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Contribution to the study of the impact of Escherichia coli secretome on colorectal
cancer

Abstract

Colorectal cancer is a multifactorial disease dependent on environmental and genetic factors
which constitutes a real problem in public health. The intestinal microbiota is potentially
involved in the development of colorectal carcinoma by different mechanisms. We have
shown through this research the existence of a link between the bacterial secretome and
colorectal cancer, proven by studies which have shown that among these bacteria of the
microbiota Escherichia coli has the capacity to synthesize a genotoxin called colibactin which
can damage DNA and is a major factor in the development of colorectal cancers.

Keywords : Colorectal cancer, secretome, Escherichia coli, intestinal microbiota, colibactin,
DNA



Contribution a I’étude de I’impact du sécrétome d’Escherichia coli sur le cancer
colorectal

Résumé

Le cancer colorectal est une maladie multifactorielle sous