases peuvent avoir un avantage certain 

pour pénétrer la couche de mucus et donc accéder à l’épithélium colique. Ces protéases 

peuvent être considérées comme un facteur de colonisation.  

➢ Les métallo-enzymes (qui utilisent un ion métallique pour activer la molécule d’eau 

catalytique) sont principalement décrites chez les E. coli pathogènes intestinaux. Au sein de 

ce groupe, on recense StcE et EpeA présentes chez les EHEC (Grys et al., 2005; Hews et al., 

2017) et Yghj/SslE retrouvée chez les EPEC et les entérotoxinogènes (ETEC) (Nesta et al., 

2014; Tapader et al., 2017). StcE et Yghj/SslE favorisent l’adhésion des bactéries à 

l’épithélium colique en dégradant MUC2 (Valeri et al., 2015; Hews et al., 2017). 

 

➢ Les sérines protéases (qui utilisent un résidu sérine pour l’activation) sont aussi 

présentes en grand nombre dans le génome des entérobactéries (Table 2). Elles appartiennent 

à une famille particulière de protéines appelée les autotransporteurs (Desvaux et al., 2004). 

Ce nom provient du fait que toutes les informations nécessaires à leur sécrétion sont présentes 

dans un seul polypeptide.  

Elles sont constituées de trois domaines fonctionnels : (1) la séquence signal, située dans 

la partie N-terminale, permet d’adresser la protéine au périplasme de la bactérie ; (2) le 

passenger domain ou domaine effecteur correspond à la partie sécrétée de la protéine et 



 

  

Figure 34 : Représentation de la structure et de l’organisation des autotransporteurs à 

activité sérine protéase des Enterobacteriaceae (SPATE) : exemple de la structure de Vat 

(A) Structure primaire de l’auto-transporteur à activité sérine protéase décrite chez les entérobactéries. 

Toutes les informations nécessaires pour la sécrétion de la protéine sont portées par le polypeptide. La 

séquence signale en N-terminal (acides aminés (AA) 1 à 55-56 en noir) permet d’adresser la protéine à 

la membrane interne de la bactérie. Le domaine effecteur ou passenger domain (AA55-56 à 1099-1100 

en gris clair) correspond à la partie catalytique de la protéine qui sera transloquée à travers la membrane 

externe via une structure en tonneau β. Ce domaine contient la séquence consensus de clivage (AA258 

à 264 soulignées) avec la sérine 260 qui pourra être activée par une molécule d’eau. L’unité de 

translocation en C-terminal (AA1099-1100 à 1376 en gris foncé) va former le pore transmembranaire, 

une fois adressée à la membrane externe.  

(B) Organisation spatiale de la protéase à sérine : sécrétion du domaine effecteur à travers la membrane 

externe de la bactérie. (1) Insertion du domaine β dans la membrane externe et formation du pore en 

tonneau β. (2) La région d’ancrage ou « linker domain » permet de guider le domaine secrété à travers 

le pore. (3) Le domaine « autochaperonne » prend en charge le domaine excrété du pore. (4) La protéine 

mature, exposée à la surface cellulaire de la bactérie, est clivée au niveau de la séquence consensus 

GDSGSP, par l’activité protéase. EM, milieu extracellulaire ; OM : membrane externe ; Peri : 

périplasme.  

Illustration modifiée (Desvaux et al., 2004; Gibold et al., 2016) 
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possède l’activité protéase à sérine ; (3) le domaine de translocation situé en C-terminal et 

appelé β-domaine forme un pore transmembranaire permettant la translocation du domaine 

effecteur dans le milieu extracellulaire. Le domaine effecteur contient un motif consensus 

(GDSGSP) comprenant la sérine active (Figure 34A).  

Les principales protéases à sérine des E. coli  sont Vat, Pic et Hbp/Tsh (Henderson et 

al., 1999; Gutiérrez et al., 2015; Gibold et al., 2016). La protéine Pic a été identifiée chez les 

EAEC mais a également été décrite chez Shigella flexneri (Henderson et al., 1999). Il a été 

montré qu’elle dégrade les mucines in vitro qui pourraient servir de substrat aux bactéries 

environnantes (Harrington et al., 2009). Elle favorise la colonisation intestinale des bactéries 

en modèle murin (Navarro-Garcia et al., 2010). Sa prévalence dans les souches d’E. coli 

isolées de l’Homme varie beaucoup : 0 à 23% des E. coli isolés dans les selles de personnes 

saines et 14 à 40% des E. coli uropathogènes (UPEC) (Desvaux et al., 2020). La protéine 

Hbp possède 50% d’identité avec la mucinase Pic. Hbp a été retrouvée chez les EPEC (Otto 

et al., 2005). Elle est à 99,9% identique à Tsh, une mucine-protéase décrite chez 50% des E. 

coli pathogènes aviaires (APEC) impliquée dans la colonisation trachéale des volailles 

(Dozois et al., 2000; Henderson et al., 2004). En revanche, Hbp est rarement trouvée dans les 

E. coli isolés des selles de personnes saines (1 à 5%) et sont également peu retrouvées parmi 

les UPEC (4 à 18%) (Desvaux et al., 2020).  

Vat est une mucine-protéase qui appartient aux systèmes de sécrétion de type 5 

(T5SS), les autotransporteurs. Les sérine-protéases auto-transporteurs ont été décrites chez 

les Enterobacteriaceae (SPATE) et permettent d’exporter des molécules intracellulaires à 

travers la double membrane caractéristique des bacilles à Gram négatif. Il est composé d’une 

séquence peptide signal en queue N-terminale qui est clivée à l’exportation de la protéine 

(Figure 34). Il permet d’adresser la protéine dans l’espace périplasmique de la bactérie. La 

partie fonctionnelle (passenger domain) de 111,5 kDA est sécrétée à l’extérieur du périplasme 

de la bactérie. La partie C-terminale qui forme l’unité de translocation permet la sécrétion 

de la partie fonctionnelle de la protéine Vat mature. Elle est composée d’une courte région de 

liaison ayant une structure secondaire hélicoïdale et d’un domaine-β qui permet de former la 

structure en tonneau β qui va s’insérer dans la membrane externe bactérienne, nécessaire à la 

translocation protéique.  Cette étape se fait sans apport énergétique extérieur ou facteur 

accessoire, mais par insertion spontanée d’une structure hydrophobe dans la membrane. 

Certains auteurs ont avancé que le passage du passenger domain dans la structure en tonneau 

β pouvait même se faire au niveau du périplasme avant même son adressage à la membrane 
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externe (Veiga et al., 1999). On parle de « pré-pro-protéine » quand la protéine se trouve dans 

la partie cytoplasmique, de « pro-protéine » quand elle se trouve dans le périplasme. La 

protéine obtient sa forme finale mature lors de la translocation vers le milieu extra-cellulaire.  

La protéine Vat présente, 79% de similarité avec l’enzyme Tsh et 49% avec Pic 

(Restieri et al., 2007). Vat a été particulièrement étudiée à partir de la souche AIEC de 

référence LF82, isolée d’un patient ayant la maladie de Crohn (Gibold et al., 2016). Outre sa 

capacité mucinolytique, il a été mis en évidence in vitro que cette mucinase permettait à la 

souche productrice de franchir une couche de mucus en diminuant sa viscosité. En modèle 

murin, la souche AIEC LF82 sauvage était capable d’atteindre les cellules épithéliales 

coliques contrairement à un mutant délété du gène vat et la colonisation intestinale par la 

souche AIEC LF82 en était facilitée. Dans cette même étude, la prévalence du gène vat parmi 

les souches AIEC isolées de biopsies de patients atteints de la maladie de Crohn était 

significativement plus importante (43%) que celle des souches non AIEC (12%). Elle est 

également retrouvée dans les E. coli isolés de selles de personnes saines et chez les UPEC 

avec des prévalences très variables suivant les études : 4 à 16% pour des souches E. coli isolées 

des selles et 26 à 96% pour les UPEC (Desvaux et al., 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figure 35 :  Gènes de virulences retrouvés dans le génome des CoPEC  

À partir de 2041 génomes de CoPEC (souches possédant le gène ClbQ) de la base de données RefSeq 

(v1.214 databases), les gènes de virulence ont été identifiés à partir de l’outil VirulenceFinder 2.0. La 

figure ci-dessus représente les gènes de virulence les plus fréquemment retrouvés (>40%) au sein des 

CoPEC. 
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~Travail expérimental~ 

 

Objectif du travail de recherche 

Le microbiote intestinal apparaît depuis quelques années comme un nouveau facteur 

favorisant le développement du cancer colorectal (CCR). Plusieurs études ont mis en évidence 

une modification de la composition du microbiote associé à la muqueuse colique chez les 

patients atteints de CCR comparativement aux sujets contrôles avec notamment une 

prévalence augmentée des Escherichia coli porteurs de l’îlot pks. Cet îlot est à l’origine de la 

production d’une génotoxine, la colibactine. Ainsi, les E. coli producteurs de colibactine 

(CoPEC) induisent des cassures double-brin de l’ADN sur les cellules eucaryotes, ayant pour 

conséquences l’apparition de mutations ou la sénescence des cellules infectées (Nougayrède 

et al., 2006; Cougnoux et al., 2014; Pleguezuelos-Manzano et al., 2020). Cette sénescence est 

accompagnée par la sécrétion de médiateurs inflammatoires et de facteurs de croissance qui 

vont promouvoir la prolifération des cellules adjacentes non-infectées (Dalmasso et al., 2014; 

Cougnoux et al., 2014). Il a également été montré que les CoPEC augmentent le nombre de 

tumeurs dans des modèles murins prédisposés au cancer : (Arthur et al., 2012; Bonnet et al., 

2014a; Cougnoux et al., 2014). Si de nombreuses études ont participé à élucider le rôle de la 

colibactine dans le CCR, peu ont étudié l’implication des autres facteurs de virulence associés 

à ces souches. Les gènes de virulence des CoPEC ont été recherchés au laboratoire par analyse 

bio-informatique en interrogeant la base de données RefSeq (v1.214 databases) et 

VirulenceFinder 2.0. À partir de 2041 génomes de CoPEC (souches possédant le gène ClbQ), 

les gènes de virulence les plus fréquents étaient ceux des protéines d’adhésion comme les 

gènes yehB-D-C, csgA, fimH (99%), des sidérophores tels que fyuA, chuA ou irp2 (96%), le 

gène usp (94%), le gène Vat (92%), l’hémolysine A (58%) et le gène impliqué dans la 

synthèse de la toxine Cnf1 (49%) (Figure 35). Le rôle des protéines d’adhésion chez les E. 

coli a déjà été bien étudié et l’étude des sidérophores au sein des souches CoPEC a également 

fait l’objet de publications (Caza et al., 2011; Singh et al., 2015; Su et al., 2016). Nous nous 

sommes donc intéressés au cours de cette thèse aux facteurs de virulence Cnf1 et Vat qui 

du fait de leurs propriétés pourrait avoir un rôle dans la tumorigénèse induite par les CoPEC. 
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Travail expérimental de l’axe 1 :  

Impact de la cyclomoduline Cnf1 sur le pouvoir tumorigène des CoPEC 

L’étude de Buc et al montre que les E. coli colonisent plus fortement la muqueuse 

colique de patients atteints d’un CCR comparativement à celle des patients contrôles atteints 

de diverticulose (Buc et al., 2013). Soixante-six pour cent de ces E. coli étaient producteurs 

de cyclomodulines, des toxines qui perturbent le cycle cellulaire et/ou induisent des 

dommages d’ADN. Parmi celles retrouvées chez les patients ayant un CCR, la colibactine 

était la plus fréquente (55%), suivi par la cyclomoduline Cnf1 (40%). 

Le gène cnf1 est situé dans l’îlot de pathogénicité II (PAI-II) fréquemment observé 

chez les E. coli du phylogroupe B2 (Auvray et al., 2021). Il se situe en aval de l’opéron 

hlyCABD qui code la production et permet la sécrétion de l’hémolysine α (Lemonnier et al., 

2007). Cnf1 entraîne la désamidation spécifique d’une glutamine présente sur les petites 

GTPases Rac1, RhoA et Cdc-42 (Flatau et al., 1997). Cette modification post-traductionnelle 

entraîne l’activation permanente de ces molécules clés de la signalisation intracellulaire, ce 

qui induit notamment un réarrangement du cytosquelette d’actine, une nécrose et une 

multinucléation des cellules. Cnf1 va aussi activer diverses voies de signalisation telles que 

des voies anti-apoptiques (Fiorentini et al., 1998) ou la voie NF-κB induisant l’expression de 

COX2 (Hahn et al., 2002), un gène majeur de la carcinogénèse  rectale (Kunzmann et al., 

2013). Il a également été rapporté que Cnf1 pouvait favoriser l’EMT (Fabbri et al., 2020). Au 

regard de ces effets, Cnf1 pourrait donc jouer un rôle majeur dans le développement du CCR 

(Travaglione et al., 2008). Les deux cyclomodulines (colibactine et Cnf1) étant fréquemment 

retrouvées dans les souches E. coli isolées de la muqueuse intestinale des patients présentant 

un CCR (55% et 40%). Nous avons voulu étudier la combinaison de leur effet. 

Dans cette étude, nous avons évalué la prévalence du gène cnf1 et de l’îlot pks dans le 

génome des E. coli isolés des tissus cancéreux de patients atteints d’un CCR. Nous n’avons 

observé aucune différence significative entre la prévalence de cnf1 chez les patients ayant un 

CCR (25%) et celle trouvée chez les patients du groupe contrôle (14%). Cependant, notre 

étude relève que la majorité (95%) des E. coli porteurs du gène cnf1 possède l’îlot pks. 

Tout l’enjeu de cette étude était de déterminer si l’association de Cnf1 avec la colibactine 

pouvait potentialiser l’effet tumorigène des E. coli. 

 



 

77 

 

Les résultats de ce travail de recherche ont fait l’objet d’un article publié dans le journal Gut 

Microbes. 2023;15(1):2229569. doi: 10.1080/19490976.2023.2229569.  

“Cytotoxic necrotizing factor 1 hinders colon tumorigenesis induced by colibactin-

producing Escherichia coli in ApcMin/+ mice.” 

Héloïse Chat, Guillaume Dalmasso, Catherine Godfraind, Virginie Bonnin, Racha Beyrouthy, 

Mathilde Bonnet, Nicolas Barnich, Amel Mettouchi, Emmanuel Lemichez, Richard Bonnet 

et Julien Delmas 

 

  



Full Terms & Conditions of access and use can be found at
https://www.tandfonline.com/action/journalInformation?journalCode=kgmi20

Gut Microbes

ISSN: (Print) (Online) Journal homepage: https://www.tandfonline.com/loi/kgmi20

Cytotoxic necrotizing factor 1 hinders colon
tumorigenesis induced by colibactin-producing
Escherichia coli in ApcMin/+ mice

Héloïse Chat, Guillaume Dalmasso, Catherine Godfraind, Virginie Bonnin,
Racha Beyrouthy, Mathilde Bonnet, Nicolas Barnich, Amel Mettouchi,
Emmanuel Lemichez, Richard Bonnet & Julien Delmas

To cite this article: Héloïse Chat, Guillaume Dalmasso, Catherine Godfraind, Virginie
Bonnin, Racha Beyrouthy, Mathilde Bonnet, Nicolas Barnich, Amel Mettouchi, Emmanuel
Lemichez, Richard Bonnet & Julien Delmas (2023) Cytotoxic necrotizing factor 1 hinders colon
tumorigenesis induced by colibactin-producing Escherichia coli in ApcMin/+ mice, Gut Microbes,
15:1, 2229569, DOI: 10.1080/19490976.2023.2229569

To link to this article:  https://doi.org/10.1080/19490976.2023.2229569

© 2023 The Author(s). Published with
license by Taylor & Francis Group, LLC.

View supplementary material 

Published online: 07 Jul 2023. Submit your article to this journal 

Article views: 9 View related articles 

View Crossmark data

https://www.tandfonline.com/action/journalInformation?journalCode=kgmi20
https://www.tandfonline.com/loi/kgmi20
https://www.tandfonline.com/action/showCitFormats?doi=10.1080/19490976.2023.2229569
https://doi.org/10.1080/19490976.2023.2229569
https://www.tandfonline.com/doi/suppl/10.1080/19490976.2023.2229569
https://www.tandfonline.com/doi/suppl/10.1080/19490976.2023.2229569
https://www.tandfonline.com/action/authorSubmission?journalCode=kgmi20&show=instructions
https://www.tandfonline.com/action/authorSubmission?journalCode=kgmi20&show=instructions
https://www.tandfonline.com/doi/mlt/10.1080/19490976.2023.2229569
https://www.tandfonline.com/doi/mlt/10.1080/19490976.2023.2229569
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1080/19490976.2023.2229569&domain=pdf&date_stamp=2023-07-07
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1080/19490976.2023.2229569&domain=pdf&date_stamp=2023-07-07


RESEARCH PAPER

Cytotoxic necrotizing factor 1 hinders colon tumorigenesis induced by 
colibactin-producing Escherichia coli in ApcMin/+ mice
Héloïse Chata, Guillaume Dalmassoa, Catherine Godfrainda,b, Virginie Bonnina, Racha Beyrouthya, 
Mathilde Bonneta,c, Nicolas Barnicha,c, Amel Mettouchid, Emmanuel Lemichezd, Richard Bonneta,e, 
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ABSTRACT
Colorectal cancer (CRC) patients are frequently colonized by colibactin-producing Escherichia coli 
(CoPEC) (>40%), which enhances tumorigenesis in mouse models of CRC. We observed that 50% of 
CoPEC also contains the cnf1 gene, which encodes cytotoxic necrotizing factor-1 (CNF1), an enhancer 
of the eukaryotic cell cycle. The impact of its co-occurrence with colibactin (Clb) has not yet been 
investigated. We evaluated the impact of CNF1 on colorectal tumorigenesis using human colonic 
epithelial HT-29 cells and CRC-susceptible ApcMin/+ mice inoculated with the CoPEC 21F8 clinical 
strain (Clb+Cnf+) or 21F8 isogenic mutants (Clb+Cnf-, Clb-Cnf+ and Clb-Cnf-). Infection with the Clb 
+Cnf- strain induced higher levels of inflammatory cytokines and senescence markers both in vitro 
and in vivo compared to those induced by infection with the Clb+Cnf+ strain. In contrast, the Clb 
+Cnf- and Clb+Cnf+ strains generated similar levels of DNA damage in HT-29 cells and in colonic 
murine tissues. Furthermore, the ApcMin/+ mice inoculated with the Clb+Cnf- strain developed 
significantly more tumors than the mice inoculated with the Clb+Cnf+ strain or the isogenic mutants, 
and the composition of their microbiota was changed. Finally, rectal administration of the CNF1 
protein in ApcMin/+ mice inoculated with the Clb+Cnf- strain significantly decreased tumorigenesis 
and inflammation. Overall, this study provides evidence that CNF1 decreases the carcinogenic effects 
of CoPEC in ApcMin/+ mice by decreasing CoPEC-induced cellular senescence and inflammation.
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Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third most common 
cancer in the world, causing significant morbidity and 
mortality.1 CRC is a multifactorial disease involving 
both genetic and environmental factors. Among the 
genomic changes associated with CRC, loss-of- 
function mutations in the Apc (adenomatous polypo
sis coli) gene are the most prevalent and are consid
ered the initiating event in approximately 80% of CRC 
cases.2 Among the environmental factors linked to 
CRC, the gut microbiota is increasingly thought to 
be a key player in CRC pathogenesis.3,4 Modification 
of the composition of the gut microbiota, or dysbiosis, 
has been reported in patients with CRC, with an 
increase in the abundance of bacteria such as 
Bacteroides fragilis or Fusobacterium nucleatum and 

a decrease in the abundance of Faecalibacterium 
prausnitzii .5–9

The involvement of the gut microbiota in CRC 
has been established using murine models of CRC. 
Germ-free ApcMin/+ mice display a lower number 
of intestinal and colorectal tumors than micro
biota-bearing ApcMin/+ mice.10 A recent study 
showed that germ-free mice that received fecal 
samples from patients with CRC exhibited an 
increase in number of polyps, intestinal dysplasia, 
and levels of cellular proliferation markers as well 
as inflammation compared with those of germ-free 
mice that received fecal samples from healthy 
individuals.11

At the taxonomic level, analysis of the human 
CRC microbiome has identified potential 
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microbial candidates implicated in CRC pathology, 
including Escherichia coli, F. nucleatum, and enter
otoxigenic B. fragilis (ETBF).8 ETBF induced 
chronic inflammation and tumorigenesis in 
ApcMin/+ mice and led to high levels of interleu
kin-17 (IL-17) production, which disrupted normal 
myelopoiesis and resulted in the accumulation of 
pro-carcinogenic myeloid-derived suppressor cells 
in the tumor microenvironment.12 In ApcMin/+ 

mice, F. nucleatum increased tumor development 
without inducing colitis, accompanied by increased 
infiltration of myeloid cells into tumors.7

Recent studies have shown that pathogenic 
E. coli synthesizes toxins known as cyclomodulins, 
such as cytolethal distending toxins, cytotoxic 
necrotizing factor-1 (CNF1), cycle-inhibiting fac
tor, and colibactin, which interfere with the cell 
cycle.13,14 Cyclomodulin-encoding genes, espe
cially the colibactin-encoding pks island and 
CNF1-encoding gene (cnf1), are overrepresented 
in CRC patients colonized by E. coli strains.15,16

Colibactin-producing E. coli (CoPEC) strains 
have been identified in the colonic mucosa of 
approximately 55–67% of patients with CRC versus 
19–21% of control patients.15,16 CoPEC has been 
shown to induce DNA double-strand breaks 
(DSB), chromosomal instability, genomic muta
tions and cell cycle arrest.17–21 CoPEC induces 
senescence of infected cells, accompanied by secre
tion of inflammatory mediators and growth fac
tors, thus promoting proliferation of adjacent 
uninfected cells.22 Importantly, CoPEC promotes 
colon tumorigenesis in multiple murine models of 
CRC, including ApcMin/+ mice, AOM-treated Il- 
10–/– mice, AOM/DSS-treated mice and ApcMin/+; 
Il-10–/– mice.16,22–24 Notably, inflammation 
enhances the development of colon cancer in the 
ApcMin/+ model, which was established by specifi
cally deleting the APC gene in epithelial cells,25 as 
seen with the use of dextran sulfate sodium (DSS)26 

and by genetically introducing defective IL-10 
signaling.27,28

The prevalence of cnf1-harboring E. coli is sig
nificantly higher in patients with CRC (37%) 
than in control patients (13%).15 Nevertheless, 
the involvement of cnf1-harboring E. coli in 
CRC has not been determined. CNF1 is a 115 
kDa protein toxin that activates Rho GTPases, 
leading to cytoskeletal and cell cycle alterations 

with subsequent macropinocytosis and the for
mation of megalocytic, multinucleated cells.29 In 
addition, CNF1-induced activation of Rho 
GTPases triggers cellular events not directly 
linked to the actin cytoskeleton, such as the acti
vation of NF-κB30 and the production of cyto
kines, such as IL-6 and IL-8,31,32 and provides 
protection against apoptosis.33,34 It also promotes 
quiescent cell entry into the cell cycle.35 Recently, 
Fabbri et al. showed, in vitro, that CNF1 induces 
epithelial-to-mesenchymal transition (EMT), 
a crucial step in malignant tumor conversion 
and invasiveness, in intestinal epithelial cells.36 

A separate study has shown that CNF1 promotes 
the migration and invasion of prostate cancer 
cells in vitro.37 Therefore, it appears that many 
of the cellular activities induced by CNF1 might 
participate in carcinogenesis. Despite the over
representation of the cnf1 gene in E. coli strains 
isolated from patients with CRC, the effect of the 
CNF1 toxin has not been studied in CRC.

In this study, we determined the prevalence 
of E. coli harboring the pks and cnf1 genes in 
CRC patients and investigated the tumorigenic 
properties of E. coli strain 21F8 isolated 
from a human colon cancer biopsy and produ
cing both colibactin and CNF1 in comparison 
with those of isogenic mutants using human 
intestinal epithelial HT-29 cells and an 
ApcMin/+ mouse model of CRC.

Results

Most E.coli strains harboring the cnf1 gene possess 
a pks island

The patient data used come from previous studies.23,38 

The prevalence of pks was significantly higher in CRC 
patients (46%, n = 37/80) than in patients with diver
ticulosis (21%, n = 6/28; p = 0.037) (Table 1), which is 
in accordance with previously reported data.15,16 

In contrast, the difference in the prevalence of cnf1 
in CRC patients (25%, n = 20/80) and diverticulosis 
patients (14%, n = 4/28; p = 0.363) was not significant. 
The majority of E. coli strains harboring the cnf1 gene 
also carried the pks island: 95% (n = 19/20) and 100% 
(n = 4/4), in CRC patients and in healthy patients 
respectively, showing a strong association between 
the cnf1 gene and the pks genomic island.

2 H. CHAT ET AL.



*

**

**
**
****

Clb+Cnf-

Clb+Cnf+

Clb-Cnf+

Clb-Cnf-

a

b c

d e

NS

****
**

***
*

NS

NS
Clb-Cnf+ Clb-Cnf-

Clb+Cnf+ Clb+Cnf-

Figure 1. The absence of cnf1 in CoPEC increases tumor development in ApcMin/+ mice. ApcMin/+ mice were treated with streptomycin 
for 3 days and then received water for 24 hours. (a) Mice orally received PBS (Day 0) or 109 colony-forming units (CFU) of 11G5 or 109 

CFU of wild-type 21F8 (Clb+Cnf+) bacteria. (b–e) ApcMin/+ mice were treated with streptomycin for 3 days and then received water for 
24 hours. Mice were orally inoculated with wild-type 21F8 (Clb+Cnf+) or 21F8 mutants: Clb+Cnf-, Clb-Cnf+ or Clb-Cnf-. (a-e) Mice were 
killed at 50 days post-infection. (a, b) the number of colorectal tumors was determined using a dissecting microscope. The data points 
represent actual values for each individual mouse, and the bars indicate median values. Data were combined from two independent 
experiments. (c) Representative images of the colons of the inoculated mice. Arrows show macroscopic tumors. (d) Representative 
images of γH2AX immunohistochemical staining of nontumoral colonic mucosa (scale bars: 50 µm) and (e) quantification of γH2AX- 
positive cells determined from nontumoral colonic mucosa. Data are presented as means ± SEMs. Statistical analysis: Kruskal–Wallis 
ANOVA (*P <0 .05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P <0 .0001).
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Analysis of the virulome of CoPEC strains 11G5 and 
21F8

We selected two CoPEC strains, 11G5 and 21F8, 
from CRC patients. Previous studies have reported 
that the 11G5 reference strain, which harbors only 
the pks island, increased the number of tumors in 
mice.22,23,39 The 21F8 strain possesses both pks and 
cnf1. We analyzed the virulome of these two 
CoPEC strains (11G5 and 21F8). Both of them 
belong to phylogenetic Group B2 and share 130 
genes associated with virulence (Supplemental 
Figure S1). In silico analysis revealed major viru
lence factors belonging to the following five cate
gories: adherence (type 1 fimbriae, FC1/S fimbriae, 
YadA fimbriae, and curli fiber), toxins (colibactin 
and Vat), iron uptake (enterobactin, ChuA, Sit, and 
yersiniabactin), protectin (iss), and motility and 
chemotaxis (che, flg, fliA, and flh). Virulence 
genes missing in 21F8 but present in the 11G5 
genome were those involved in glutathionylsper
midine amidase activity (gsp genes), resistance to 
mercury (mer genes), adhesion (ehaB and espI), 
invasion (ibeA) and iron uptake (iro genes). 
Virulence genes missing in 11G5 but present in 
the 21F8 genome were pap genes, which encode 
P fimbriae, adhesin genes (iha, upaG) and the pic 
gene, which encodes a colonization factor. 
Likewise, pathogenicity island II (PAI II), which 
harbors the hlyCABD operon and the cnf1 gene, 
was present in E. coli strain 21F8 but absent in 
strain 11G5. Thus, the only cyclomodulin present 
in the 21F8 strain and absent in the 11G5 strain was 
the CNF1 toxin.

The E.coli 21F8 strain lacking cnf1 promotes colonic 
tumorigenesis

C57BL/6 ApcMin/+ mice were gavaged with the 21F8 
or 11G5 strain to assess the protumorigenic roles of 
the CoPEC strains. As expected, the number of 

colonic tumors increased in mice infected with the 
11G5 strain compared to that in the uninfected mice 
(Figure 1a). Surprisingly, the number of tumors in the 
mice colonized with the 21F8 strain did not increase 
relative to that in the uninfected mice (Figure 1a). To 
evaluate the role of CNF1 in intestinal tumorigenesis, 
we generated isogenic mutants defective in CNF1 
and/or colibactin (Clb) production, which were desig
nated Clb+Cnf- for the mutant defective in CNF-1, 
Clb-Cnf+ for the mutant defective in colibactin, and 
Clb-Cnf- for the mutant defective in CNF1 and coli
bactin. The wild-type CoPEC 21F8 strain (Clb+Cnf+) 
and the three mutants were administered orally by 
gavage to ApcMin/+ mice (Figure 1b, c). Mice inocu
lated with Clb+Cnf- developed a significantly higher 
number of colonic tumors than mice inoculated with 
the isogenic mutants devoid of colibactin (Clb-Cnf+ 
and Clb-Cnf-). As an increase in the number of 
tumors may be due to an overabundance of Clb 
+Cnf- in the gut microbiota, the abundance of 21F8 
wild-type or isogenic mutant strains in feces and 
colon biopsies was determined. We did not observe 
a significant increase in the bacterial load in the 
ApcMin/+ mice fed Clb+Cnf- (Supplemental 
Figure S2).

To test whether Clb+Cnf+ and Clb+Cnf- expressed 
colibactin and induced DNA damage in vivo, we 
assessed the occurrence of DSB in colonic epithelial 
cells by detecting the S139 phosphorylation on the 
histone H2AX (γH2AX), a well-known DSB 
marker40. Colonic biopsies revealed a significant 
increase in the number of γH2AX-positive cells in 
the mice exposed to the CoPEC strains Clb+Cnf+ 
and Clb+Cnf- compared to that in the mice exposed 
to the isogenic mutants Clb-Cnf+ and Clb-Cnf- 
(Figure 1d, e), showing that the pks island was func
tional and induced DNA damage of colonic epithelial 
cells. No significant differences in γH2AX staining in 
the colon of the mice inoculated with Clb+Cnf+ and 
Clb+Cnf- were observed (Figure 1d, e).

Table 1. Distribution of E. coli harboring cnf1 and/or the pks genomic island producing colibactin 
(Clb) among CRC and control patients (percent in brackets).

Disease Patients3 Clb+Cnf+ Clb+Cnf- Clb-Cnf+ Clb-Cnf-4

CRC1 80 19 (23.8) 18 (22.5) 1 (1.3) 42 (52.5)
Control2 28 4 (12.0) 2 (8.0) 0 (0) 22 (80.0)

1CRC = patients with colorectal cancer. 
2Control = patients with diverticulosis. 
3Number of patients carrying a mucosa-associated E. coli that produces cyclomodulins (colibactin or CNF1). 
4Number of patients carrying a mucosa-associated E. coli that does not produce cyclomodulins (colibactin or CNF1).
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Figure 2. The cnf1 gene modulates the genotoxic effect of CoPEC. HT-29 cells were infected for 3.5 h. (a) Cell cycle distribution and 
cytopathic effects were observed 72 h post-infection. Data are representative of two experiments. The dark and blue arrows show 
some megalocytes and multinucleated cells respectively as example, and rectangle surrounds the elongated cells. (b) 
Immunofluorescence of γH2AX indicating double strand breaks was assessed 24 h post-infection. The percentage of γH2AX-positive 
cells were counted from > 100 cell nuclei per well; the data points represent values for each individual cell wells. Alternatively, the 
average values of the measured nuclear fluorescence intensities was determined. Data are representative of two or three independent 
experiments and values are represented in mean ± SEM. Statistical analysis was performed by Kruskal–Wallis tests (NS, not significant, 
*P <0 .05, **P <0 .01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001).
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The CoPEC 21F8 strain induces 
colibactin-dependent cytotoxicity in human colon 
cancer cells

We next investigated the mechanisms by which 
CNF1 limits 21F8-induced colorectal tumorigen
esis using cell cultures. To test whether E. coli 
21F8 expresses the pks and cnf1 genes and 
induces cytotoxicity, we infected human colon 
epithelial HT-29 cells with Clb+Cnf+ (21F8 
strain), Clb-Cnf+, Clb+Cnf-, Clb-Cnf-, or with 
the corresponding trans-complemented mutants 
Clb+Cnf- +pBK-cnf and Clb-Cnf- +pBK-cnf. 
Colibactin and CNF1 are known to dysregulate 
cell cycle and induce cytopathic phenotypes. 
Transient infection with colibactin-producing 
bacteria (Clb+Cnf+ and Clb+Cnf-) caused cell 
cycle arrest, apoptosis induction and megalocyto
sis in HT-29 cells (Figure 2a, as expected.19,41,42 

Clb-Cnf+ and Clb-Cnf- +pBK-cnf were able to 
induce accumulation of cells in both the S and 
G2/M phases compared to uninfected cells 
(Figures 2a and Supplemental Figure S3A). This 
was also found when cells infected with Clb+Cnf- 
were incubated with the purified toxin CNF1 
(Supplemental Figure S3a). Infection with Clb- 
Cnf+, Clb-Cnf- +pBK-cnf and Clb+Cnf+ resulted 
in more flattened cells, elongated cells or cells 
spreading out compared with infection with Clb- 
Cnf- (Figure 2a), which are hallmarks of CNF1 
cytopathic effects in epithelial cells.34,41 Only HT- 
29 cells infected with Clb+Cnf+ and Clb+Cnf- 
+pBK-cnf exhibited both megalocytosis and elon
gated cell morphologies. However, the cytopathic 
phenotype induced by Clb+Cnf- +pBK-cnf 
appears to be lower than those of Clb+Cnf+ 
(Figure 2a). Intriguingly, cells infected with this 
trans-complemented mutant exhibited a cell cycle 
similar to that of cells infected by Clb-Cnf+ or 
Clb-Cnf- +pBK-cnf. We quantified the transcrip
tion of three key clb genes involved in colibactin 
production in response to HT-29 cell infection. 
The mRNA levels of these genes were similar for 
Clb+Cnf+ and Clb+Cnf- (Supplemental Figure 
S4a), suggesting that the deletion of cnf1 does 
not modify the production of colibactin.

Because the effects of colibactin results from 
DSB, γH2AX staining was monitored 24 hours 
post-infection (Figure 2b)43. Cells infected with 

strains not producing colibactin exhibited normal 
background levels of γH2AX (0.8 to 12%), whereas 
cells infected with Clb+Cnf+ or Clb+Cnf- showed 
strong γH2AX staining (51 vs 70%; Figure 2b). The 
γH2AX levels were not significantly different 
between those cells infected with Clb+Cnf+ or 
Clb+Cnf-. However, the incubation of purified 
CNF1 with HT-29 cells during Clb+Cnf- infection 
resulted in a ~ 50% reduction in γH2AX levels 
(Supplemental Figure S3d). Additionally, we unex
pectedly found a drastic reduction in the number of 
γH2AX-positive cells infected by the trans- 
complemented mutant Clb+Cnf- +pBK-cnf in 
comparison with those infected with Clb+Cnf- 
(Figure 2b). The mRNA levels of clbC, clbM and 
clbP genes were significantly reduced (≥50%) for 
Clb+Cnf- +pBK-cnf compared to the parent strain 
(Supplemental Figure S4b). However, deletion of 
the cnf gene did not modify mRNA levels of the 
colibactin-synthesis gene (Supplemental Figure 
S4a). These results therefore suggest that the reduc
tion of γH2AX levels observed with the trans- 
complemented mutant may be due to the action 
of CNF1 combined with a modified production of 
colibactin. To confirm this effect of CNF1 on 
γH2AX levels, we incubated HT-29 cells with bleo
mycin, a well-known chemotherapy drug that 
induces DNA damage, including DSB. We 
observed that the level of γH2AX induced by bleo
mycin was reduced when CNF1 was concurrently 
added. In conclusion, in our experimental condi
tions, the presence of the cnf1 gene did not appear 
to affect the genotoxicity of the 21F8 strain. 
However, we show that the CNF1 toxin is able to 
reduce the levels of γH2AX induced by DSB.

Deletion of the cnf1 gene increases CoPEC-induced 
cellular senescence and IL-8 production

CoPEC induces senescence of infected cells, lead
ing to the secretion of inflammatory mediators and 
growth factors, which promote the proliferation of 
nearby uninfected cells.22,44 We infected HT-29 
cells with Clb+Cnf+, Clb-Cnf+, Clb+Cnf-, Clb- 
Cnf-, or with the corresponding trans- 
complemented mutants Clb+Cnf- +pBK-cnf and 
Clb-Cnf- +pBK-cnf and detected senescent cells 
by staining for β-galactosidase at pH 6, a well- 
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accepted senescence marker.45 Clb+Cnf+ infection 
increased the number of β-galactosidase-positive 
cells compared to that among uninfected cells or 
cells infected with colibactin-defective mutants 
(Clb-Cnf+, Clb-Cnf- and Clb-Cnf- +pBK-cnf) 
(Figure 3a,b). Although senescence-associated β- 
galactosidase (SA-β-gal) activity observed with 
Clb-Cnf+ (11%) was much lower than that of Clb 
+Cnf+ (37%), this activity was significantly 
increased compared to uninfected cells (0.4%), sug
gesting that CNF1 induces senescence as has been 
shown in other models.46 If we independently 

compare cells infected by Clb+Cnf- and Clb+Cnf 
+, the number of β-galactosidase-positive cells 
markedly increased when infected with Clb+Cnf- 
(72% vs 37%; p = 0.0022; Mann-Whitney test). The 
incubation of CNF1 with HT-29 cells during Clb 
+Cnf- infection also decreased the number of posi
tive cells (Supplemental Figure S3c). P16 is a cell 
cycle gene that negatively regulates cell prolifera
tion and is involved in pathways regulating senes
cence-mediated arrest. The number of p16-positive 
cells markedly increased when cells were infected 
with Clb+Cnf- compared to that observed in Clb 
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Figure 3. The cnf1 gene decreases CoPEC-induced cellular senescence and IL-8 production. HT-29 cells were infected for 3.5 h. (a) on 
Day 3 post-infection, senescent cells were detected by β-galactosidase staining at pH 6. Representative images are shown (b) the 
percentage of senescence-associated β-galactosidase-positive cells was determined. The data points represent values the mean of 
fields with 100 to 200 cells for each individual cell wells (n = 3). Data are representative of two independent experiments and values 
are represented in mean ± SEM. (c) Heatmaps showing the relative rates of senescence-associated factors secreted by cells infected 
with Clb+Cnf+ or with the Clb+Cnf- mutant. Control values were set to 0 (negative control) and 100 (positive control). Orange-red 
indicates the predominant secreted factors. (d) IL-8 amounts secreted in culture supernatant by cells infected with Clb+Cnf+ or with 
the Clb+Cnf- mutant. The quantification of IL-8 was performed by ELISA. Data are representative of two independent experiments 
from three different conditioned media. Values represent means ± SEMs. Statistical analysis was performed by Kruskal–Wallis and 
Mann–Whitney tests (*P <0 .05, **P <0 .01, ****P < 0.0001).
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Figure 4. The cnf1 gene limits CoPEC-induced colonic inflammation in ApcMin/+ mice. ApcMin/+ mice were orally administered 109 

colony-forming units (CFU) of wild-type E. coli 21F8 (Clb+cnf+) or 109 (CFU) of its isogenic mutants: Clb+Cnf-, Clb-Cnf+ and Clb-Cnf-. 
Mice were killed on Day 50 after administration. (a) Kc, Il-6, Tnf-α, and Il-1β mRNA levels in the colonic mucosa were quantified by Qrt – 
PCR. The data points represent values for each individual mouse. Data are presented as means ± SEMs. (b) Representative images of 
H&E-stained colonic sections showing submucosal edema and inflammatory cell infiltration. (c) Inflammation score for each individual 
mouse, with the bars indicating median values. (d) Correlation between the inflammation score and the number of tumors [Clb+cnf+ 
(++, n = 10); Clb+Cnf- (+ -, n = 10); Clb-Cnf+ (- +, n = 7) and 7 Clb-Cnf- (- -, n = 10)]. The given r values indicate Spearman’s rank 
correlation, and the P value represents the significance of the test result. Statistical analysis was performed by the Kruskal–Wallis test 
(*P < 0.05, **P < 0.01, ***P <0 .001, ****P < 0.0001).
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+Cnf+ infected cells (Supplemental Figure S5). 
These results showed that the presence of CNF1 
limited CoPEC-induced cellular senescence.

Next, we analyzed the senescence-associated 
secretory phenotype (SASP), which is known to 
underlie the pro-proliferative effect of 
colibactin.22 As expected, conditioned medium 
derived from cells infected with Clb+Cnf+ or 
Clb+Cnf- enhanced the proliferation of unin
fected cells compared with conditioned medium 
derived from cells infected with Clb-Cnf+ or 
Clb-Cnf- (Supplemental Figure S6). However, 
we observed no significant difference in the pro- 
proliferative effect of conditioned medium 
derived from cells infected with Clb+Cnf+ or 
Clb+Cnf-, showing that cnf1 did not modify 
the pro-proliferative effect mediated by CoPEC- 
induced cellular senescence in vitro 
(Supplemental Figure S6). Conditioned medium 
derived from HT-29-infected cells was then 
probed using an antibody array targeting 72 
senescence-associated secreted factors 
(Figure 3c). In agreement with the results 
regarding the pro-proliferation effect, the pro
duction of growth factors was similar in the 
cells infected with Clb+Cnf+ and Clb+Cnf-. 
Interestingly, IL-8 production levels were the 
highest in cells infected with the Clb+Cnf- 
mutant. The difference in IL-8 production in 
the Clb+Cnf- infected cells was confirmed by 
ELISA (Figure 3d).

Overall, the presence of cnf1 did not signifi
cantly modify the pro-proliferative effect of the 
colibactin-induced SASP in uninfected cells. 
However, it affected the induction of senescence 
mediated by colibactin and induced a subtle 
modification of the SASP, notably a decrease 
in the secretion of the proinflammatory cyto
kine IL-8.

The E.coli 21F8 strain lacking cnf1 induces an 
increase in colonic inflammation and senescence in 
ApcMin/+ mice

Given the differences in senescence and SASP 
observed in our in vitro assays, we investigated 
inflammatory responses in infected ApcMin/+ 

mice. We analyzed the expression of several pro- 
inflammatory factors by qRT – PCR in the colon of 

ApcMin/+ mice. Pro-inflammatory gene mRNA 
levels, including those of KC, the murine homolog 
of human IL-8, were significantly higher in mice 
inoculated with Clb+Cnf- than in those inoculated 
with Clb+Cnf+, Clb-Cnf+, or Clb-Cnf- (Figure 4a). 
These results were corroborated by histological 
analyses of colonic biopsies from ApcMin/+ mice. 
Colon sections from the Clb+Cnf- inoculated 
ApcMin/+ mice showed submucosal edema and cel
lular infiltration (neutrophils and mononuclear 
cells), whereas colon sections from the Clb+Cnf 
+-inoculated ApcMin/+ mice showed only few 
inflamed areas with weak inflammatory cellular 
infiltrate (Figures 4b and Supplemental Figure 
S7). Accordingly, the colonic inflammation score 
was significantly increased in ApcMin/+ mice inocu
lated with Clb+Cnf- compared to that in those 
inoculated with Clb+Cnf+ or mutants defective in 
colibactin production (Clb-Cnf+ and Clb-Cnf-) 
(Figure 4c). The degree of inflammation induced 
by Clb+Cnf- remained low, with no ulcers or 
extensive crypt damage. The increase in inflamma
tion was in accordance with the increase in the 
tumor number observed in the mice inoculated 
with the Clb+Cnf- strain compared to that of the 
mice inoculated with the Clb+Cnf+ and Clb-Cnf+ 
mutants (Figure 1b). We observed a significant 
positive correlation between the inflammation 
score and the number of colonic tumors in the 
ApcMin/+ mice (Figure 4d), suggesting that CNF1 
decreased colibactin-mediated colon tumorigenesis 
by inhibiting inflammation.

Next, we investigated whether the presence of 
the cnf1 gene limited CoPEC-induced senescence 
in vivo. A PCR array designed to analyze a panel of 
84 genes associated with senescence was performed 
with RNA extracted from colonic biopsy samples 
of mice colonized by Clb+Cnf+ or by its mutant 
Clb+Cnf-. Twelve genes were ≥ 2-fold upregulated 
in the Clb+Cnf- inoculated group compared to the 
group inoculated with Clb+Cnf+ (Figure 5a). 
qRT – PCR tests confirmed the upregulation of 
the most deregulated genes (Figure 5b), including 
Creg-1, an enhancer of the p16INK4a-dependent 
senescence pathway.47 Accordingly, there was 
a significant decrease in p16INK4a-positive cells in 
the murine colonic tissues colonized with Clb+Cnf 
+ compared to those in the murine colonic tissues 
colonized with Clb+Cnf- (Figure 5c), with only 

8 H. CHAT ET AL.



a b

c

d

Terf2*

Creg1*

** Map2k6

* Rbl1

Figure 5. The cnf1 gene limited CoPEC-induced senescence in the colon of ApcMin/+ mice. ApcMin/+ mice were orally administered 109 colony- 
forming units (CFU) of wild-type E. coli 21F8 (Clb+Cnf+) or 109 (CFU) of its isogenic mutants: Clb+Cnf-, Clb-Cnf+ and Clb-Cnf-. Mice were killed 
on Day 50 after administration. (a) Scatter plot of differential gene expression in the colonic mucosa of mice inoculated with Clb+Cnf- and Clb 
+Cnf+ determined using a cellular senescence RT2 Profiler PCR Array (the conditioned medium used was a mix of 3 replicates of mice infected 
by Clb+Cnf+ or Clb+Cnf- strains). The yellow circles show ≥ 2-fold upregulated genes in the mice inoculated with Clb+Cnf- compared to those 
in mice inoculated with Clb+Cnf+. (b) Relative Rbl1, Map2k6, Creg1 and Terf2 mRNA levels quantified by Qrt – PCR (RT2 Profiler PCR) in the 
colonic mucosa of mice inoculated with Clb+Cnf- or Clb+Cnf+. The data points represent values for each individual mouse (c) Quantification 
of p16INK4a-positive cell number/10 villi determined from 100 villi/mouse and 5 mice/group. Data are presented as means ± SEMs. Statistical 
analysis was performed using the Kruskal–Wallis test (*P < 0.05, **P <0 .01, ****P <0 .0001). (d) Representative images of immunohisto
chemical expression of p16IN4a in ApcMin/+ colonic mucosa of infected mice. The arrowheads show positive cells (scale bars: 20 µm).
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a few p16INK4a-positive cells detected in the colonic 
epithelium of the mice inoculated with the mutants 
defective in colibactin production (Figure 5d). 
Overall, these results suggested that CoPEC 
induces senescence in the colon of ApcMin/+ mice 
and that CNF1 limits this process.

We investigated the fecal microbiota composi
tion by 16S rRNA gene sequencing. In addition to 
increases CoPEC-induced cellular senescence and 
inflammation, the deletion of cnf1 gene was asso
ciated with a change in intestinal microbiota com
position (these results are detailed in the 
supplementary data).

The CNF1 toxin impairs the development of colon 
tumors in ApcMin/+ mice

To confirm the importance of CNF1 in preventing 
the tumorigenic activity of colibactin, we investigated 
the impact of weekly rectal administration of the 
CNF1 protein on the development of colonic tumors 
in ApcMin/+ mice colonized by pro-tumorigenic Clb 
+Cnf-. We observed no difference in intestinal colo
nization by Clb+Cnf- between the mice treated with 
CNF1 and the mice treated with a saline solution 
(PBS) (Supplemental Figure S8). The mice treated 
with CNF1 had significantly fewer tumors than the 
PBS-treated mice (Figure 6a). The decrease in tumor 
number was associated with a reduction in both 
inflammation and senescence marker levels 
(Figure 6b–e). Inflammatory cell infiltration and sub
mucosal edema were significantly less pronounced in 
mice treated with CNF1 than in PBS-treated mice 
(Figure 6d). Accordingly, there was a significant 
decrease in the histological colonic inflammation 
score of the ApcMin/+ mice colonized with E. coli 
Clb+Cnf- and treated with CNF1 in comparison to 
that of PBS-treated mice (Figure 6c). As shown in 
(Figure 6f, g) the histological inflammation score and 
KC rate were significantly and positively correlated 
with the number of tumors in the ApcMin/+ mice. The 
mice with the highest number of tumors and the 
highest level of colonic inflammation were those 
that did not receive CNF1. This observation was 
found with ApcMin/+ mice colonized by pro- 
tumorigenic 11G5 (Supplemental Figure S9). 
Overall, these results demonstrated that CNF1 lim
ited the development of colonic tumors in CoPEC- 

infected ApcMin/+ mice, like by decreasing senescence 
and/or chronic low-grade inflammation induced by 
CoPEC.

Discussion

Colibactin and CNF1, two common toxins of 
E. coli that affect the eukaryotic cell cycle, are 
putative pro-tumorigenic factors.20,22,29,36,37,48 

Our epidemiological data demonstrated that 
CNF1 is almost always associated with colibactin 
in E. coli strains isolated from CRC patients. We 
thus hypothesized that coproduction of these two 
cyclomodulins might enhance colorectal carcino
genesis. However, our results show that a human 
CoPEC strain coproducing colibactin and CNF1 
did not exhibit pro-tumorigenic activity in 
ApcMin/+ mice, unlike human E. coli strain 11G5, 
which produces only colibactin. We constructed 
isogenic mutants defective for CNF1 and/or coli
bactin production from the clinical strain 21F8. We 
observed independent impacts of CNF1 and coli
bactin on eukaryotic cells in terms of cytopathic 
effects that were in agreement with their produc
tion from independent genetic structures.49 

Interestingly, isogenic deletion of cnf1 in 21F8 
revealed the pro-tumorigenic activity of the strain, 
and rectal administration of CNF1 in ApcMin/+ 

mice colonized by the 21F8 mutant defective in 
cnf1 decreased colonic tumor development. 
Counterintuitively, these results revealed that 
CNF1 hinders tumorigenesis induced by colibac
tin-producing E. coli in the ApcMin/+ CRC model. 
Further analyses highlighted the underlying 
mechanisms.

The carcinogenic effect of CNF1 has previously 
been linked to its ability to promote Rho GTPase- 
dependent cellular effects, proinflammatory NF-kB 
pathway activation, cell growth and apoptosis sup
pression, tumor invasiveness, epithelial-to- 
mesenchymal transition (EMT) and 
metastasis.30,32,36,37,48,50,51 However, in vitro and 
in vivo studies have demonstrated the anti- 
proliferative and cytotoxic effects of CNF1 in can
cer cell lines,52–55 suggesting a two-sided paradigm 
of CNF-1 impact.48 In the present study, isogenic 
E. coli 21F8 producing only CNF1 did not induce 
metastasis or enhance colonic tumorigenesis in the 
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Figure 6. In CoPEC-infected ApcMin/+ mice, intrarectal administration of CNF1 impedes the development of colon tumors and 
decreases inflammation. ApcMin/+ mice were orally administered 109 colony-forming units of the E. coli 21F8 mutant producing 
colibactin but defective in cnf1. Two days post-infection, the mice received an intrarectal injection of 10 µg of CNF1 protein or PBS 
every 7 days for 7 weeks. (a) the number of colorectal tumors by mouse was determined using a dissecting microscope. The data 
points represent actual values for each individual mouse, and the bars indicate median values. (b) the levels of secreted cytokines (KC, 
IL-6 and TNF-α) in colonic tissue were quantified by ELISA. (c) Inflammation score is presented as the mean ± SEM. (d) Representative 
images of H&E-stained colonic mouse sections of PBS- or CNF1-treated mice. The red arrow shows submucosal edema. e) Rbl1 and 
Map2k6 mRNA relative levels in colonic mucosa were quantified by Qrt – PCR (RT2 Profiler PCR). (f) Correlation between the 
inflammation score and the tumor number. (g) Correlation between the KC levels in colonic tissue and the tumor number. Blue 
dots represent mice treated with PBS (n = 5) and red dots represent those treated with CNF1 (n = 5). Statistical comparisons were 
carried out by unpaired t test (*P <0 .05) after normality testing. Spearman correlation analysis was performed between the 
inflammation score or KC concentration and the tumor number. The given r values indicate Spearman’s rank correlation, and the 
P value represents the significance of the test result.
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ApcMin/+ murine model of colon cancer. CNF1 
behaved therefore less as an anti-tumorigenic fac
tor than as a protective factor against colibactin.

We observed both in vitro and in vivo that 
CNF1 reduced colibactin-induced (i) inflamma
tory cell infiltration, (ii) senescence, and (iii) 
senescence-associated secretion of the key pro- 
inflammatory cytokine, KC/IL-8. Senescence and 
the resulting SASP have been identified as cellular 
processes sustaining tumor development in 
a xenograft model.22,56 Chronic inflammation is 
known to be an important risk factor for numer
ous forms of cancer, including CRC,57,and 
inflammation has also been identified as a key 
player in colibactin tumorigenic activity in vivo.
16,22,58 In addition, several studies have implicated 
IL-8 in the progression of various types of 
cancer,59–63 including CRC.64,65 CNF1 has pro- 
inflammatory activity in acute infections, such 
as urinary tract infections.66 In contrast, it may 
also counteract the overexpression of proinflam
matory cytokines such as IL-8 during chronic 
colonization, as reported by Loizzo et al. in the 
context of the chronic inflammation associated 
with Alzheimer’s disease.67 Therefore, the impact 
of CNF1 on colibactin-induced tumorigenesis can 
be explained in the context of the tissue organiza
tion field theory. According to this theory, altera
tions in tissue organization by cellular processes 
such as inflammation or senescence lead to 
carcinogenesis.68 Additionally, the bacterium- 
engulfing activity of CNF1, linked to the activa
tion of Rho GTPases by deamidation,50,69 could 
contribute to the observed phenotype. Upon 
expressing CNF1, the bacteria may acquire inva
sive capacities and thereby shelter from the host 
immune system, generating less 
inflammation.29,69 Thus, CNF1 appears to func
tion as a protective factor against colibactin, 
impeding the emergence of a microenvironment 
and inflammatory cell infiltration promoting 
tumorigenesis in the ApcMin/+ mouse model.

On the other hand, double-strand DNA breaks 
are the primary effect of colibactin and induce 
oncogenic mutations in human CRC.18,20 Our 
results showed that the presence of cnf1 gene 
under normal conditions, i.e when not overex
pressed, does not modify the intensity of colibac
tin-induced DNA damage. However, the capacity 

to repair injury may be different in presence of 
CNF1. In this regard, the level of γH2AX was 
considerably reduced when the cells were infected 
with the Clb+Cnf- strain trans-complemented with 
cnf1. Rho GTPases such as Rho and Rac proteins, 
that are involved the regulation of DNA repair 
systems,70 are the target of CNF1, which induces 
their constitutive overactivation through the dea
mination of a specific glutamine residue in the 
infected cells. A high Rho GTPases activity have 
been directly correlated with a high level of DNA 
repair, and inhibition of Rho GTPases dramatically 
reduces γH2AX and the formation of DNA damage 
foci.70 Furthermore, CNF1-induced Rac1 activa
tion positively regulates RhoB expression cultures 
of epithelial cell lines, including HT-29 cells.71 

CNF1 may therefore enhance DNA repair and 
then weaken the carcinogenic effect of colibactin.

In addition, there is emerging evidence for 
a cancer suppressive role for RhoB through inhibi
tory effects on cell proliferation, survival, invasion 
and metastasis.72 These in vitro observations were 
supported by in vivo findings. RhoB-depleted cells 
form tumors more efficiently than cells expressing 
RhoB when injected intraperitoneally into mice.73 

Cells transfected with RhoB and subcutaneously 
implanted into nude mice suppress tumor 
growth.74 CNF1-induced activation of Rho 
GTPases may thereby hinder colon tumorigenesis 
induced by colibactin-producing E. coli. However, 
Rho GTPases interact with a wide range of effectors 
and cellular signaling cascades. Their role in cancer 
is dependent of cellular context and they can also 
contribute to tumor formation.72 Further studies 
are required to decipher the features that determine 
the impact of Rho GTPases in carcinogenesis.

The findings of this study underline the strong 
epidemiological link between CNF1 and colibactin 
in E. coli strains associated with human CRC. In 
this study, more than 90% of E. coli strains harbor
ing the cnf1 gene carried the genomic island pks 
producing colibactin. This finding is in accordance 
with previous reports that demonstrated this asso
ciation in uropathogenic E. coli (83%) and E. coli 
isolated from fecal samples of different animals 
(62–100%).41,75,76 Thus, the association of CNF1 
and colibactin is common in E. coli, which is the 
predominant aerobic organism observed in the 
gastrointestinal tract and common in the human 
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intestinal microbiota (i.e., >90%).77 The prevalence 
of patients colonized with strains of E. coli bearing 
both the pks genomic island and cnf1 gene 
(Table 1) was not significantly higher in CRC 
patients than in controls (24%, n = 19/80 versus 
14%, n = 4/28; p = 0.432). Thus, the frequent asso
ciation of CNF1 with colibactin in E. coli, an extre
mely common bacterium in the gut, does not result 
in higher incidence of CRC.

In conclusion, we found that the pks island and 
cnf1 gene are frequently co-harbored in E. coli. Our 
work showed for the first time that CNF1 hinders 
CoPEC-induced colorectal carcinogenesis by 
decreasing CoPEC-induced cellular senescence 
and inflammation. The presence of E. coli strains 
producing only colibactin might represent a higher 
risk of CRC than the presence of strains producing 
both CNF1 and colibactin. Another finding that 
emerges from this study is the need to consider 
the genetic diversity of bacteria colonizing CRC 
patients and especially their virulome to under
stand microbiota-induced carcinogenesis and to 
determine whether the bacterium is deleterious to 
the host.

Materials and methods

Information on the bacterial strains, cell culture, 
infection assays, CoPEC colonization, quantitative 
reverse transcription polymerase chain reaction 
(qRT – PCR), antibody array chips, enzyme- 
linked immunosorbent assays (ELISAs), senes
cence-associated β-galactosidase staining, immu
nofluorescence microscopy, histological 
observations, and immunohistochemical staining 
appears in the Supplementary materials.

Bacterial strains and construction of isogenic 
mutants

The clinical E. coli 11G5 and 21F8 strains were 
isolated from tumors of patients with CRC. The 
following isogenic mutants of the 21F8 strain 
were generated using the method described by 
Datsenko et al . 78 and modified by Chaveroche 
et al. 79 21F8Δcnf (Clb+Cnf-) with deletion of the 
cnf1 gene, 21F8ΔclbQ (Clb-Cnf+) with deletion of 
the clbQ gene of the pks island and 
21F8ΔcnfΔclbQ (Clb-Cnf-) with deletion of the 

cnf1 and clbQ genes. The ClbQ thioesterase reg
ulates colibactin synthesis and consequently its 
genotoxic activity. CoPEC strains deficient in 
clbQ are unable to produce functional 
colibactin.22 In brief, the method consisted of 
the replacement of the gene of interest by 
a selective antibiotic cassette (kanamycin) gener
ated by PCR using primers reported in the Table 
S1 from supplementary materials. The hemolysin 
A (hlyA) was deleted from the 21F8 strain and its 
isogenic mutants with the same method to avoid 
lysis of the HT-29 cells. The presence of deletions 
and the absence of additional genetic modifica
tions were verified by sequencing the clinical 
21F8 strain and its isogenic mutants. With the 
In-FusionⓇ HD Cloning (Takara), cnf1 gene was 
cloned into the pBK-CMV plasmid (Table S1). 
The 21F8ΔhlyAΔcnf and 21F8ΔhlyAΔcnfΔclbQ 
was electroporated with sequenced pBK-CMV- 
cnf1 plasmid. For experiments, strains were 
growth in Luria-Bertani (LB) broth overnight at 
37°C with 110 rpm agitation. All the strains for 
this study were summarized in Table S2.

Colonization of the ApcMin/+ murine model

C57BL/6 ApcMin/+ females (6–7 weeks of age) were 
used. The mice were inoculated as previously 
described.23 All the mice were sacrificed 50 days 
post-infection. Colonic tumor number and tumor 
volume ([width2 × length]/2) were determined 
using a dissecting microscope. Colonic tissue adja
cent to tumors were fixed in buffered 4% formalin 
and embedded in paraffin. Non-tumoral colonic 
mucosa was frozen at −80°C for protein and RNA 
extraction. For the experiment employing rectal 
administration of the CNF1 protein, ApcMin/+ 

mice were inoculated as previously described23 

and then received an intrarectal injection of 10 µg 
of CNF1 protein or PBS under anesthesia with 
isoflurane. The injections were administered 2  
days post-infection and then once per week for 7  
weeks. CNF1 was purified as described 
previously.51

Ethical statement

Animal protocols were in accordance with French 
and European Economic Community guidelines 
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(86–60, EEC) for the care of laboratory animals. 
The study was approved by the French Ministry of 
Higher Education Research and Innovation (Apafis 
no. 22798).

Biological samples were collected from CRC 
patients (ethical approval for human study no. 
DC-2017–2972). All patients underwent surgery for 
resectable CRC in the Digestive and Hepatobiliary 
Surgery Department of the University Hospital of 
Clermont-Ferrand.38 All patients were adult volun
teers and signed an informed consent form before 
inclusion in the study. The exclusion criteria included 
clinically suspected hereditary CRC based on the 
revised Bethesda criteria, neoadjuvant chemotherapy 
receipt, a history of previous colonic resection, emer
gency surgery, and use of antibiotics within 4 weeks 
before the surgery.

RT2 Profiler PCR Array

Eighty-four genes or biological pathways involved in 
cellular senescence were analyzed using the RT2 

Profiler PCR Array Mouse Cellular Senescence sys
tem (PAMM-050Z; Qiagen, Maryland, USA). 
According to the manufacturer’s protocol, real-time 
PCR was performed using RT2 Profiler PCR Arrays 
in combination with RT2 SYBR Green PCR Master 
Mix (Qiagen, Maryland, USA) using a mixture of 
cDNA obtained from three colonic biopsy samples 
of mice colonized by 21F8 (Clb+Cnf+) or its mutant 
Clb+Cnf-. The expression levels of the 84 genes were 
quantified relative to the values obtained for house
keeping genes (ACTB, B2M and GAPDH). Data ana
lyses were performed using web-based analysis 
software (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/ 
pcr/arrayanalysis.php). In addition, we further per
formed a similar RT2 Profiler PCR assay using cus
tom plates including four genes (RBL1, MAP2K6, 
CREG1 and TERF2) in addition to the housekeeping 
genes (ACTB, B2M and GAPDH). The analysis 
included five or six mice in each group (mice with 
intrarectal injection of CNF1 protein or PBS or mice 
colonized by Clb+Cnf+, Clb+Cnf-, Clb-Cnf+ or Clb- 
Cnf-).

Statistical analysis

GraphPad Prism software was used for all statistical 
calculations. Data comparisons with multiple 

groups were analyzed by one-way Kruskal – 
Wallis test. Data comparisons between 2 groups 
were performed with unpaired t test or a Mann- 
Whitney U-test depending on the normality test. 
Spearman’s correlation analysis was performed for 
correlation testing. A value of P <0 .05 was consid
ered to indicate a statistically significant difference.
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Supplementary figures 

 

 

 

 

Figure S1: Virulomes of the 11G5 and 21F8 strains extracted from whole genome 

sequences. 

The virulome was analysed with VirulenceFinder 2.0(Joensen et al., 2014). Diagrams indicate 

the overlapping genes between the 11G5 and 21F8 strains. The red line indicates the virulence 

genes of 21F8, and the blue line indicates the virulence genes of 11G5. 
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Figure S2: No difference in colonization of ApcMin/+ mice between the wild-type and 

mutant strains. ApcMin/+ mice were treated with streptomycin for 3 days and then received 

water for 24 hours. Mice were orally gavaged with wild-type 21F8 (Clb+Cnf+) or 21F8 

isogenic mutants: 21F8ΔCnf1 (Clb+Cnf-), 21F8ΔclbQ (Clb-Cnf+) or 

21F8ΔclbQΔCnf1 bacteria (Clb-Cnf-). Mice were killed 50 days post-infection. (A) Bacterial 

colonization in the stools of mice from 2 to 49 days post-infection. (B) E. coli 21F8 or 21F8 

isogenic mutant colonization associated with nontumoral colonic tissue assessed at 50 days 

post-infection. Colonization data are presented as the means ± standard deviations. (A-B) are 

representative of 2 independent experiments. 
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Figure S3: CNF1 can modulate the toxic effect of CoPEC. HT-29 cells were infected with 

Clb+Cnf- and incubated with the CNF1 toxin for 3.5 h. (A) Cell cycle distribution were 

observed 72 h after infection of HT-29 cells incubated with 0.1 nM CNF. (B) γH2AX-positive 

cells were assessed 24 h after infection of HT-29 cells incubated with different concentration 

of CNF1 (0.01 to 10 nM); means and standard error of the mean of results from at least two 

independent experiments are shown. (C) Representative images of γH2AX immunostaining 

in HT-29 cells infected for 3.5 h incubated or not with CNF1 (0.1 nM). (D-E) Immunoblot 

analysis of cell lysates extracted 24 h post infection. GAPDH was used as a loading control 

for cell lysates. Signal intensities of bands were measured using ImageLab software.  γH2AX 

signals were corrected to account for any variation in loading using GAPDH signal intensity.  

(D) Experimental signal normalized to the “Clb+Cnf-” condition was set to 1 for each 

experiment. Data represents means ± SEMs corresponding to two experiments with two 

replicates. (E) HT-29 cells were incubated with bleomycin (BLM) at 200 µg.mL-1 with or 

without CNF1 (0.1 nM). Experimental signal normalized to the “BLM-treated” condition was 

set to 1 for each of the two experiments performed. (F) Cellular senescent were detected by 

β-galactosidase staining at pH 6 three days after infection of HT-29 cells incubated or not with 

CNF1 (0.1 nM).   
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Figure S4: Deletion of cnf1 gene does not significantly impacted transcription of 

colibactin genes in the 21F8 strain.  

mRNA expression of clbC, clbM and clbP genes involved in colibactin production was 

analysed from bacteria having infected the HT-29 cells. RT-qPCR were performed for 

21F8ΔhlyA (Clb+Cnf+) and 21F8ΔhlyAΔcnf (Clb+Cnf-) (A) or 21F8ΔhlyAΔcnf (Clb+Cnf-) 

and 21F8ΔhlyAΔcnf + pBK-cnf1 (B). The data points represent values for each replicate. Data 

are presented as means ± SEMs. Statistical comparisons were carried out by Mann-Whitney 

U-test (*P < .05). 
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Figure S5: CNF1 decreases the CDKN2A/p16INK4a-senescence marker following CoPEC 

infection. HT-29 cells were infected with the indicated E. coli 21F8 (Clb+Cnf+) or isogenic 

mutants (Clb+Cnf-) for 3.5 h. At day 3 post-infection, anti p16INK4a immunofluorescence was 

performed to evaluate the percentage of p16INK4a-expressing cells were counted with QuPath 

software. Data are representative of two independent experiments with two replicates. Values 

represent means ± SEMs. The significance of differences was assessed by Kruskal–Wallis 

tests (NS, not significant; *P < .05; ****P ≤ .0001). 
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Figure S6: The Cnf1 gene is not involved in the pro-proliferative effect of conditioned 

medium derived from CoPEC-infected cells. HT-29 cells were infected with the indicated 

E. coli 21F8 (wild-type or isogenic mutants) for 3.5 h. At day 5 post-infection, uninfected HT-

29 cells were cultured in the presence of conditioned medium derived from E. coli-infected 

HT-29 cells. Cellular growth was assessed by MTT assay after 24 h of incubation. HT-29 cells 

cultured for 24 h in the presence of serum-free medium were set as 100% proliferation for 

normalization. Values represent means ± SEMs. The significance of differences was assessed 

by Kruskal–Wallis tests (NS, not significant; *P < .05; ****P ≤ .0001). 
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Figure S7: The cnf1 gene limites CoPEC-induced colonic inflammation in ApcMin/+ mice. 

Representative images of H&E-stained colonic sections showing submucosal oedema and 

inflammatory cell infiltration (scale bars: 20 µm). The arrowheads show polymorphonuclear 

neutrophils (with ring-shaped nuclei).  
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Figure S8: Administration of CNF1 protein does not modify colonic colonization of 

Clb+Cnf- E. coli in ApcMin/+ mice. ApcMin/+ mice received an intrarectal injection of CNF1 

protein or PBS two days post-infection with the Clb+Cnf- strain and then every 7 days. The 

number of E. coli 21F8 associated with nontumoral colonic tissue at 50 days post-infection 

was determined. Colonization data are presented as means ± SEMs. Statistical analysis was 

performed using the Kruskal–Wallis test (NS, not significant). 
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Figure S9: In 11G5-infected ApcMin/+ mice, intrarectal administration of CNF1 impedes 

the development of colon tumours and decreases inflammation. ApcMin/+ mice were orally 

administered 109 colony-forming units of the E. coli 11G5. Two days post-infection, the mice 

received an intrarectal injection of 10 µg of CNF1 protein or PBS every 7 days for 7 weeks. 

The data points represent values for each individual mouse. (A) The number of colorectal 

tumours by mouse was determined using a dissecting microscope. The bars indicate median 

values. (B) Kc, Il-6, Il-1β, Rbl1 and Map2k6 mRNA relative levels in the colonic mucosa were 

quantified by qRT–PCR. Data are presented as means ± SEMs. Statistical comparisons were 

carried out by Mann-Whitney U-test. 
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Table S1. Primers and plasmids used in this study 

Primer Sequence (5’→ 3’) Use 

MIClbQaadA
7 

F: CATTAAATCATCAAATTAAACGAATTCTATTACACAACA 
AGGAGTGGGACGCACTGGCATTTAATAACGCGTC 
R: GATGATGGAACAGCCATATCTATTGCTCCTTGTATAGT 

TACACAACTATTTTTAATCACTTTACTTTTATC 

construction of isogenic 
mutant 

MIcnf1 

F: TCATATCCTGTTTCAATGTCCACTTCATAGTAGATGCC 
GCTCAGAGAACTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 
R: ATGGGTAACCAATGGCAACAAAAATATCTTCTTGAGTA 
CAATGAGTTGGTCATATGAATATCCTCCTTAG 

construction of isogenic 
mutant 

TufA 
F: GACATGGTGATGACGAAGA 

R: GCTCTGGTTCCGGAATGTA 
detection of tufA 

ClbQ 
F: GACGGCATCCACCATCGTAA 
R: TAAATGGCGTAGCGTGCTGT 

detection of clbQ 

CNF1 
F: CGCAGTTTCAGTGATGGTGA 
R: TCGCCAAACCAGGTATAGCA 

detection of cnf-1 

clbP 
F: ACCGTGACTGATGTAAGGGC 
R: GGCGATGAGTAACAGTTGGC 

qRT–PCR amplification 

clbM 
F: ATTTACCAACGCCCCCAACA 
R: TTATTCGCTGCTGACCGTGT 

qRT–PCR amplification 

clbC 
F: TGGCAATAAGCGGGTGGAAT 
R: TACTTACGCACAGTGGCTGG 

qRT–PCR amplification 

36B4 
F: TCCAGGCTTTGGGCATCA 

R: CTTTATCAGCTGCACATCACTCAGA 
qRT–PCR amplification 

IL-6 
F: TGAACAACGATGATGCACTTGCAGA 
R: GGAGAGCATTGGAAATTGGGGTAGG 

qRT–PCR amplification 

TNF-α 
F: CTTCCAGAACTCCAGGCGGTGC 

R: CGGGGCAGCCTTGTCCCTTGA 
qRT–PCR amplification 

KC 
F: TGCACCCAAACCGAAGTCAT 
R: TTGTCAGAAGCCAGCGTTCAC 

qRT–PCR amplification 

IL1- 
F: TGCTGGTGTGTGACGTTCCC 

R: TGCTGGTGTGTGACGTTCCC 
qRT–PCR amplification 

CNF-pBK 
F: CGAGAAGCTTTTTGATCAAAATTTTTTTGAAAATACCTTC 
R: CGACACTAGTGGATCATGGGTAACCAATGGCAAC 

Clonage of cnf gene in 
pBK-CMV plasmid 

PlasmidRe
v 

F: GATCCACTAGTGTCGACCTGCAG 
R: TCAAAAAGCTTCTCGAGAGTACTTC 

Clonage of cnf gene in 
pBK-CMV plasmid 

 

Plasmid Description Use Reference 

pKOBEG pBAD cloning vector harboring a λ phage 

redγβα operon; chloramphenicol 

resistant. 

Deletion of hlyA, cnf1 

and clbQ gene. 

Chaveroche et al 

(2000) 

pCPC20 FLP+, λ cI857+, λ, ρR Repts, APR, CmR Excision of 

kanamycin cassette.  

Cherepanov and 

Wackernagel 

(1995) 

pBK-CMV-

cnf 

pBK-CMV plasmid with cnf1-gene, 

kanamycin resistant. 

Clonage of cnf1 gene. This study 
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Table S2. Strains used in this study 

In vivo strains Description Strain 

reference 

11G5 Clinical isolated from tumours of CRC patients 

harbouring pks island (colibactin production). 
Clb+Cnf+ 

21F8 Clinical isolated from tumours of CRC patients 

harbouring pks island (colibactin production) and cnf1 

(CNF1 production). 

Clb+Cnf+ 

21F8Δcnf 21F8 strains deleted for cnf1 gene. Clb+Cnf- 

21F8ΔclbQ 21F8 strains deleted for clbQ gene. Clb-Cnf+ 

21F8ΔcnfΔclbQ 21F8 strains deleted for cnf1 gene and clbQ gene. Clb-Cnf- 

 

In vitro strains Description Strain 

reference 

21F8ΔhlyA 21F8 strains deleted for hemolysin A gene. Clb+Cnf+ 

21F8ΔhlyAΔcnf  21F8 strains deleted for hemolysin A gene and cnf1 

gene. 
Clb+Cnf- 

21F8ΔhlyAΔclbQ 21F8 strains deleted for hemolysin A gene and clbQ 

gene. 
Clb-Cnf+ 

21F8ΔhlyAΔcnfΔclbQ 21F8 strains deleted for cnf1 gene, hemolysin A gene 

and clbQ gene. 
Clb-Cnf- 
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Supplementary results 

The E. coli 21F8 cnf1-deleted strain was associated with alteration of the overall 

microbiota community structure in ApcMin/+ mice. 

 As both bacterial inoculation and intestinal tumour burden can affect the gut 

microbiota, we investigated the faecal microbiota composition by 16S rRNA gene sequencing 

using Illumina technology in ApcMin/+ mice 50 days post-infection with wild-type 21F8 E. coli 

or its mutants. Differences in the α-diversity of the microbial communities were assessed using 

Shannon, InvSimpson, richness and evenness indices. There was a significant decrease in all 

α-diversity index values (Supplemental Fig. S10) in mice inoculated with the protumorigenic 

Clb+Cnf- mutant (pairwise Kruskal–Wallis tests, FDR-adjusted P value: 0.015) compared to 

the values in the other mice. In contrast, there was no significant difference in the α-diversity 

indices between the other groups (pairwise Kruskal–Wallis tests, FDR-adjusted P values: 

0.130 to 0.754) 

Principal coordinate analysis and hierarchical clustering based on Bray–Curtis, 

Jaccard and weighted UniFrac distances were performed to uncover differences in the 

structure of the gut microbiota of the various groups (i.e., relative abundance) at the genus 

taxonomic level (Supplemental Fig. S11). In agreement with the α-diversity data, the results 

revealed two major clusters. The first cluster included mice inoculated with protumorigenic 

E. coli Clb+Cnf-, and the second cluster, which consisted of partially overlapping subclusters, 

included mice inoculated with the three other E. coli mutants. These differences in gut 

microbiota composition were supported by Adonis tests, which revealed a significant 

difference between these groups of mice (P value of the overall test: <0.001; FDR-adjusted P 

values of pairwise tests: 0.014 to 0.016), with no difference in microbiota composition 

dispersion within the groups (Permdisp2 test, P values 0.575 to 0.748). 
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 Networks connecting co-occurring bacteria and mutually exclusive bacteria 

(Supplemental Fig. S12) revealed two distinct subnetworks according to the E. coli genotype 

inoculated into mice. A well-structured subnetwork with numerous co-occurring links 

connecting Bacteroides, Blautia, Anaerotruncus, Erysipelotrichaceae genus, Robinsoniella, 

Flavonifractor and Escherichia was specifically associated with the mice inoculated with the 

protumorigenic E. coli Clb+Cnf-. This bacterial community shared dense negative 

correlations with the network associated with the mice inoculated with the other mutants, 

which were linked by a sparse network. These results were consistent with the significant 

changes in taxon abundance observed among the murine groups (Supplementary Fig. S13). 

Thus, dysbiosis was not observed in the mice inoculated with the wild-type strain 21F8, which 

produces both CNF1 and colibactin, whereas it was detected in the mice colonized by the 

protumorigenic cnf1-deleted isogenic mutant. Mice infected with 21F8 Clb+Cnf- strain also 

developed the most tumours, which was associated with an increase in the abundance of 

Bacteroides and Anaerotruncus, genera previously linked with CRC(Chen et al., 2012b; Feng 

et al., 2015). A previous metagenome-wide association study on stools from patients with 

advanced adenoma and CRC showed overrepresentation of Bacteroides and E. coli compared 

to those in stools from healthy subjects(Feng et al., 2015). Based on a comparison of intestinal 

lumen samples collected from CRC patients and healthy individuals, previous studies have 

proposed that Anaerotruncus is a key phylotype that contributes to differences in the 

composition of the intestinal lumen microbiota in CRC patients and healthy individuals(Lau 

et al., 2006; Chen et al., 2012b). The congruence between microbiota composition changes 

and tumorigenesis mediated by colibactin-producing E. coli supports the hypothesis of a role 

for these bacteria in CRC and emphasizes the importance of the ApcMin/+ murine model in 

investigations of the microbiota in the context of CRC.  
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Figure S10: E. coli Clb+Cnf- triggered a decrease in α-diversity compared to that with 

the isogenic E. coli Clb+Cnf+, Clb-Cnf+ and Clb-Cnf-. ApcMin/+ mice were orally gavaged 

with 109 colony-forming units of isogenic E. coli 21F8 Clb+Cnf+, Clb+Cnf-, Clb-Cnf+ or 

Clb-Cnf-. Genomic DNA was extracted from faeces collected at 50 days post-infection, and 

the microbiota composition was inferred from 16S rRNA sequencing. The Shannon, Simpson 

richness and evenness α-diversity indices were calculated from counts of the 16S rRNA ASVs. 

The significance of differences was assessed by Kruskal–Wallis tests. 



 

113 

 

 

 

 

 

Figure S11: The microbiota composition in mice inoculated with E. coli Clb+Cnf- 

significantly differs from that in mice infected with the wild-type strain (Clb+Cnf+) or 

with the isogenic mutants (Clb-Cnf+ and Clb-Cnf-). ApcMin/+ mice were orally gavaged 

with 109 CFU of E. coli 21F8 Clb+Cnf+, Clb+Cnf-, Clb-Cnf+ or Clb-Cnf-. Genomic DNA 

was extracted from faeces collected at 50 days post-infection, and the microbiota composition 

was inferred from 16S rRNA sequencing. The dissimilarity in microbiota composition was 

assessed at the genus taxonomic level using (A, B) Bray–Curtis, (C, D) Jaccard and (E, F) 

weighted UniFrac indices. They are reported via principal coordinates analysis (PCoA) plots 

(panels A, C and E) and heatmaps including unsupervised hierarchical clustering (panels B, 

D and F), showing two major clusters supported by Adonis and PermDisp2 statistical tests. 
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Figure S12: Network analysis of co-occurring bacteria and mutually exclusive bacteria 

in the intestinal microbiota of mice inoculated with the E. coli 21F8 wild-type strain 

(Clb+Cnf+) or inoculated with the isogenic mutants Clb-Cnf+, Clb-Cnf-, and Clb+Cnf-

. Taxa and E. coli genotypes are represented as blue and red nodes, respectively; taxon 

abundance is represented as node size; and edges represent positive (dark red) and negative 

(blue) significant associations assessed by the ensemble method. Significant associations with 

E. coli genotypes are indicated, as well as clusters of co-occurring bacteria (dashed circles). 

The significance of associations was assessed by 1000-fold permutation tests, and the P values 

were adjusted for multiple testing by the FDR procedure.  
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Figure S13: Taxon abundance (spare root) in the intestinal microbiota of ApcMin/+ mice 

inoculated with the E. coli 21F8 wild-type strain (Clb+Cnf+) or inoculated with the 

isogenic mutants Clb+Cnf-, Clb-Cnf+, and Clb-Cnf-. Taxa over- and underrepresented in 

the microbiota of mice inoculated with E. coli Clb+Cnf- compared to those in mice inoculated 

with other E. coli mutants are reported in panels A and B, respectively. The abundances were 

compared by Kruskal–Wallis tests, and P values were adjusted for multiple testing by the FDR 

procedure.   
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Supplementary Materials and Methods 

Construction of isogenic mutants 

E. coli 21F8 was transformed with pKOBEG, a plasmid encoding the Red proteins that 

protect linear DNA from degradation in bacteria. The plasmid was maintained in bacteria at 

30°C with 25 mg/L chloramphenicol and induced by 1 mM L-arabinose. The Flp recognition 

target-flanked cassette harbouring the kanamycin resistance cassette was generated by PCR 

from E. coli BW25141 with specific primers (Table S1) and high-fidelity Platinum Taq 

polymerase (Invitrogen) according to the manufacturer's instructions. The PCR products were 

electroporated in E. coli 21F8 cells previously washed with ice-cold water. The resulting 

21F8Δcnf and 21F8ΔclbQ isogenic mutants (KmR) were selected on Mueller-Hinton agar 

containing 50 mg/L kanamycin. The replacement of genes by the kanamycin resistance 

cassette was confirmed by PCR (Table S1). The kanamycin resistance cassette was then 

removed from 21F8Δcnf, 21F8ΔclbQ and 21F8ΔhlyAΔcnf bacteria by transient expression of 

the Flp recombinase from the pCP20 plasmid (Table S1), creating the sensitive-kanamycin 

strains used in the study. The 21F8ΔcnfΔclbQ and 21F8ΔhlyAΔcnfΔclbQ mutant was 

generated with the same method (Table S2). Genes deletions and absence of additional genetic 

modifications were checked by analysis of whole genome sequences (2 × 15-base pairs as 

paired-end reads with mean sequencing depth >50x) generated by the Illumina MiSeq system 

(Illumina) from genomic DNA extracted with a DNeasy UltraClean Microbial Kit (Qiagen) 

and libraries prepared with a Nextera XT Kit (Illumina). 

 

Cell culture 

Human colon adenocarcinoma HT-29 cells were cultured following ATCC guidelines. 

HT-29 cells (~75% confluent) were infected with E. coli at a multiplicity of infection (MOI) 

of 100 for 3.5 h. After infection cells were washed using PBS and culture with regular medium 
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supplemented with gentamycin (200 µg/mL). For cell cycle analysis (72h post-infection), cells 

were trypsinized for 5 min. Then cells were centrifuged for 7 min at 600 rpm and washed with 

PBS before fixation with 95°C ethanol at -20°C for a minimum of 30 min. After 

centrifugation, fixed pellet of cells was resuspended in PBS containing 15 μg/mL propidium 

iodide (Sigma) and 100 μg/mL RNase (ThermoFisher). Immediately after staining the cells 

were analysed on a LSR II Flow Cytometer ® (BD Biosciences) with at least 30,000 events 

and cell distribution in cell cycle phases was analyzed by FlowLogic software (Miltenyi 

Biotec). For γ-H2AX (24h post-infection) and p16INK4a immunofluorescence staining (72 

post-infection), cells were fixed with PBS with 4% formaldehyde for 10 min, permeabilized 

in PBS with 0.25% Triton X-100 for 10 min, and blocked with PBS with 5% foetal calf serum 

for 30 min. Anti-γH2AX primary antibodies (Cell Signaling, 9718) were diluted 1/400 or anti- 

p16INK4a antibody (1/500, ab54210, Abcam) and incubated overnight at 4°C. The secondary 

antibody used was Alexa 488-conjugated donkey anti-rabbit (ThermoFisher, A-21206) and 

A488-conjugated donkey anti-mouse IgG (Jackson ImmunoResearch, 715-545-150) with a 

1/400 dilution. Nuclei were stained with Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, B2261). Coverslips 

were mounted using Eukitt mounting solution (Dutscher, 045799). Images were taken using 

a Zeiss LSM 980 microscope. To evaluate the percentage of γH2AX- and p16INK4a-expressing 

cells, approximately 100 to 200 cells for individual wells were counted with QuPath 

software(Bankhead et al., 2017). Thresholds for optimal detection of DAPI and 488- p16INK4a 

signal were fixed at 10 and for 488- γH2AX, a 30-threshlod was accepted. CNF1 was purified 

thanks to LeMichez teams (Institute Pasteur) as described previously6. HT-29 infection was 

processed as previously with 21F8(Clb+Cnf-) strain and incubated with CNF1 purified protein 

(from 0.01 to 10 nM) and/or bleomycin sulfate (Sigma-Aldrich, B8416) at 200 µg/mL. The 

specific cytopathic effect of toxins on cultured epithelial HT-29 cells was observed with 

Giemsa staining. Briefly, cells were washed with PBS and fixed for 7 min at room temperature 
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using methanol. Cells were incubated 25 min with 10-fold-diluted-Giemsa solution, washed 

using distilled water and observed under Zeiss LSM 980 microscope. 

 

Senescence-associated β-galactosidase staining (SA -gal), MTT assay and senescence-

associated secretory phenotype (SASP) analysis. 

HT-29 cells were infected as described above and grown in complete cell culture 

medium supplemented with 200 µg/mL gentamycin for 3 days, and SA β-gal staining was 

performed using a Senescence Cells Histochemical Staining Kit (Sigma-Aldrich) according 

to the manufacturer’s instructions. The cells were counted, and the proportion of positive 

(blue) cells was expressed as a percentage of the total. In order to assess pro-proliferative 

effect of SASP, at 5 days post-infection, cells were washed twice with PBS and further 

incubated for 24h in serum-free culture medium. Conditioned media derived from uninfected 

and infected HT-29 cells were used to culture uninfected cells for 24 h. For proliferation 

analysis, cells were processed with an MTT Cell Viability Assay Kit (Sigma-Aldrich) 

according to the manufacturer’s instructions.  

An antibody array chip (Human Cytokine Array C5, RayBiotech Life) was used to evaluate 

72 secreted inflammatory factors in the conditioned medium according to the manufacturer’s 

instructions. The conditioned medium used was a mix of 3 replicates of cell culture infected 

by Clb+Cnf+ or Clb+Cnf- strains. The intensity of the signal on the array membranes was 

quantified by densitometry using ImageJ software and normalized to positive control signals. 

 

Western blot 

Proteins of treated HT-29 cells were extracted with the addition of 300 μL/well of lysis buffer 

(20 mM Tris HCl, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, NP-40 1% (v/v), 0.3%, 10 nM Sodium floride 
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(NaF), 20 mM NA3V04, cOmpleteTM Protease Inhibitor Cocktail, Roche; pH 7.4). Briefly cells 

were washed with 1X cold PBS, 60 µl of lysis buffer was added and cells were collected with 

cell scrapers (Fisher), centrifuged at 10,000 rcf for 5 min at 4°C. Before to conserve 

supernatants to -20°C, proteins was quantified with Bio-Rad DC protein Assay. Proteins were 

loaded in a 15% SDS-PAGE gel for electrophoresis migration and were transferred to a 

nitrocellulose membrane (Trans-Blot® Transfer System, Bio-Rad). After 1 h of incubation in 

blocking buffer (PBS-Tween 20 0.05%, 5% BSA), membranes were blotted with the primary 

antibodies anti-γH2AX primary antibodies (Cell Signaling, 9718) or anti-GAPDH (1/4000, 

2118, Cell Signaling) overnight at 4°C. Membranes were washed 3 times with PBS-Tween 

20 0.05% and then incubated with appropriate HRP- conjugated secondary antibodies diluted 

in blocking buffer (1/10000) for 1 h at room temperature. Membranes were washed 3 times 

and proteins were detected using ECL substrate (Enhanced ChemiLuminescence, ClarityTM 

Western ECL Substrate, Bio-Rad). Bands intensities were quantified using Image Lab 

software (Bio-Rad). 

 

Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) 

The amount of IL-8 secreted in the supernatants from cell culture at 24 h post-infection 

and the amounts of KC, IL-6 and TNF-α released by mouse colonic tissues were determined 

by ELISA (R&D Systems) according to the manufacturer’s instructions. 

 

Colonization of the ApcMin/+ mouse model and quantification of E. coli in stools and of E. 

coli associated with colonic mucosa 

Animal protocols were in accordance with French and European Economic 

Community guidelines (86-60, EEC) for the care of laboratory animals. Female C57BL/6j-
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ApcMin/+ mice (6-7 weeks of age) were randomized using the standard “= RAND( )” function 

in Microsoft Excel. Same litter mates were housed together in individually ventilated cages 

with three to five mice per cage. All mice were maintained on a regular diurnal lighting cycle 

(12:12 light:dark) with ad libitum access to food and water. Mice were infected with the 

clinical E. coli 11G5 or 21F8 strains or with the isogenic mutants of the 21F8 stain. To reduce 

the levels of endogenous gut bacteria, we administered streptomycin (2.5 g/L) for 3 days prior 

to oral inoculation with bacteria (∼1 × 109 bacteria in PBS). To enhance E. coli strain 

colonization, 3 days after oral inoculation, we administered vancomycin (0.5 g/L) and 

metronidazole (0.5 g/L) for 3 days. We periodically assessed faecal bacterial colonization. 

Faeces were collected, crushed (Ultra-Turrax, IKA) in PBS and spread on chromID CPS Elite 

agar (BioMérieux) plates, which allowed the detection of E. coli. A random selection of 10 E. 

coli/mouse was analysed by PCR using specific primers located in the clbQ gene of the pks 

island and in the cnf1 gene. Colonic tissues were treated as faeces. 

 

Total RNA extraction, cDNA synthesis and qRT–PCR 

Bacterial total RNA was extracted using a Direct-zol RNA MiniPrep Kit (Zymo 

Research) and treated with a Turbo DNA-Free Kit (Ambion) to remove any contaminating 

genomic DNA following the manufacturer’s instructions. DNase-treated RNA samples were 

purified with RNA Clean and Concentrator-25 (Zymo Research). The RNA quality was 

assessed by a bioanalyzer, and the RNA concentration was determined using a Qubit 2.0 

fluorimeter (Thermo Fisher Scientific). mRNAs were reverse transcribed using a PrimeScript 

RT Reagent Kit (Takara) following the manufacturer’s instructions. qRT–PCR was performed 

using 2 µl of cDNA SYBR Green Master Mix (BioRad) and 100 nM specific primers (Table 

S1). The mouse 36B4 gene was used as an endogenous control to normalize the target gene 
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expression. For analysis, the fold change for the target gene was calculated using the 2−ΔΔCT 

method after normalization to the control. For qRT-PCR on bacteria culture, the E.coli tufA, 

ClbP, ClbM, ClbC genes 95 °C for 5 min, and 50 cycles of 95 °C for 15 s, 60 °C for 20 s and 

72 °C for 40 s, followed by melting curve protocols with +0.5°C/s from 65°C to 95°C. For 

relative qRT-PCR, each gene expression was normalized to tufA using the 2−ΔΔCt method. 

 

Histological examination, scoring and immunohistochemical staining 

The colons of the animals were prepared as “Swiss rolls” and fixed with Methacarn’s 

solution for 24h before being embedded in paraffin. The paraffin-embedded colons were cut 

into 5 µm sections with a microtome, and the colonic sections were stained with haematoxylin 

and eosin. All tumours were histologically determined to be adenocarcinomas. The 

histological evaluation of the colonic sections was performed under blinded conditions by an 

expert pathologist using four easily identifiable pathological criteria: the extent of cellular 

infiltration (0-5), declining crypt architecture (crypt damage, 0-5), size and relative extent of 

ulceration (0-3), and absence or presence of oedema (0 and 1, respectively). 

For immunohistochemical staining, the sections were deparaffinized in Histoclear® for 30 

min, rehydrated in an ethanol gradient (100%, 95%, and 70%: 1 min each) and then incubated 

for 20 min at 95°C in Tris-EDTA buffer (10 mM Tris-Base, 1 mM EDTA, pH 9). Using an in 

situ hybridization and immunohistochemistry automated InSitu Pro VSi (Intavis), the sections 

were incubated with blocking buffer (1% bovine serum albumin in PBS) for 1 h at room 

temperature and then with the anti-p16INK4a antibody (1/500, ab54210, Abcam) or anti-

phospho-γH2AX antibody (1/560, #9718, Cell Signaling) overnight at 4 °C. After several 

washes with PBS, the sections were incubated for 2 h at room temperature with the 

corresponding biotin-SP-secondary antibody coupled with peroxidase (1/500, Jackson 
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ImmunoResearch). Development was performed using 3,3'-diaminobenzidine 

(Clinisciences). The sections were then counterstained with Mayer haematoxylin (Diapath) 

for 10 sec, rinsed under running water, dehydrated and mounted in Eukitt mounting solution. 

Microscopic images were acquired using a Zeiss Axioscan Z1 Scanner (Zeiss) and analysed 

using ZEN 2 software. To evaluate the percentage of γH2AX- and p16-expressing cells, 

approximately 20 to 100 crypts were assessed in each specimen. 

 

Whole-genome sequencing 

Genomic DNA (gDNA) was used as input for library preparation using the Illumina 

Nextera XT DNA library preparation kit (Illumina, San Diego, CA, USA). Genome assembly 

was performed using CLC Genomics Workbench v12 (Qiagen, Les Ulis, France). 

 

Microbiota composition analysis 

DNA was extracted from frozen (−80 °C within 1 h) mouse faecal samples using the HMS DNA 

extraction protocol Q as previously described7. DNA samples and quality controls (ZymoBIOMICS 

microbial standards and a negative control) were used for sequencing the V3-V4 variable region of 

16S rRNA genes using Illumina technology (2x300 paired-end reads on a MiSeq) according to 

Klindworth et al 8 and the manufacturer’s guidelines. Sequence data were joined with PEAR9 and 

then processed using the current recommended protocol for UPARSE10 

(https://drive5.com/usearch/manual/uparse_pipeline.html, accessed 20th November 2020) 

with the UNOISE3 algorithm to generate an amplicon sequence variant (ASV) table. 

Singletons and any ASVs present at <0.01% relative abundance across all samples were 

removed before further analyses. Taxonomy assignment was performed with the SILVA 

database 132 (https://www.arb-silva.de/) and SINTAX80 classifier(Edgar, 2018). Subsequent 

analyses of diversity were performed in R using the Vegan and Phyloseq packages(McMurdie 

https://www.arb-silva.de/
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and Holmes, 2013); R package version 2.5-6, https://CRAN.R-project.org/package=vegan] 

with >10,000 sequences per sample. The data were normalized by total sum scaling and square 

root transformation as previously described(Paulson et al., 2013). Taxon association networks 

were determined according to the ensemble method as previously reported(Lima-Mendez et 

al., 2015). This method assesses the associations by combining Bray–Curtis dissimilarities 

with Pearson’s correlation and Spearman’s rho. The P values were computed from 1000-fold 

permutation tests and were adjusted for multiple testing by the FDR procedure. Significant 

associations (FDR-adjusted P values <0.05) are presented as edges in the resulting networks.  

https://cran.r-project.org/package=vegan
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Commentaires de la publication n°1 & perspectives 

1) Cnf1 contrecarre l’activité cancérigène des CoPEC 

Les E. coli pks+ provoquent des CDB des cellules hôte pouvant conduire à un taux 

élevé de mutations et favorisant l’émergence de tumeurs intestinales (Dougherty and Jobin, 

2021). Cnf1 est pro-inflammatoire (Fabbri and Bracci, 2022). Nous avons donc émis 

l’hypothèse que la co-production de ces deux toxines pourrait exacerber la tumorigenèse 

colorectale induite par les CoPEC. Cependant, de manière surprenante, les souris ApcMin/+ 

colonisées par la souche 21F8 (CoPEC produisant Cnf1) avaient un nombre de tumeurs 

coliques significativement inférieur à celui des souris colonisées par la souche CoPEC 11G5 

(souche CoPEC de référence du laboratoire non productrice de Cnf1). Pour comprendre ce 

résultat, des mutants isogéniques de la souche 21F8 ont été générés : délétion de cnf1 

(Clb+Cnf-), de clbQ (Clb-Cnf+) et double délétions (Clb-Cnf-). Les souris ApcMin/+ colonisées 

par la souche Clb+Cnf- développaient significativement plus de tumeurs que les souris 

infectées par la souche 21F8 sauvage (Clb+Cnf+), qui n’en développaient pas plus que les 

souris colonisées par la souche Clb-Cnf-. Aucune différence de colonisation entre les souches 

n’a pu être mise en évidence. Ainsi, contrairement à ce que nous attendions, Cnf1semblait 

limiter la tumorigenèse induite par la colibactine dans notre modèle de souris prédisposées au 

CCR.  

Pour vérifier que l’effet observé n’était pas lié à un défaut de production de la 

colibactine en présence de cnf1, différentes expérimentations ont été réalisées. Nous avons 

réalisé des qPCR des gènes ClbC, ClbM et ClbP répartis sur l’îlot pks. La délétion de cnf1 

n’impactait pas la transcription de ces gènes. Nous avons vérifié que les effets des deux 

toxines étaient bien retrouvés lors de l’infection de culture cellulaire par la souche 21F8 et par 

ses mutants. Les cellules épithéliales coliques HT29 ont été infectées par les souches 

Clb+Cnf+, Clb+Cnf- et par la souche Clb+Cnf- transcomplémentée avec le gène cnf1 à l’aide 

du plasmide pBK-CMV (Clb+Cnf- +pBK-cnf1). Les phénotypes obtenus (modifications 

morphologiques des cellules, altération du cycle cellulaire, présence de CDB objectivée par 

le marquage γ-H2AX) ont démontré que les souches pouvaient produire les toxines, validant 

que l’effet observé sur la réduction du nombre de tumeurs en présence de Cnf1 n’était 

probablement pas dû à un défaut de production.  

Nous avons injecté par voie rectale la protéine Cnf1 à des souris ApcMin/+ colonisées 

par la souche 11G5 sauvage ou 21F8 mutée (Clb+Cnf-). Les souris ayant reçu régulièrement 
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Cnf1 présentaient un nombre de tumeurs significativement réduit par rapport aux souris ayant 

reçu du PBS à la place, confirmant l’effet de la toxine Cnf1 sur la tumorigénèse induite par 

les CoPEC.  

L’ensemble de ces résultats suggère donc que Cnf1 entrave l’activité cancérigène des 

CoPEC dans un modèle murin de prédisposition au cancer colorectal. 

 

2) Cnf1 diminue la génotoxicité induite par les CoPEC 

Pour expliquer le rôle préventif de Cnf1 sur la tumorigenèse induite par les CoPEC, 

une diminution de la génotoxicité des CoPEC en présence de cnf1 a été recherchée in vitro et 

in vivo. Nous n’avons pas observé de différence significative entre le marquage γ-H2AX de 

la muqueuse colique des souris colonisées par la souche Clb+Cnf+ et celui des souris 

colonisées par la souche Clb+Cnf-. De même, aucune différence en termes de marquage ɣ-

H2AX n’a été observée en culture cellulaire entre ces deux souches. Toutefois, nous avons 

constaté une diminution drastique du marqueur γ-H2AX dans les cellules HT29 infectées par 

la souche transcomplémentée Clb+Cnf- +pBK-cnf1. Le gène cnf1 étant plasmidique dans cette 

souche et chromosomique dans la souche sauvage, nous avons émis l’hypothèse que la 

production de Cnf1 était plus importante dans la souche transcomplémentée et, qu’avec une 

dose plus forte, Cnf1 pourrait agir sur la capacité génotoxique de la bactérie. Ainsi, pour 

confirmer cette hypothèse, nous avons infecté les cellules HT29 avec la souche Clb+Cnf- en 

présence de la protéine Cnf1 et nous avons pu observer une diminution du marquage γ-H2AX 

démontrant que Cnf1 a la capacité de réduire partiellement la génotoxicité de la colibactine. 

Toutefois, à fortes concentrations, l’effet protecteur de Cnf1 sur les dommages de l’ADN était 

abrogé.  

Même si cela n’a pas été observé dans nos modèles avec la souche sauvage, nous ne 

pouvons pas éliminer l’hypothèse que les CoPEC puissent, dans certaines conditions, produire 

plus de Cnf1 et donc limiter la génotoxicité de la colibactine. Cet effet pourrait passer par les 

systèmes de réparation de l’ADN et être en partie expliqué par l’action directe de Cnf1 sur 

l’activation des protéines Rho GTPases (Fiorentini et al., 1997). Les protéines Rho et Rac de 

la famille des RhoGTPases sont activées en réponse à différents agents endommageant l'ADN, 

notamment les CDB (Magalhaes et al., 2021). Puisque la colibactine provoque des CDB dans 

les cellules de mammifères, nous pouvons supposer que ces enzymes soient activées dans les 

cellules infectées. De plus, une forte activité des Rho GTPases est directement corrélée à une 
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haute capacité de réparation de l'ADN des cellules (Magalhaes et al., 2021). Ainsi, nous 

pouvons imaginer que Cnf1, en activant de façon constitutive ces enzymes, pourrait faciliter 

une réparation efficace de l’ADN et ainsi limiter l’effet cancérigène de la colibactine. D’autre 

part, Huelsenbeck et al. ont découvert que l'activation de Rac1 induite par Cnf1 régule 

positivement l'expression de RhoB dans les lignées de cellules épithéliales, y compris les 

cellules HT29 (Huelsenbeck et al., 2013). Or, il est intéressant de noter que des études révèlent 

un rôle suppressif de RhoB dans le cancer grâce à des effets inhibiteurs sur la prolifération 

cellulaire, la survie, l'invasion et les métastases (Ju and Gilkes, 2018). Ces observations in 

vitro ont été étayées par des découvertes in vivo selon lesquelles les cellules déplétées en RhoB 

formaient des tumeurs plus efficacement que les cellules exprimant RhoB lorsqu'elles étaient 

injectées par voie intrapéritonéale à des souris (Liu et al., 2001). De plus, des cellules 

transfectées avec différentes constructions (ajout d’un groupement farnésyl-pyrophosphate ou 

géranylgéranyl-pyrophosphate) de RhoB et implantées en sous-cutanée à des souris nude ne 

développaient pas de tumeurs contrairement à des souris infectées par des cellules non 

transfectées (Chen et al., 2000). Toutefois, des études ont également montré que RhoB 

contribue à la formation de tumeurs et que ses fonctions dans le cancer dépendent fortement 

du contexte et sont spécifiques du type cellulaire (Mazieres et al., 2004). Plusieurs études 

suggèrent que RhoB joue deux rôles distincts et opposés dans le contexte de l'initiation de la 

tumorigenèse par rapport à la progression et à l'agressivité de la tumeur  (Ju and Gilkes, 2018). 

Pour compléter notre travail, il serait donc intéressant de déterminer si l’activité de RhoB est 

augmentée dans notre modèle d’infection mais également dans d’autres modèles de CCR. 

Nous pourrions également analyser les effecteurs en aval des voies activées par les 

RhoGTPases comme par exemple, évaluer le niveau du facteur de transcription p53 ou de la 

protéine Chk2 (activées suite à la détection de CDB) qui favorisent la réparation des 

dommages par la voie NHEJ/HR (Magalhaes et al., 2021). Nous pourrions réaliser ces 

expériences en modèle cellulaire HCT116 qui n’est pas muté pour p53 contrairement aux 

cellules HT29.  

En conclusion, Cnf1 pourrait améliorer la réponse aux dommages de l’ADN induits 

par l’action de la colibactine. Toutefois, cette action ne semble pas à elle seule expliquer la 

diminution du nombre de tumeurs observée dans notre modèle de souris ApcMin/+. 
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3) Cnf1 impacte le phénotype sécrétoire associé à la sénescence cellulaire induite 

par les CoPEC 

Nous avons observé in vitro et in vivo que les CoPEC possédant cnf1 induisent moins 

de sénescence que le mutant délété de cnf1. Nous avons donc analysé le phénotype sécrétoire 

associé à la sénescence (SASP), puisque celui-ci a été associé au développement tumoral 

induit par les CoPEC (Dalmasso et al., 2014; Cougnoux et al., 2014). L’analyse du profil 

sécrétoire des cellules HT29 a seulement révélé une légère augmentation de la production 

d’IL-8 lorsque cnf1 était délété et aucune différence sur la production de facteurs de croissance 

et sur la prolifération cellulaire n’a été observée. Toutefois, bien que faible in vitro, nous avons 

voulu savoir si cette différence d’IL-8 était retrouvée in vivo. 

Les niveaux d’ARNm de Kc, l’analogue murin de l’IL-8, étaient significativement plus 

élevés dans les tissus intestinaux de souris colonisées par le mutant Clb+Cnf- que ceux 

colonisés par la souche sauvage ou par les autres mutants (Clb-Cnf+ et Clb-Cnf-). Cette 

augmentation était associée à celle d’autres cytokines. Le score histologique des souris 

colonisées par le mutant Clb+Cnf- dévoilait une inflammation plus importante, caractérisée 

essentiellement par une infiltration des cellules inflammatoires. Toutefois, même si une 

différence était bien notée, cette inflammation restait à bas bruit. Ce résultat peut sembler 

paradoxal car dans les modèles d’infection aiguë par des UPEC, Cnf1 a été associé à une 

activité pro-inflammatoire après avoir été injecté dans la vessie des souris (Rippere-Lampe et 

al., 2001). Cependant, il a également été montré en modèle murin mimant la maladie 

d’Alzheimer que Cnf1 permet de limiter la surexpression de cytokines pro-inflammatoires 

telles que l’IL-8 en cas d’infection chronique (Loizzo et al., 2013). 

L’interleukine-8 est une chimiokine qui permet le recrutement des polynucléaires 

neutrophiles et des monocytes. Elle a été associée à la progression de nombreux cancers dont 

le CCR (Ginestier et al., 2010; Alfaro et al., 2016; Dominguez et al., 2017).  

Par son action pro-inflammatoire elle pourrait participer à l’inflammation chronique 

qui est un facteur de risque du cancer (Elinav et al., 2013). De plus, la stimulation de cellules 

coliques HT29, CaCo2 et HCT116A par de l’IL-8 recombinante accroît la prolifération de ces 

cellules alors que la neutralisation de l’effet de l’IL-8 endogène permet de réduire la 

croissance de ces cellules (Brew et al., 2000).  

Par son activité chimiokine, elle attire les polynucléaires neutrophiles qui peuvent 

exercer une action pro-tumorale  (Zhang et al., 2016). En effet, les neutrophiles libèrent des 
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substances microbicides comme les dérivés réactifs de l’oxygène (ROS), la NO-synthase ou 

des protéases particulièrement destructrices pour les tissus de l’hôte qui pourraient être source 

d’instabilité génétique (Haqqani et al., 2000).  Il a également été montré que l'exposition aux 

neutrophiles activés augmente le nombre d'erreurs de réplication dans les cellules épithéliales 

du côlon (Campregher et al., 2008). Dans le modèle murin de CCR associé à la colite (CAC), 

la déplétion des neutrophiles réduit nettement le nombre et la taille des tumeurs, indiquant le 

rôle crucial des neutrophiles dans l'initiation et la progression du CAC (Wang et al., 2014). 

Pour étudier et valider ou non l’implication de l’IL-8 dans la tumorigenèse des CoPEC, 

nous pourrions utiliser notre modèle de souris ApcMin/+ colonisées par la souche Clb+Cnf- et 

injecter aux souris des anticorps anti-KC (homologue de l’IL-8 humaine). Toutefois, l’impact 

de la colibactine semble plus global (génotoxicité, stress oxydatif, sénescence) et il a été 

rapporté par Arthur et al. dans le modèle murin AOM/Il10−/− mono-colonisé par une souche 

de CoPEC, que la suppression de l'îlot pks diminue la multiplicité tumorale sans altérer 

l'inflammation intestinale (Arthur et al., 2012). Néanmoins, dans notre modèle murin ApcMin/+, 

nous observons une inflammation à bas bruit lorsque nous infectons les animaux avec les 

souches CoPEC 21F8 Clb+Cnf- ou 11G5 (Clb+Cnf-). La colibactine pourrait en effet avoir 

un léger rôle pro-inflammatoire dans ce modèle murin (Lucas et al., 2017; Dougherty et al., 

2023).. L’importance du modèle choisi semble donc être à prendre en compte pour étudier 

l’effet inflammatoire des CoPEC. 

Le modèle murin ApcMin/+ que nous avons choisi est un des modèles de susceptibilité 

au CCR couramment utilisé notamment dans le contexte d’infection au CoPEC (Li et al., 

2012; Lucas et al., 2020). Néanmoins ces souris ont été génétiquement modifiées pour 

permettre le développement spontané de tumeurs intestinales. Il serait donc intéressant 

d’étudier l’effet protecteur de Cnf1sur la tumorigenèse induite par les CoPEC dans d’autres 

modèles de CCR où le microenvironnement tumoral peut être différent. Le modèle AOM/DSS 

qui utilise l’association du DSS pour induire une inflammation associée à l’agent carcinogène 

AOM pourrait être utilisé (Robertis et al., 2011). Toutefois, l’utilisation du DSS en induisant 

une forte inflammation pourrait masquer l’effet modulateur de Cnf1 sur l’inflammation à bas 

bruit et la sénescence induite par les CoPEC. 
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 Pour conclure, nos travaux ont montré que Cnf1 pouvait potentiellement entraver la 

carcinogenèse colorectale induite par les CoPEC en empêchant l’émergence d’un 

microenvironnement favorable au développement tumoral. 
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Travail expérimental de l’axe 2 :  

Implication de la mucine-protéase Vat dans la colonisation et la 

tumorigenèse des CoPEC 

 

Pour que la colibactine agisse, il est nécessaire que les E. coli qui la produisent 

(CoPEC) soient en contact avec la cellule de l’hôte (Nougayrède et al., 2006). La sécrétion 

d’une couche de mucus par différents types de cellules humaines de l’épithélium colique 

permet d’atténuer les effets génotoxiques de la colibactine (Reuter et al., 2018). Cet effet 

protecteur du mucus a également été récemment mis en évidence en modèle murin (Harnack 

et al., 2023). Dans des conditions physiologiques, les souris colonisées par des CoPEC avaient 

un microbiote luminal tenu à distance de l’épithélium intestinal par une couche de mucus. En 

revanche, lorsque les souris consommaient de l’eau contenant du DDS à 2,5%, la muqueuse 

épithéliale intestinale était altérée, comme cela avait déjà été rapporté (Chassaing et al., 2014). 

De plus, après traitement au DSS, les bactéries du microbiote étaient plus proches des cellules 

épithéliales que ce soit chez les souris colonisées avec des CoPEC ou chez des souris 

colonisées avec des E. coli non producteurs de colibactine (clbR). Toutefois, il est dommage 

que dans cette étude, les E. coli ne soient pas spécifiquement marqués afin d’observer leur 

localisation par rapport à l’épithélium. Pénétrer la barrière de la couche de mucus intestinale 

semble donc être une condition nécessaire pour que les bactéries E. coli pks+ induisent des 

effets génotoxiques sur les cellules de l’épithélium colique. 

Certaines bactéries possèdent des enzymes capables de cliver la partie protéique des 

mucines ; elles sont nommées mucine-protéases. Les bactéries produisant des mucine-

protéases ont essentiellement été décrites chez des bactéries responsables de diarrhées chez 

l’Homme telles que Vibrio cholerae, Shigella flexneri, et certains pathotypes d’E. coli comme 

les EPEC et les EHEC (Silva et al., 2003; Parham et al., 2004; Dautin, 2010). Elles 

permettraient aux pathogènes de traverser la couche de mucus. D’autres mucine-protéases Pic, 

Hbp/Tsh et Vat, appartenant à la famille des SPATE, ont été retrouvées chez les UPEC et elles 

permettraient aux souches de coloniser les muqueuses (Henderson et al., 1999; Gutiérrez et 

al., 2015; Díaz et al., 2020). La protéine Vat a également été retrouvée chez les E. coli 

adhérent-invasifs (AIEC) ; elle diminuerait la viscosité du mucus favorisant une pénétration 

des bactéries en profondeur dans le mucus (Gibold et al., 2016).  
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Le fait que Vat, Pic et Hbp aient été décrites dans plusieurs souches d’E. coli qui sont 

associées au phylogroupe B2, nous nous sommes demandé si les CoPEC (majoritairement 

retrouvées dans le phylogroupe B2) pouvaient posséder de telles enzymes facilitant leur 

accès à l’épithélium intestinal colique et favorisant ainsi la tumorigenèse colorectale. 

 

Les résultats de ce travail de recherche vont faire l’objet d’un article, qui sera prochainement 

publié.  

“The mucin-protease Vat increases colonisation and colorectal tumorigenesis of colibactin-

producing Escherichia coli.” 

 

Héloïse Chat, Léa Girondier, Guillaume Dalmasso, Vachias Caroline, Laurent Guillouard, 

Virginie Bonnin, Devon Kavanaugh, Aurélien Birer, Mathilde Bonnet, Nicolas Barnich, 

Richard Bonnet, Julien Delmas 
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Abstract 

The colonic mucosa of colorectal cancer patients is abnormally colonized by colibactin 

toxin-producing Escherichia coli (pks+ E. coli). These strains induce DNA damage leading 

to cell cycle arrest when pks+ E. coli are in close contact with the cells of the intestinal 

epithelium. Therefore, the integrity of the mucus layer in the intestinal epithelial mucosa is 

crucial for counteracting the effect of colibactin. The Vat protein is a mucin protease capable 

of degrading MUC2 mucus proteins, previously described in an adherent and invasive 

Escherichia coli strain. Our work showed that the vat gene is found in the genome of all pks+ 

E. coli strains isolated from patients with colon cancer. The E. coli pks+vat- mutant has a 

limited ability to cross mucus compared to the E. coli pks+vat+ wild-type. Cells infected with 

the E. coli pks+vat- strain show a reduction in the ɣ-H2AX staining, a DNA damage marker. 

Infection of C57BL/6 ApcMin/+ mice with either the E. coli pks+vat+ strain or the E. coli 

pks+vat- mutant, revealed that Vat enhances the ability of pks+ E. coli to colonize the 

intestinal mucosa. Tumorigenesis was reduced in mice infected with the E. coli pks+vat- 

strain. This study reveals that Vat promotes crossing of the intestinal mucus layer, 

colonisation, and carcinogenicity of pks+ E. coli. 

 

KEYWORDS: colorectal cancer - Escherichia coli - colibactin - mucin - pks 
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Introduction 

 Colorectal cancer (CRC) is the third most comment cancer worldwide1. Sporadic CRC 

(~85% of CCR) is associated with Western lifestyle and microbiota dysbiosis2. Gut microbiota 

could drive initiation and/or progression of CRC, throughout direct and indirect mechanisms 

as exacerbated inflammation, senescence of cell-infected, DNA damaging, cell cycle 

alterations and tumour proliferation3. CRC-promoting bacteria has been described as “drivers” 

capable of promoting the early stages of tumours development as Bacteroides fragilis, 

Enterococcus faecalis or some strains of Escherichia coli4. Colonic-mucosa-associated E. coli 

isolated from CRC patients were associated with a high percentage of cyclomodulin-

producing E. coli belonging to B2 phylogroup and most of them possessed pks island (pks+ 

E. coli) that encodes the genotoxin colibactin5. Cohort studies have identified enrichment in 

pks+ E. coli of CRC colon tissues (55-67%) compared to control group tissues (20-21%)6–8. 

Moreover, pks+ E. coli increased number of tumours in various CRC mouse models7,9,10. 

These E. coli induce double-strand DNA breaks (DSB), DNA mutations and cell cycle 

arrest5,11. Distinct mutational signature of pks+ E. coli was found after human organoids 

infection, which was also detected in a subset of CRC patients12. However, the genotoxic 

effects of pks+ E. coli occur only upon direct contact between live bacteria and epithelial 

cells5. If the E. coli were inactivated by heat or gentamicin or spatially separated from 

mammalian cells by a 0.2 μm permeable membrane, no effect is observed5. Therefore, the 

effect of colibactin appears to be contact-dependant and may be reduced by the presence of 

the protective mucus layer recovering the digestive tract13 14. Recently, Harnack et al., have 

shown that a thick mucus layer separated the luminal microbiota from the healthy colonic 

epithelium of mice infected with a pks+ E. coli15 . However, when the protective mucus layer 

of mice is disrupted by dextran sulfate sodium (DSS), the distance between pks+ E. coli and 

epithelial cells is shorter compared to infected mice without DSS15. In addition, the disruption 
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of the mucus barrier was associated with an increase of DNA damage and extensive injury to 

the colon epithelium. Thus, the integrity of mucus layer seems to be primordial to prevent 

tumorigenesis induced by pks+ E. coli. 

Pathogens have developed specific mechanisms to subvert and penetrate the mucus 

barrier. Some bacteria can directly act on the mucin through a mucinase activity. StcE is a 

metallo-protease described in enterohemorragic E. coli (EHEC) O157:H7 that contributes to 

the attachment of these bacteria to the intestinal epithelium16,17. The EatA autotransporter 

found in enterotoxigenic E. coli (ETEC) is involve in mucin degradation allowing the delivery 

of E. coli toxins to the cell surface18. Another example is the autotransporter Pic found in 

enteroaggregative E. coli (EAEC) and Shigella flexneri. Pic protease can degrade a variety of 

mucins (MUC2 and MU5AC) and enhances mice colonisation by EAEC19. The adherent and 

invasive E. coli strain LF82 (AIEC) produces a protease called Vat that is implicated in the 

degradation of mucins and therefore decreases mucus viscosity20. The Hbp/Tsh proteases 

harbour also in vitro a mucinase activity21,22. Nevertheless, the presence of pic, vat and 

Tsh/Hbp genes was positively associated to phylogroup B2 and extraintestinal pathogenic E. 

coli (ExPEC). We wondered whether these proteases were present in pks+ E. coli and could 

play a role in their pathogenesis. 

 

 

  



 

137 

 

Materials and methods 

Bacterial strains and construction of isogenic mutants 

The clinical E. coli POP198 and 11G5 strains were isolated from patients of Clermont-

Ferrand’s hospital (Table S1, supplemental data). Strains were isolated as described 

previously6. vat isogenic mutants were generated using the method described by Datsenko et 

al.23 and modified by Chaveroche et al.24. Briefly, E. coli POP198 and 11G5 were transformed 

with pKOBEG, a plasmid encoding the Red proteins that protect linear DNA from degradation 

in bacteria. The plasmid was maintained in bacteria at 30°C with 34 µg/L chloramphenicol 

and induced by 1 mM L-arabinose. The Flp recognition target-flanked cassette harbouring the 

spectinomycin resistance cassette was generated by PCR from Klebsiella CH404 strain with 

specific primers (Table S2). The PCR products were electroporated in E. coli POP198 or 

11G5 cells previously washed with ice-cold water. The resulting POP198Δvat and 11G5Δvat 

isogenic mutants (SpR) were selected on Mueller-Hinton agar containing 50 µg/L 

spectinomycin. The replacement of genes by the spectinomycin resistance cassette was 

confirmed by PCR (Table S2). Vat deletion was double-checked by PCR using internal 

primers (Table S2). 

To obtain transcomplemented strains, vat gene was cloned into the pBAD33.1 plasmid 

(Table S2) using the In-Fusion® HD Cloning system (Takara). A histidine-tag was added in 

the C-terminal part of vat. The POP198Δvat and 11G5Δvat were electroporated with 

sequenced pBAD33.1-vat plasmid. For experiments, strains were growth in Lysogenic Broth 

(LB) overnight at 37°C with 110 rpm agitation. All the strains used for this study are 

summarised in Table S1. 
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Screening of vat and pks genes 

PCR were performed using the primers listed in Table S2. to screen the presence of 

vat or pks island in E. coli from patients Clermont-Ferrand’s hospital (n=112).  

 

Vat-(6X His-tag) cloning 

With the In-Fusion® HD Cloning (Takara), vat gene (accession no. CAP748833.1) was 

amplified with a 6X Histidine-tagged sequence using the primers listed in Table S2. PCR 

product was inserted into XbaI and HindIII-digested pBAD33.1 plasmid, then ligation steps 

were processed thanks to T4 DNA ligase (NEB) and transformed into NEB® 5-alpha 

Competent E. coli, according to the supplier’s protocol. Bacteria that have received pBAD33.1 

plasmid where selected on LB agar plates supplemented with 34 µg/ml chloramphenicol. 

Plasmid was extracted from bacteria cells with NucleoSpin Plasmid, Mini kit for plasmid 

DNA (Macherey-Nagel) and sequenced with primers described listed in Table S2. Once the 

sequence pBAD33.1-vat (6X His-tag) was checked, plasmid was inserted into POP198Δvat 

and 11G5Δvat isogenic mutants, as in E. coli BL21(DE3) competent cells (ThermoFisher) for 

Vat protein purification.  

 

Purification of Vat-histidine protein  

2 mL of an overnight culture of E. coli BL21(DE3) containing the pBAD33.1-vat-6His 

were added to 200 mL in LB medium containing 34 µg/ml chloramphenicol and 0,2% L-

arabinose (Sigma-Aldrich) and grown with shaking of 110 rpm at 37°C until OD600nm = 0.8. 

Then, the cells were collected by centrifugation at 2,400 rpm for 10 minutes at 4°C. 

Supernatant was filtered and conserved at 4°C until SDS-PAGE analysis. Cell pellet was 
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resuspended in 200 µL of solution buffer (10 mM Tris-Hcl at pH 8.0, 7 M Urea, 100 mM 

NaH2PO4) and centrifuged for 1 hour at 15,000 rpm at 4°C before supernatant and pellet SDS-

PAGE analysis.  

SDS-PAGE analysis 

Proteins were loaded in a 12% SDS-PAGE gel for electrophoresis migration and were 

transferred to a nitrocellulose membrane (Trans-Blot® Transfer System, Bio-Rad). After 1 h 

of incubation in blocking buffer (PBS, 0.05% Tween 20, 5% BSA), membranes were blotted 

overnight at 4°C with a primary antibody directed against the 6× His tag (MA121315, 

Invitrogen, diluted in blocking buffer to 1/1000). Membranes were washed 3 times with PBS- 

0.05%-Tween 20, incubated 1 h in blocking buffer (PBS-0.05% Tween 20, 5% milk) and then 

incubated with HRP-conjugated secondary antibodies (7076S, Cell Signalling, diluted in 

blocking buffer to 1/10000) for 1 h at room temperature. Membranes were washed 3 times 

and proteins were detected using ECL substrate (Enhanced ChemiLuminescence, ClarityTM 

Western ECL Substrate, Bio-Rad). 

 

Monolith X interaction assays 

 Purified Vat (6X His-tag) was labelled according to Monolith protein Kit RED-NHS 

2nd Generation kit and 20 nM of labelled protein were used with several dilution of mucin 

(18.8 µM to 0.58 µM, bovine submaxillary gland (Sigma-Alrich)). 

 

Mucin gel penetration assay 

The mucin gel penetration assay was used as previously described20. Briefly, a solution 

containing 10% mucin of porcine respiratory tract (Sigma) and 0.3% agarose in HBSS was 

loaded into a 1.2-mL injection syringe, creating a mucous column. A 0.1 mL prepared 
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bacterial cells (109 cells/mL) was layered onto the mucin. The columns were incubated for 3 

h at 37°C in a vertical position. Afterwards, four fractions (each one contains 0.3 mL) were 

collected from the button by applying gentle pressure. Each fraction was serially diluted and 

plated to the columbia blood medium for CFU (Colony-Forming Unit) enumeration. 

 

Vat qRT–PCR 

Bacterial total RNA was extracted using a Direct-zol RNA MiniPrep Kit (Zymo 

Research) and treated with a Turbo DNA-Free Kit (Ambion) to remove any contaminating 

genomic DNA following the manufacturer’s instructions. DNase-treated RNA samples were 

purified with RNA Clean and Concentrator-25 (Zymo Research). The RNA quality was 

assessed by a bioanalyzer, and the RNA concentration was determined using a Qubit 2.0 

fluorimeter (Thermo Fisher Scientific). mRNAs were reverse transcribed using a PrimeScript 

RT Reagent Kit (Takara) following the manufacturer’s instructions. qRT–PCR was performed 

using 2 µl of cDNA, the SYBR Green Master Mix (BioRad) and 100 nM specific primers 

(Table S1). The bacteria TufA gene was used as an endogenous control to normalize the target 

gene expression. For analysis, the fold change for the target gene was calculated using the 

2−ΔΔCt method after normalization to the control. 

 

Cell culture 

Human colon adenocarcinoma HT29 cells and HT29-16E (with mucus-production) 

were cultured as previously described25. Cells were maintained in an atmosphere containing 

5% CO2 at 37°C in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% 

(v/v) foetal calf serum (Lonza), 1% L-glutamine (Life Technologies), 200 U penicillin, 50 mg 

of streptomycin and 0.25 mg of amphotericin B per litre. For infection experiments, cells were 

seeded at a density of 2×105 cells per square centimetre in 24-well culture plates with cover 
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slides for 21 days in order to allow them to produce mucin. Cells were infected with E. coli at 

a multiplicity of infection (MOI) of 10 or 100 for 45 or 90 min or 3 h.  

For the adhesion assays, cells were infected for 3 h at a MOI of 100. At the end of the 

infection, cells were washed in PBS then lysed with 1% Triton X-100 (Sigma) in deionized 

water. Finally, the samples were diluted and plated on LB agar plates to determine the number 

of CFU/mL corresponding to the total number of cell-associated bacteria.  

 

Fluorescence in situ hybridisation (FISH) 

To visualize E. coli at the end of 45 min of infection, HT29-16E infected cell wells 

were directly fixed for 24 h with a fixative solution of Poloxamer 407 (Sigma-Aldrich, 16758)  

to 20% (w/w) in 10% NBF (Neutral Buffered Formalin, Sigma-Aldrich, HT501128) solution 

to enhance mucus structure integrity during fixation and to initiate polymerization at room 

temperature as published by Macedonia et al.26. Cover slides were washed in 100 % methanol 

and conserved at -20°C or directly used with the following procedures. Cells were washes 

with PBS with hybridization solution (20 mM Tris-Hcl, pH 7.4, 0.9 M NaCl, 0.1% (w/v) 

SDS), before to be incubated with 5 ng.µL-1 of Cy3-E. coli probes (Table S2). Paraffin was 

used to prevent drying and cover slides were incubated at 46°C for 3 h in a humidified 

chamber. Slides were washed in PBS 3X for 5 min, before nuclei staining with Hoechst 33342 

(Sigma-Aldrich, B2261) and mucus with 647-Wheat Germ Agglutinin (ThermoFisher, 

W32466). Coverslips were mounted using Mowiol preparation (Dutscher, 494338). Images 

were taken using a Zeiss LSM 980 microscope. To evaluate the distance between bacteria and 

epithelial cells, Imaris software was used, and bacteria count was determined for each 1 µm 

layer in each field counted.  
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Immunofluorescence 

For γ-H2AX immunofluorescence staining, following infection, cells were washed 

using PBS, then post-infection media was added: DMEM culture media supplemented with 

gentamicin (200 µg/mL). After 24 h in post-infection media, cells were fixed with PBS with 

4% formaldehyde for 10 min, permeabilized in PBS with 0.25% Triton X-100 for 10 min, and 

blocked with PBS with 5% foetal calf serum for 30 min. Anti-γH2AX primary antibodies 

(Cell Signaling, 9718) were diluted 1/400 and incubated overnight at 4°C. The secondary 

antibody used was conjugated to Alexa 488 (ThermoFisher, A-21206). Nuclei were stained 

with Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, B2261), mucus was stained with Wheat Germ 

Agglutinin (Alexa Fluor™ 647 Conjugate, ThermoFisher, W32466). Coverslips were 

mounted using Mowiol’s preparation (Dutscher, 494338). Images were taken using a Zeiss 

LSM 980 microscope. To evaluate the percentage of γH2AX-expressing cells, fluorescence 

intensity of γH2AX foci was determined with Imaris software and expressed on DAPI 

fluorescence intensity for each field counted.  

 

Colonization of the ApcMin/+ mouse model and quantification of E. coli in stools and of E. 

coli associated with colonic mucosa 

 Animal protocols were in accordance with French and European Economic 

Community guidelines (86-60, EEC) for the care of laboratory animals. The study was 

approved by the French Ministry of Higher Education Research and Innovation (Apafis no. 

22798). Same litter mates were housed together in individually ventilated cages with seven to 

eight mice per cage. All mice were maintained on a regular diurnal lighting cycle (12:12 

light:dark) with ad libitum access to food and water. C57BL/6 ApcMin/+ females (7 to 8 animals 

by groups) of 6 weeks of age were inoculated with oral administration of 109 CFU of E. coli 

pks+vat+ (POP198 or 11G5 strains) or E. coli pks+vat- mutants+ (POP198Δvat or 11G5Δvat 
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strains). For control group, a saline solution (PBS) was administrated to the mice. In order to 

facilitate implantation of E. coli, streptomycin (2.5 g/L) was administrated for 3 days prior to 

oral inoculation with bacteria. We periodically assessed faecal bacterial colonization. Briefly, 

faeces were collected, crushed (Ultra-Turrax, IKA) in PBS and spread on chromID CPS Elite 

agar (BioMérieux) plates, which allowed the detection of E. coli. A random selection of 10 E. 

coli/mouse was analysed by PCR using specific primers located in the clbQ gene of the pks 

island and in the vat gene. E. coli isogenic mutant was detected with spectinomycin resistance 

(this resistance gene was inserted into E. coli genome when vat was deleted) in LB plates. 

Colonic tissues were treated as faeces. All the mice were sacrificed 44 days post-infection. 

Colonic tumour number and tumour volume ([width2 × length]/2) were determined using a 

dissecting microscope. 

 

Histological examination, scoring and immunohistochemical staining 

The colons of the animals were prepared as “Swiss rolls” and fixed with Methacarn 

solution for 24 h before being embedded in paraffin. The paraffin-embedded colons were cut 

into 5 µm sections with a microtome. For immunohistochemical staining, the sections were 

deparaffinized in Histoclear® for 30 min, rehydrated in an ethanol gradient (100%, 95%, and 

70%: 1 min each) and then incubated for 20 min at 95°C in Tris-EDTA buffer (10 mM Tris-

Base, 1 mM EDTA, pH 9). Using an automated in situ hybridization and 

immunohistochemistry InSitu Pro VSi (Intavis), the sections were incubated with blocking 

buffer (1% BSA in PBS) for 1 h at room temperature and then with the anti-phospho-γ-H2AX 

antibody (1/560, #9718, Cell Signaling) overnight at 4 °C. After several washes with PBS, the 

sections were incubated for 2 h at room temperature with the corresponding biotin-SP-

secondary antibody coupled with peroxidase (1/500, Jackson ImmunoResearch). 

Development was performed using 3,3'-diaminobenzidine (Clinisciences). The sections were 
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then counterstained with Mayer haematoxylin (Diapath) for 10 sec, rinsed under running 

water, dehydrated and mounted in Eukitt mounting solution. Microscopic images were 

acquired using a Zeiss Axioscan Z1 Scanner (Zeiss) and analysed using ZEN 2 software. To 

evaluate the percentage of γ-H2AX-expressing cells, approximately 20 to 100 crypts were 

assessed in each specimen. 

 

Statistical analysis 

 GraphPad Prism software was used for statistical analysis. Data comparisons with 

multiple groups were analysed by one-way Kruskal–Wallis’s test nonparametric analysis 

followed by the Dunn post’s test. Unpaired Student t tests and Mann–Whitney tests were used 

for comparisons of 2 groups where appropriate (normality verified by the Shapiro–Wilk test 

and homoscedasticity by the FisherSnedecor test). Chi-square statistics were performed for 

gene prevalence.  A value of P < 0.05 was considered to indicate a statistically significant 

difference. 
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Results and Discussion 

Vat gene predominates in E. coli isolated from mucosal biopsies associated with tumors 

of colorectal cancer patients 

 To explore the presence of mucinases in E. coli populations associated with colorectal 

cancer patients, we performed PCR detection against the pic, hbp and vat genes. The patient 

data used come from previous studies6,27. E. coli were isolated from tumoral colonic biopsies 

of CCR (n=87) or control patients (n=25). The prevalence of vat was significantly higher in 

E. coli isolated from CRC patients (56%, n=49/87) than those isolated from patients with 

diverticulosis (24%, n=6/25, p=0.0044) (Figure 1A). The prevalence of pic was not 

significantly different in CCR patients (19%) compared to control group (3%), and hbp was 

not found in our clinical isolates. We wanted to know whether the prevalence observed with 

the vat gene were usual in E. coli. We challenged the Human Gut Microbiome v1.2.0.1 and 

RefSeq v1.214 databases with vat gene (accession no. CAP748833.1) and found vat sequence 

in 12% of E. coli (n=962/8,314, HGM) and 10 % of E. coli (n=3,348/34,186; RefSeq) and 

most frequently associated with B2-phylogroup (89%, n=860/962 or 91%, n=3,055/3.348 

respectively) (Table 1). In our clinical cohort used, CCR-associated pks+ E. coli strains 

belonged to B2 phylogroup28. Interestingly, pks island was always associated with the 

presence of vat gene, none strain pks+vat- was found in our clinical cohort (Figure 1B). Thus, 

all strains E. coli pks+vat+ belong to B2 phylogroup. Among the different scenario of pks 

acquisition, the main one indicated that pks was stabilized into certain sequence type (ST) of 

the B2 phylogroup such as ST73 and ST9529. Thanks to MLST Achtman classification in 

Enterobase (https://enterobase.warwick.ac.uk/), we found that the vat gene is present in 89 % 

of ST73 (n=117/132) and 79 % ST95 (n = 88/113). Thus, vat gene is highly associated with 

pks+ E. coli strains and predominantly in ST-73 and ST-95 strains.  
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Table 1: Vat prevalence in E. coli and CoPEC (pks-positive) in percentage. 

CCR cohorta Human Gut Microbiome b RefSeq b 

 

E.coli CoPEC E.coli CoPEC E.coli CoPEC 

56%  

(n=49/87) 

100 % 

(n=44/44) 

12% 

(n=962/8,314) 

72% 

(n=467/628) 

10 % 

(n=3,348/34.186) 

88 % 

(n=1797/2041

) 

a E. coli were isolated and characterized by PCR screening for vat and pks (clbQ screening). 
b E. coli sequences in both data bases were obtained from different metagenomic analysis. 

 

The Vat protease of pks+ E. coli interacts with mucin. 

To investigate the role of mucin-protease Vat, we purified Vat protein from a pks+ E. 

coli clinical isolate from CRC patient of Clermont-Ferrand’s hospital (see supplemental 

material and methods). The soluble expression of Vat protein was successfully obtained in 

supernatant culture (unpublished data) and successfully purified (Fig. S1A). The purified Vat 

protein was labelled to measure its interaction with mucin molecule using Monolith X 

machine. A dissociation constant of Kd = 907 nM was determined with a confidence interval 

of [421-1954 nM] which depicts a strong association between Vat and mucin molecule (Fig. 

S1B). As comparison, StcE from E. coli, a well-described mucin-protease interacts with the 

cell-surface MUC1 with a Kd ~100 nM30. 

 

The Vat protease promotes crossing of mucus by CoPEC. 

To determine whether Vat protease promotes the spread of E. coli in mucus, we have 

deleted vat gene in a E. coli pks+vat+ strain (Table S1). As described by Gibold et al., the 

Vat mucin-protease enables AIEC strains to penetrate the artificial mucus layer in the column 

penetration assay20. We achieved column penetration assay with E. coli pks+vat+ strain 

POP198, the isogenic mutant E. coli pks+vat- and the trans-complemented strain E. coli 
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pks+vat- +pBAD-vat (Figure 2A). Unlike E. coli pks+vat-, wild-type strain and 

transcomplemented strain penetrated to the bottom of the mucus column (fraction n°1). In the 

fraction n°2, E. coli pks+vat- was about two orders of magnitude less efficient at penetrating 

the mucus column than the E. coli pks+vat+ and E. coli pks+vat- +pBAD-vat strains.  

To confirm that Vat enhances the spread of E. coli pks+ in mucus, we infected human 

colon epithelial cells HT29-16E, which produce the main mucin of colon, MUC225. The 

number of bacteria which have penetrated the mucus layer was counted, and the distance 

between bacteria and epithelial cell surface was determined. E. coli pks+vat- were less 

abundant in the mucus layer compared to E. coli pks+vat+ and E. coli pks+vat- +pBAD-vat 

(Figure 2B). In addition, Vat-producing E. coli were closer to the HT29-16E than the E. coli 

pks+vat- (Figure 2C-D). The colon cancer–associated E. coli pks+ strain 11G5 has been used 

in several studies7,28,31,32. We generated a deletion mutant in this strain and the results obtained 

were similar to those described above (Fig. S2A).  

Thus, the Vat protease could promote the spread of E. coli pks+ in mucus. This result 

is in accordance with previous studies which reported that Vat degrades mucins and confer to 

the strains producing it the ability to penetrate deeper into the mucus layer20,33. We next 

speculated whether Vat, by improving E. coli pks+ access to epithelial cells, would increase 

the genotoxicity of bacteria. 

 

The Vat protease enhances the genotoxic effects of E. coli pks+ 

As pks+ E. coli induces DNA damage in cell-infected5,11, we infected the mucin-

hyperproducing HT29-16E cells with E. coli pks+vat+, E. coli pks+vat- and E. coli pks+vat- 

+pBAD-vat and measured fluorescence intensity of phosphorylated γ-H2AX foci, a well-

known DSB marker34. Cells infected with the wild-type E. coli pks+vat+ strain had a 
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significantly increase of fluorescence intensity of phosphorylated γ-H2AX foci compared to 

uninfected cells and compared to cells infected with E. coli pks+vat- (Figure 2E-F). 

Surprisingly, this increase was not observed with the E. coli pks+vat- +pBAD-vat strain. The 

Vat toxin is a serine protease autotransporter35. Autotransport in Gram-negative bacteria 

denotes the ability of surface-localized proteins to cross the outer membrane autonomously. 

The hyperproduction of Vat might therefore destabilize the outer membrane of bacteria. To 

verify that E. coli pks+vat- +pBAD-vat strain transcribed Vat at a higher level than the wild 

strain, a RT-qPCR was performed in LB broth. The vat mRNA levels were approximately 20-

fold increased without induction and approximately 200-fold increased with induction by 

arabinose when compared with the wild-type strain (Fig. S3). However, the Vat production 

did not appear hinder the growth of transcomplemented when the plasmid was not induced by 

arabinose (Fig. S4). Thus, a default in Vat expression in the transcomplemented strain could 

not explain the low levels of -H2AX observed following infection using this strain. The 

oncogenic potential of pks+ E. coli critically depends on bacterial adhesion to host epithelial 

cells and is critically mediated by specific bacterial adhesins at the bacteria membrane32. To 

investigate the adhesion properties of E. coli pks+vat- +pBAD-vat, we infected HT29 cells 

(non-mucus-producing cells) (Fig. S5A). E. coli pks+vat- +pBAD-vat present a clear defect 

in the adhesion capacity to HT29 compared to E. coli pks+vat+ or E. coli pks+vat-, even 

without arabinose induction. Thus, the hyperproduction of the protease Vat may destabilize 

the outer membrane and reduce adhesion to intestinal epithelial cells, thereby reducing pks+ 

E. coli-induced genotoxicity.  
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Vat mucin-protease contributes to E. coli pks+ colonisation and tumorigenesis in ApcMin/+ 

mice. 

ApcMin/+ mice were orally challenged with 109 CFU of E. coli pks+vat+, E. coli 

pks+vat- or a saline solution (PBS) (Figure 3A). No significant difference in the body weight 

of mice was observed (Figure 3B). E. coli pks+ faecal colonisation was significantly reduced 

when E. coli pks+ was deleted for vat gene. We observe a one-log (day-14) to three-log (day-

42) decrease in faecal colonisation between mice infected with E. coli pks+vat- compared to 

those infected with E. coli pks+vat+ (Figure 3C-D). At the end of experiment, E. coli 

pks+vat- were five-log fold less isolated from mucosal colon tissue than E. coli pks+vat+ 

(Figure 3E). It has been previously reported that Vat contributes to gut colonisation of E. coli; 

however, the colonisation has been evaluated on the 3rd day with one-log reduction in E. coli 

deleted of vat gene20. Pic is also a serine protease autotransporter that cleaves mucins. 

Harrington et al. have shown that Pic promotes intestinal colonisation of enteroaggregative E. 

coli over a period of 14 days. Our results complete these studies and suggest that Vat, and 

probably other mucin-proteases, are implicated in the persistence of E. coli in the intestine. 

 This significant decrease in colonisation of the intestine by E. coli pks+vat- was 

associated with a significant reduction in the number of colonic tumours (Figure 3F). These 

results were also observed with the 11G5 CoPEC (Fig. S5). Thus, our data demonstrate that 

Vat improves the ability of E. coli pks+ to colonize intestine and to promote tumorigenesis.  

To evaluate bacteria-induced genotoxicity, we examined γ-H2AX in colonic tissue 

sections from biopsies. However, no significant difference was observed between the groups: 

those infected with E. coli pks+vat+, E. coli pks+vat- and PBS (Fig. S6). We hypothesize 

that, 44 days post-infection, tumorigenesis was too advanced to observe differences between 

groups. Indeed, the ApcMin/+ mouse model is unique in that tumours appear spontaneously and 

relatively rapidly in the gastrointestinal tract. Genotoxic pks+ E. coli are considered as 
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“drivers” able to induce mutations12,36. Thus, to complete this analysis, it could be interesting 

to evaluate γ-H2AX staining in a short time experimentation.  

 

Conclusion 

In conclusion, our study found that the presence of the vat gene was significantly 

higher in CRC patients compared to control patients. The Vat protease promoted the spread 

of pks+ E. coli in the mucus layer and enhanced its genotoxic effects. The Vat toxin was also 

found to contribute to E. coli colonisation and tumorigenesis in the intestine of mice 

predisposed to cancer. In the present study, we show that carriage of the pks island is linked 

to the carriage of the vat gene. Therefore, the pks island may not in itself confer tumorigenic 

ability upon E. coli strains, but requires the action of mucin-protease Vat which promotes 

bacterial-cell contact.  
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Figure 1. Mucin-protease prevalence in E. coli isolated from CRC patients. (A) Vat, pic 

and hbp mucin-protease encoding-gene were screened by PCR in E. coli isolated from tumoral 

colonic human biopsies (n=112) of CCR (n=87) or normal mucosa for control patients (n=25). 

Statistic was performed with χ2 test. (B) Vat gene was screened by PCR among pks+ or pks- 

E. coli isolated from colonic human biopsies. Patient was considered positive as at least one 

pks+ E. coli was detected in biopsies.  
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Figure 2.  Deletion of vat gene from E. coli pks+ impairs bacteria mucus-crossing and 

reduces colibactin-dependent genotoxicity. (A) The assessment of mucus crossing by using 

column penetration assay. Quantification of indicated E. coli pks+ strains in fractions eluted 

from columns filled with gel-forming mucus (1 to 4 fractions bottom to top of the column). 

Data are representative of 3 independent experiments. (B-D) Mucus-producing HT29-16E 

cells were infected for 45 minutes with a Multiplicity of Infection of 100. For each replicate, 

three representative fields were analysed, and experiments were performed 3 times. (B) Cells 

were stained by DAPI (blue), mucus by WGA-leptin (red) and fluorescence in situ 

hybridization with Cy3-E. coli pks+ probes was performed. Cy3-E. coli pks+ were numbered 

and distance to DAPI-cells were measured (C) Using Imaris software, the distance between 

bacteria to cell was determined for each field and bacteria was counted in each 1 µm layer. E. 

coli pks+ bacteria were shown in white. (D) Confocal microscopy images of infected HT29-

16E in Imaris software. (E-F) Mucus-producing HT29-16E cells were infected for 90 minutes 

with a Multiplicity of Infection of 100. For each replicate, three representative fields were 

analysed, and experiments were performed 3 times. Phosphorylated γ-H2AX foci 

fluorescence intensity was determined by immunofluorescence 24 hours post-infection and 

expressed on the fluorescence intensity of cell. Data are presented as means ± SEMs. 

Statistical comparisons were carried out by one-way Kruskal–Wallis’s test nonparametric for 

followed by the Dunn post’s tests after normality testing (*P < 0.05, **P < 0.01, ns = not 

significant). 
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Figure 3. In E. coli pks+-infected ApcMin/+ mice, Vat favours colonisation of E. coli pks+ 

and increases colonic tumours numbers. (A) ApcMin/+ mice were orally administered with 

109 colony-forming units of the E. coli pks+vat+, E. coli pks+vat- mutant or with PBS. (B) 

The weight gain of each mouse at different time points was determined compared to weight 

of the same mouse at day-0. Data are presented as median ± standard error of the mean. (C) 

Bacterial colonisation in the stools of mice from 7 to 42 days post-infection. Values represent 

medians ± errors. (D) Area Under the Curves (AUC) from bacterial colonisation in the stools 

of mice from 7 to 42 days post-infection. The data points represent actual values for each 

individual mouse, and the bars indicate median values. (E) The number of E. coli associated 

with non-tumoral colonic tissue at 44 days post-infection was determined. Colonisation data 

are presented as means ± SEMs. (F) The number of colorectal tumours by mouse was 

determined using a dissecting microscope. Data are presented as means ± SEMs. Statistical 

comparisons were carried out by one-way Kruskal–Wallis’s test nonparametric for three 

groups mice or Mann-Whitney test analysis for two groups mice followed by the Dunn post’s 

tests after normality testing (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001). 
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Supplementary data 

Table S1. Clinical strains used in this study 

Strains Description 
Strain 

reference 

11G5 Clinical isolated from patient harbouring pks 

island (colibactin production) and vat (Vat 

production). 

pks+vat+ 

POP198 Clinical isolated from patient harbouring pks 

island (colibactin production) and vat (Vat 

production). 

pks+vat+ 

11G5Δvat 11G5 strain deleted for vat gene. pks+vat- 

POP198∆vat POP198 strain deleted for vat gene pks+vat- 

11G5∆vat + pBADvat 11G5 strain deleted for vat gene and trans-

complemented with pBAD33.1 with vat gene. 

pks+vat- 

+pBAD-vat 

POP198∆vat + pBADvat POP198 strain deleted for vat gene and trans-

complemented with 

pks+vat- 

+pBAD-vat 

 

Table S2. Primers, plasmids and probes used in this study 

Primer Sequence (5’→ 3’) 
Product 

size 
Use 

Vat-F 
GGGGCGCCGGATGAGGCATTA 

CCTCTTTTGGAGAGGCCGGCGACAGT 204 bp Detection of vat 

Vat-R CCTCTTTTGGAGAGGCCGGCGACAGT 

ClbQ-F GACGGCATCCACCATCGTAA 
230 bp Detection of clbQ 

ClbQ-R TAAATGGCGTAGCGTGCTGT 

Sp_cat_F 
TACCATATTGTGGATCGTAATGAACACAGTTCATCTGATC

TCCACACACCCACTGGCATTTAATAACGCGTC 
1 100 pb 

Spectinomycin 
resistance cassette 

amplification 
Sp_cat_R 

 

AGTTGCGCCATAATCGGCGGCATTCAGCTTATGAAATGTC

AGGTCATTCCTTAATCACTTTACTTTTATC 

VATFor

Xba 
GCTCTAGAATGAATAAAATATACGCTCT 

4,149 bp 

vat cloning in 
pBAD33.1 with His-

Tag 
VATRev

6HisHind 

GCAAGCTTTCAGTGGTGATGGTGATGATGGAATGAATA

ACGAATATTAG 

Pbad33.1

_CmF_F 
GGGTACACTTACCTGTGATCGGCACGTAAGAGGTTCC 

5.434 bp 

pBAD33.1 
amplification 

Pbad33.1

_CmF_R 
ATTTTCCACCCGGGTTTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCG 

pBAD33.1 

amplification 

Vat1 ACTCGGCATTCTACAGGC 
 

Verification of vat 
cloning Vat2 CAAACGGAAGTACCTGGACCG 
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Vat3 ATATGTCGGACATGACCAGA 

Vat4 TCTGGAGAACTCAACGCTGAC 

Vat5 CTGAAGCGACAGCTGATAATC 

Vat6 CACTGTATGCAGGTGCAG 

 

Plasmid Description Use Reference 

pBAD33.1 pBAD cloning vector with an arabinose 

inducible promotor; chloramphenicol 

resistant. 

Clonage of vat gene. (Chung and 

Raetz, 2010) 

pKOBEG pBAD cloning vector harboring a λ phage 

redγβα operon; chloramphenicol 

resistant. 

Deletion of vat gene. (Chaveroche et 

al., 2000) 

 

Probes Sequence (5’→ 3’) Use Reference 

Cy3-E. coli  GCAAAGGTATTAACTTTACTCC

CTTCCTCC 

Localisation of E. coli 

bacteria. 

(Lee et al. 2022)  
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Figure S1: Vat-(6X His-Tag) amino acid sequence, purification, and Monolith X 

interaction’s assay. (A) Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE) analysis of Ni-NTA Agarose purification of protein Vat-(6X His-Tag) cloning E. coli 

pks+vat+ isolate from colorectal cancer patients. A 100 kDalton protein (catalytique part of 

Vat) was detected in fraction n°1 to 3. (B) Binding curve of Vat-(6X His-Tag) protein and 

mucin (bovine submaxillary gland) obtained thanks to Monolith X from Nanotemper. 
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Figure S2: 11G5 E. coli deleted for vat-gene impairs mucus-crossing and reduces 

colibactin-dependent genotoxicity.  (A-B) Mucus-producing HT29-16E cells were infected 

for 3 hours with a Multiplicity of Infection of 10 hundred bacteria for 1 cell. For each 

replicated, three representative fields were analysed, and experiments were performed 3 times. 

(A) Number of bacteria were determined for each condition. (B) With Imaris software, 

bacteria-cell distance was determined for each field and bacteria was counted in each 1 µm 

layer. E. coli pks+ bacteria were shown in white. (C-D) Mucus-producing HT29-16E cells 

were infected for 3 hours with a Multiplicity of Infection of 100 hundred bacteria for 1 cell. 

For each replicate, three representative fields were analysed, and experiments were performed 

3 times. Phosphorylated γ-H2AX foci fluorescence intensity was determined by 

immunofluorescence 24 hours post-infection and expressed on the fluorescence intensity of 

cell. Data are presented as means ± SEMs. Statistical comparisons were carried out by one-

way Kruskal–Wallis’s test nonparametric for followed by the Dunn post’s tests after normality 

testing (*P < 0.05, **P < 0.01, ns = not significant). 
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Figure S3: RT-qPCR of vat gene. mRNA expression of vat genes was analysed from 4 hours 

bacteria culture in LB. RT-qPCR were performed for POP198 (pks+vat+) POP198Δvat 

(pks+vat+) and POP198Δvat +pBAD-vat (pks+vat+) without or with activation by 0.2% of 

L-arabinose. Experiments were performed 2 times and data are presented as means ± SEMs.  

 

 

Figure S4: Growth curves of POP198 (A) and 11G5(B) strains, isogenic mutants and 

trans-complemented strains in Luria-Bertani broth (LB) media. Each strain was cultured 

overnight in LB before dilution to OD600=0.1. Optic Density was measured at 600 nm by 

microplates multimodes SPARK® from 15 hours. Experiments were repeated three time with 

three replicates for each.  
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Figure S5: Hyperproduction of Vat impacts adhesion of bacteria to epithelial cells. 

 Adherents’ bacteria were quantified in HT29 after 3h of infection with culture medium with 

a MOI of 100 bacteria for 1 cell. Experiments were performed 2 times and data are presented 

as means ± SEMs. Statistical comparisons were carried out by one-way Kruskal–Wallis’s test 

nonparametric for followed by the Dunn post’s tests after normality testing (*P < 0.05, **P < 

0.01). 
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Figure S6: In 11G5 E. coli-infected ApcMin/+ mice, Vat favours colonisation of CoPEC in 

faeces and colon tissues, increasing colonic tumours numbers. (A) ApcMin/+ mice were 

orally administered 109 colony-forming units of the E. coli pks+vat+, E. coli pks+vat- mutant 

or with PBS vector. (B) The weight gain (gram) of each mouse at different time points was 

determined compared to weight of the same mouse at day-0. Data are presented as mean ± 

standard error of the mean. (C) Bacterial colonisation in the stools of mice from 7 to 49 days 

post-infection. Values represent medians ± errors. (D) Area Under the Curves (AUC) from 

bacterial colonisation in the stools of mice from 7 to 49 days post-infection. The data points 

represent actual values for each individual mouse, and the bars indicate median values. (E) 

The number of E. coli associated with nontumoral colonic tissue at 49 days post-infection was 

determined. Colonisation data are presented as means ± SEMs. (F) The number of colorectal 

tumours by mouse was determined using a dissecting microscope. Data are presented as means 

± SEMs. Statistical comparisons were carried out by one-way Kruskal–Wallis’s test 

nonparametric for three groups mice or Mann-Whitney test analysis for two groups mice 

followed by the Dunn post’s tests after normality testing (*P < 0.05, **P < 0.01, ns = not 

significant). 
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Figure S7: γ-H2AX foci evaluation in colonic tissue sections from biopsies ApcMin/+ mice. 

Quantification of γ-H2AX foci by crypts determined from nontumoral colonic mucosa from 

colonised ApcMin/+ mice. Experiments were processed with E. coli pks+vat+ or isogenic 

mutant E. coli pks+vat- from POP198 strain (A) or 11G5 strain (B). Data are presented as 

means ± SEMs. Statistical analysis: Kruskal–Wallis ANOVA.  
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Résultat complémentaire : 
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In E. coli pks+-infected C57BL/6 WT mice, Vat does not impact colonisation of E. coli 

pks+.  C57BL/6 WT mice were orally administered with 109 colony-forming units of the E. 

coli pks+vat+, E. coli pks+vat- mutant. Bacterial colonisation in the stools of mice from 7 to 

56 days post-infection. Values represent medians ± errors. Statistical comparisons were 

carried out Mann-Whitney test analysis for two groups mice followed by the Dunn post’s tests 

after normality testing for each day. 
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Commentaire de la publication n°2 & perspectives 

1) Prévalence des mucine-protéases des E. coli isolés de la muqueuse des patients 

atteints de CCR. 

Au sein de notre laboratoire, nous possédions des souches isolées de biopsies issues 

de patients ayant un CCR ou des diverticuloses (Gagnière et al., 2017). La présence des gènes 

codant les mucine-protéases Vat, Pic et Hbp a été recherchée par PCR. Cette étude a révélé 

que vat est plus fréquemment présent chez les E. coli isolés des patients atteints de CCR (56%, 

n=49/87) que ceux isolés des patients contrôles (24%, n=6/25, p=0,0044). De plus, toutes les 

souches E. coli qui possédaient l’îlot pks possédaient également le gène vat sans que ceux-ci 

soient liés génétiquement. Ce résultat dévoile une forte association entre les deux gènes, qui 

a été confirmée par l’interrogation des bases de données RefSeq et Human Gut Microbiome. 

À partir de ces données, nous avons pu observer que l’îlot pks et vat sont retrouvés 

majoritairement dans le phylogroupe B2 et plus particulièrement au sein des ST73 et ST95. 

Deux isolats cliniques possédant simultanément l’îlot pks et vat (E. coli pks+vat+) ont 

été utilisés pour étudier l’implication de Vat dans le potentiel tumorigène des CoPEC. 

 

2) Vat favorise la traversée d’une couche de mucus et l’accès aux cellules 

épithéliales coliques par les E. coli pks+ 

Nous avons mis en évidence sur des colonnes à mucus que les mutants isogéniques E. 

coli pks+vat- avaient une moindre capacité à traverser le mucus en comparaison à des E. coli 

qui possèdent le gène vat (E. coli pks+vat- et E. coli pks+vat- + pBAD-vat). Ces résultats ont 

été confirmés sur des cellules épithéliales coliques hyperproductrices de mucus, les HT29-

16E. Ces cellules ont été choisies car elles sécrètent principalement des mucines de type 

MUC2 (Augeron and Laboisse, 1984). Dès 21 jours de culture, la présence d’une couche de 

mucus a été confirmée par un marquage au WGA (wheat germ agglutinin) des groupements 

N-acétyl-D-glucosamine et acide sialique qui composent le mucus. Nous avons pu néanmoins 

observer que cette couche de mucus n’était pas homogène en termes d’épaisseur, ceci pouvant 

expliquer, l’hétérogénéité entre certains de nos résultats en Figure 2C. Toutefois, nous avons 

pu mettre en évidence par un marquage au FISH l’implication de la mucine protéase Vat dans 

la traversée du mucus. 
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L’évaluation des dommages à l’ADN par le marqueur γ-H2AX phosphorylé a permis 

de mettre en évidence sur les cellules HT29-16E que les E. coli pks+vat+ entraînent plus de 

dommages à l’ADN que les E. coli pks+vat- suggérant que Vat facilite l’accès des E. coli  aux 

cellules. Nous pouvons envisager qu’au niveau intestinal si les E. coli pks+vat+ ont la capacité 

de traverser la couche de mucus protectrice, cela peut leur permettre d’accéder aux cellules 

souches situées au fond des cryptes coliques. Ces E. coli pks+ sont capables d’induire des 

dommages à l’ADN favorisant leur transformation en cellules tumorales. Bloquer l’action de 

Vat pourrait probablement limiter les dommages causés par les E. coli pks+. 

Pour parfaire ces résultats, nous souhaiterions utiliser un modèle proposé par Elzinga 

et al., basé sur la culture des HT29-MTX-E12 (hyperproductrices de MUC5AC et MUC2) 

(Elzinga et al., 2021). Ces cellules cultivées sous interface semi-humide avec une légère 

agitation produiraient plus de mucines conduisant à une couche de mucus plus épaisse, ce qui 

pourrait permettre d’avoir une différence encore plus nette entre les E. coli produisant Vat et 

ceux ne la produisant pas. 

 

3) La délétion du gène vat permet de réduire la colonisation et la tumorigenèse 

du tractus intestinal murin des E. coli pks+ 

Pour compléter nos travaux, nous avons étudié l’implication de Vat dans la 

colonisation du tractus murin par les E. coli pks+. Nous avons utilisé un modèle de 

susceptibilité au cancer colorectal, les souris C57BL/6  ApcMin/+ qui développent 

spontanément des tumeurs (Yang et al., 2008). Dans ce modèle, nous avons pu mettre en 

évidence que la colonisation intestinale (par suivi de la colonisation fécale) des E. coli 

pks+vat- était nettement réduite d’un facteur logarithmique (au jour 14) à trois facteurs (au 

jour 42) par rapport aux E. coli pks+vat+. Cette différence à la fin de l’expérience était de 

cinq logarithmes au niveau des E. coli pks+ associées à la muqueuse colique dans les biopsies 

des souris colonisées. Vat est donc impliqué dans la colonisation intestinale des E. coli pks+. 

Son implication dans la colonisation intestinale des souris avait déjà été démontrée lors 

d’infection aiguës (3 jours) par les AIEC (Gibold et al., 2016). Notre étude montre que Vat 

favorise la persistance des CoPEC au niveau de l’intestin des souris C57BL/6 ApcMin/+. Ces 

données suggèrent donc que les CoPEC possédant ce facteur de colonisation pourraient 

persister des années au sein du microbiote intestinal des humains. 
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Nous gardons à l’esprit que dans ces modèles de susceptibilité au CCR, la couche de 

mucus peut être déjà altérée par un microenvironnement tumoral permissif (Kaur et al., 2018). 

Pour cela, nous avions également voulu observer en utilisant des souris C57BL/6 WT, 

l’implication de Vat dans la colonisation intestinale. Nous n’avons pas observé de différences 

de la colonisation fécale des E. coli pks+vat+ par rapport aux E. coli pks+vat- (Figure 

résultat complémentaire). Ainsi, les conditions de l’environnement digestif peuvent avoir 

une influence sur l’implantation des E. coli pks+vat+. Vat ne semble pas favoriser la 

colonisation des E. coli pks+ en présence d’une couche de mucus non-altérée, comme dans 

les souris C57BL/6 WT. L’hypothèse de la présence d’une couche de mucus plus fine et d’un 

microenvironnement au niveau colique différent chez les souris C57BL/6 ApcMin/+ 

comparativement aux souris C57BL/6 WT, pourrait favoriser l’action de Vat et expliquer nos 

résultats. Le DSS a déjà été utilisé dans la littérature pour induire une déstabilisation transitoire 

de la couche de mucus en modèle murin (Harnack et al., 2023). Il serait intéressant d’étudier 

cette hypothèse, en administrant du DSS à faible dose aux souris C57BL/6 WT pour observer 

si nous retrouvons cette différence de colonisation entre les E. coli pks+vat+ et E. coli 

pks+vat-.  

La diminution de la colonisation observée chez les souris C57BL/6 ApcMin/+ était 

associée à une diminution du nombre de tumeurs à 44 jours post-infection. Ainsi, en modèle 

in vivo, la présence de Vat semble favoriser la tumorigenèse des E. coli pks+. Pour évaluer la 

génotoxicité, nous avons évalué le marqueur γ-H2AX par immunohistochimie dans les 

biopsies coliques des souris ApcMin/+ à la fin de l’expérience. Nous n’avons pas observé de 

différence de ce marqueur de dommage à l’ADN. Il est cependant envisageable que, 44 jours 

post-infection, la tumorigenèse soit trop avancée pour observer une différence entre les 

groupes. En effet, dans le modèle murin ApcMin/+ les tumeurs apparaissent spontanément et 

relativement rapidement dans le tractus gastro-intestinal. Les E. coli pks+ génotoxiques sont 

considérés comme des drivers capables d'induire des mutations (Pleguezuelos-Manzano et al., 

2020). Ainsi, pour compléter cette analyse, il pourrait être intéressant d’infecter des souris et 

de regarder précocement (2j, 7j et 14j) si des dommages à l’ADN sont présents dans les 

cellules coliques des souris infectées avec des E. coli pks+vat+. 

Pour vérifier ces résultats, nous avons réalisé la même expérience avec une autre 

souche de E. coli pks+vat+, la souche 11G5 isolée d’un patient atteint de CCR et qui a déjà 

été décrite dans la littérature (Bonnet et al., 2014a; Raisch et al., 2015; Jans et al., 2023). Nous 

avons retrouvé une diminution du nombre de tumeurs chez les souris colonisées par les E. coli 
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pks+vat- en comparaison aux souris colonisées par E. coli pks+vat+. Les E. coli pks+vat-, 

malgré une réduction significative (à J14, J49 et J56) semblaient avoir colonisé de manière 

importante (~5.109 CFU) et stable le tractus des souris ApcMin/+. Ceci peut notamment être 

expliqué par la composition de leur microbiote intestinal et la présence d’autres bactéries au 

sein des niches écologiques associées à la muqueuse intestinale. En effet, comme développé 

lors de la partie introductive (section I-3-2-4 du manuscrit), certaines bactéries peuvent rentrer 

en compétition et empêcher ou faciliter l’implantation d’autres bactéries. 

 

4) La présence de mucine-protéase au sein de la niche écologique intestinale 

La colonisation du microbiote par des bactéries productrices de mucine-protéases 

dégradant la structure peptidique du mucus, peut modifier les sources nutritives disponibles 

pour les bactéries commensales (Conway and Cohen, 2015). Ainsi, la colonisation de la niche 

intestinale dans nos souris ApcMin/+ par les E. coli pks+vat+ a pu impacter les différentes 

populations bactériennes présentes. La déstabilisation des communautés microbiennes 

associées à la muqueuse intestinale par la présence de telles enzymes est un des points que 

nous souhaitons étudier dans notre travail de recherche. En effet, lors des expériences menées 

sur les souris ApcMin/+ colonisées par les E. coli pks+vat+ ou E. coli pks+vat-, nous avons 

collecté des échantillons fécaux à différents temps (avant traitement antibiotique ainsi qu’au 

milieu et à la fin de l’expérience). Nous envisageons de réaliser une analyse du microbiote 

fécal par le séquençage de l’ARN16S bactérien. 

 

5) Inhiber la traversée des E. coli pks+ 

Dans cette étude, nous avons mis en évidence que la présence du gène vat dans le 

génome des E. coli pks+. Vat favorise la traversée et la propagation des E. coli dans le mucus, 

expliquant probablement la meilleure colonisation intestinale de ces souches dans notre 

modèle murin. Cette colonisation plus importante était associée à une augmentation du 

nombre de tumeurs au niveau du côlon. Donc Vat pourrait être une cible pour limiter le 

potentiel tumorigène des E. coli. 

L’utilisation de molécules inhibitrices des mucine-protéases est déjà une solution qui 

a été avancée (Martens et al., 2018). Nous avons pu mesurer grâce au Monolith-X l’interaction 

direct entre la mucine-protéase Vat et le mucus intestinal. Nous envisageons par la suite de 
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tester différentes molécules inhibitrices de Vat. Une potentielle réduction de l’interaction avec 

la protéine de mucus pourra être évaluée à l’aide du Monolith-X, avant de réaliser d’autres 

expériences complémentaires sur les modèles in vitro déjà utilisées. Une fois ces tests validés, 

nous pourrions envisager de tester une ou plusieurs molécules inhibitrices dans le modèle 

murin souris ApcMin/+ pour voir si ces molécules pourraient prévenir l’apparition de tumeurs 

comme nous l’avions observé pour les bactéries E. coli pks+vat-.  

 

Vat semble favoriser la traversée, l’accès aux cellules épithéliales coliques et la 

tumorigenèse des E. coli pks+. 
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~Discussion et conclusion~ 

La bactérie Escherichia coli est un micro-organisme commensal du tube digestif 

humain qui colonise la niche écologique intestinale dès les premières années de la vie de 

l’enfant (Wall et al., 2009; Payros et al., 2014). Néanmoins, l’analyse du génome de ces 

bactéries a dévoilé une grande diversité génétique (Auvray et al., 2021). Certaines souches au 

cours de leur évolution ont acquis et conservé des gènes et/ou des îlots génomiques, qui 

peuvent leur apporter un avantage pour coloniser une niche écologique. Les E. coli 

producteurs de colibactine (CoPEC) ont acquis un îlot de pathogénicité (« pks ») qui leur 

apporte la capacité de produire une génotoxine, la colibactine. Les CoPEC, même s’ils sont 

retrouvés avec une plus grande fréquence chez les patients ayant un CCR, sont également 

retrouvés chez d’autres populations (Shimpoh et al., 2017). Les CoPEC peuvent donc être 

considérés aujourd’hui comme des bactéries pathobiontes. Ainsi, comme pour les AIEC et la 

maladie de Crohn, des questions similaires se posent : les CoPEC sont-ils impliqués dans la 

genèse de la maladie ? Sont-ils un facteur de risque ? Est-ce que le microenvironnement 

intestinal et la dysbiose favorisent leur colonisation ? Est-ce qu’il y a des facteurs génétiques 

ou environnementaux qui expliqueraient que ces souches soient inoffensives chez certaines 

personnes et délétères chez d’autres ? Et enfin, est-ce que toutes les souches ont la même 

virulence ? C’est sur ce dernier point, que porte notre travail. 

Nous avons démontré dans les travaux expérimentaux de l’axe 1 que Cnf1 est une 

toxine également produite par les CoPEC qui permet de limiter le pouvoir tumorigène de 

ces bactéries, en réduisant la sénescence et la réponse inflammatoire. Elle pourrait 

potentiellement favoriser la réparation des dommages à l’ADN induite par les CoPEC. Nous 

avons ainsi montré dans un modèle murin prédisposé au CCR que Cnf1 réduit le nombre 

des tumeurs induites par les CoPEC. Si nous nous plaçons d’un point de vue purement 

microbiologique, nous pouvons émettre l’hypothèse que la colibactine a pour la bactérie un 

rôle antimicrobien et que les effets génotoxiques sur l’hôte soient des dommages collatéraux. 

Cnf1 pourrait moduler ces effets et ainsi limiter la réponse de l’hôte et préserver sa niche 

écologique.   

Lors des travaux expérimentaux de mon axe 2, nous avons souligné l’importance de 

Vat dans la traversée de la couche de mucus par les E. coli pks+. Vat favorise ainsi la 

colonisation de la muqueuse intestinale ce qui est associé à une augmentation des dommages 
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à l’ADN. Nous avons démontré en modèle murin prédisposé au CCR que l’absence du 

gène vat dans le génome des CoPEC réduit la colonisation et le nombre de tumeurs.  

 

Cnf1, l’hémolysine A et la toxine Vat font partie des facteurs de virulence 

fréquemment retrouvés chez les UPEC (Desvaux et al., 2020). Après attachement aux cellules 

urothéliales, les UPEC peuvent être internalisés et se multiplier dans les cellules à l’abri des 

défenses immunitaires (Zhou et al., 2023). En lien avec la réponse immunitaire, les cellules 

infectées peuvent être exfoliées et relarguées dans l’urine.  

Les facteurs de virulence retrouvés chez les CoPEC interviennent dans ces étapes de la 

physiopathologie de l’infection urinaire : 

- L’hémolysine A s’intègre dans la membrane de la cellule de l’hôte et forme des pores 

(Ristow and Welch, 2016). À des fortes concentrations, la lyse cellulaire consécutive 

peut promouvoir la croissance bactérienne par relargage de nutriments et de fer, utiles 

pour les UPEC extracellulaires. À des doses sublytiques, l’induction d’une activité 

protéolytique est retrouvée non seulement sur les cellules urothéliales (conduisant à 

l’exfoliation), mais également sur les macrophages, ce qui permet d’altérer la réponse 

immunitaire (Dhakal and Mulvey, 2012). 

- Cnf1, en modulant les voies de signalisation des Rho-GTPases, modifie la structure 

du cytosquelette des cellules urothéliales et ainsi favorise l’internalisation des UPEC. 

- Le mécanisme d’action de Vat et son implication dans le développement d’infections 

urinaires ne sont pas entièrement connus. Vat est capable de former des vacuoles dans 

les cellules de la vessie et d’altérer leur cytosquelette (Díaz et al., 2020). Il a été montré 

en modèle ex vivo que Vat induit une diminution de l’intégrité de la barrière 

uroépithéliale, associée à une desquamation cellulaire.  

Rappelons également que la majorité des UPEC appartiennent au phylogroupe B2, alors 

que classiquement, il est rapporté que les souches commensales d’E. coli intestinales 

appartiennent principalement au groupe A ( 40 %) et B1 ( 30 %) (Duriez et al., 2001; 

Escobar-Páramo et al., 2006). Nous nous sommes donc demandé pour quelle raison la 

présence de ces facteurs de virulence était augmentée dans les pathologies intestinales 

chroniques. 
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Les souches des phylogroupes A et B1 semblent être plus généralistes puisqu'elles 

peuvent être isolées de tous les vertébrés et sont souvent isolées des habitats secondaires (le 

sol, les sédiments et l'eau). En revanche, les souches pathogènes extra-intestinales 

appartiennent généralement aux phylogroupes B2 et D et leur présence au niveau intestinal 

reste minoritaire (Duriez et al., 2001; Kocsis et al., 2022). Toutefois, il a été noté que la 

prévalence des isolats du groupe A en zone tempérée était deux fois moins élevée qu’en zone 

tropicale et qu’à l’inverse la fréquence des isolats du groupe B2 était significativement plus 

élevée dans les zones tempérées (Escobar-Páramo et al., 2004). Il est intéressant de noter que 

la proportion des souches du groupe B2 et D semble augmenter au fil du temps surtout dans 

les pays occidentaux (Escobar-Páramo et al., 2006; Stoppe et al., 2017; Ballén et al., 2022; 

Kocsis et al., 2022).  

Différentes hypothèses ont été formulées pour expliquer cette tendance : une 

modification du régime alimentaire et de l’hygiène, des modifications anthropiques de 

l’environnement, un changement dans l’utilisation et le type d’antibiotiques. En effet, 

l’utilisation des antibiotiques dans les années 2000 chez les animaux d’élevage était associée 

à une prédominance des souches des groupes A et B1 et à une plus grande résistance de ces 

souches aux antibiotiques par rapport au groupe B2 (Escobar-Páramo et al., 2006; Ballén et 

al., 2022). De nos jours, les E. coli du groupe B2 comprennent des ST qui ont diffusé et qui 

sont fréquemment résistantes à de nombreux antibiotiques. C’est le cas des E. coli ST131 qui 

sont généralement résistants aux fluroquinolones et qui produisent des BLSE les rendant 

multirésistants (Ben Zakour et al., 2016).  D'autres clones d'E. coli sont également dominants 

au sein des ExPEC même s’ils ne sont pas toujours associés à des phénotypes de 

multirésistance ; ils comprennent ST10, ST38, ST69, ST73, ST95, ST127, ST405 (Manges et 

al., 2019; Cummins et al., 2022; Li et al., 2023). Il est intéressant de noter que l’îlot pks est 

majoritairement regroupé au sein du phylogroupe B2 et plus particulièrement au sein des ST73 

et ST95 (Auvray et al., 2021). Dans notre étude, nous avons également associé le gène vat au 

ST73 et ST95, ce qui renforce l’association de ces gènes au sein de souches qui diffusent 

largement.  

Ces souches deviennent donc prédominantes dans le microbiote intestinal des 

individus des pays industrialisés. Les facteurs de virulence de ces souches tels que Cnf1 et 

Vat qui n’avaient été décrits que dans la physiopathologie d’infections aiguës extra-

intestinales pourraient être délétères dans l’intestin dans des conditions particulières telles que 

les MICI ou le CCR. Toutefois, les souches d’E. coli associées à la maladie de Crohn et au 
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CCR ont des profils de virulence différents, suggérant que d’autres facteurs comme le 

microenvironnement intestinal ou les facteurs génétiques de l’hôte sont impliqués dans la 

colonisation intestinale de ces souches. Néanmoins, Vat est retrouvée dans la majorité des 

souches que ce soit des AIEC ou des CoPEC. 

 

Pour comprendre les effets délétères de ces pathobiontes, il est donc primordial 

d’étudier l’ensemble des facteurs génétiques, environnementaux et microbiens. Notre 

travail de thèse, par l’étude des facteurs de virulence des CoPEC, s’inscrit dans cette 

démarche. 

 

En conclusion de ce travail de thèse, nous avons souligné l’importance de prendre 

en compte l’ensemble du virulome des CoPEC pour pleinement comprendre le 

mécanisme de la tumorigenèse de ces bactéries.  
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~Résumé~ 

Le cancer colorectal (CCR) est le 2ème cancer le plus mortel, tout sexe confondu. Dans 90 % 

des cas, les patients développent un CCR spontanément, soulignant l’importance des facteurs 

environnementaux dans l’étiologie de ce cancer. L’altération de la composition du microbiote est 

associée dans de nombreuses études au développement du CCR. La muqueuse colique des patients 

atteints de CCR est anormalement colonisée par des Escherichia coli producteurs de la toxine 

colibactine (CoPEC). Ce composé, synthétisé par un îlot génomique de pathogénicité pks, a une action 

génotoxique. Il est capable d’alkyler l’ADN, d’induire des instabilités chromosomiques et des cassures 

double-brin après infection de cellules humaines en culture ou d’organoïdes mais également dans 

différents modèles murins. L’augmentation des dommages à l’ADN dans les cellules infectées peut 

amener à l’apparition de mutations, à l’arrêt du cycle cellulaire et la sénescence des cellules infectées. 

Néanmoins, la présence des CoPEC n’explique pas, à elle-seule, la pathogénie de la souche. Afin de 

comprendre l’implication des CoPEC dans le développement du CCR, il s’avère nécessaire d’étudier 

la synergie entre les différents facteurs de virulence* produits par ces bactéries.  

 

  Le premier axe de ma thèse porte sur l’impact de l’association entre deux cyclomodulines 

retrouvées chez les CoPEC : la colibactine et Cnf1 (cytotoxic necrotizing factor 1). Nous avons 

démontré que le gène cnf1 est associé à la présence de l’îlot pks dans 95 % des E. coli isolés d’une 

cohorte de patients ayant un CCR. Nos travaux de recherche ont mis en évidence que Cnf1 limite 

le pouvoir de tumorigenèse des CoPEC et diminue la sénescence et l’inflammation associées à 

l’infection.  

 

Dans un deuxième axe, nous avons montré que les CoPEC possèdent des enzymes 

mucolytiques et nous avons déterminé leur rôle sur l’effet cancérigène des bactéries. En effet, il a été 

démontré que les CoPEC doivent être en contact étroit avec les cellules intestinales pour induire des 

dommages à l’ADN. La bactérie doit donc traverser le mucus protecteur qui recouvre l’épithélium 

colique pour accéder aux cellules. Le gène codant la mucine-protéase Vat, déjà décrite chez d’autres 

E. coli pathobiontes*, est associé dans 100 % des cas à la présence de l’îlot pks dans les souches de E. 

coli isolées de patients CCR. Cette mucine-protéase pourrait permettre aux CoPEC de coloniser 

la couche de mucus intestinal protectrice, d’atteindre les cellules épithéliales coliques et ainsi 

d’induire leur action génotoxique.   

 

Ces travaux de recherches justifient la nécessité de prendre en compte l’ensemble du 

virulome des E. coli pour mieux comprendre leur pathogénie et ainsi améliorer la prise en charge 

des patients colonisés par des CoPEC et ayant un CCR.    
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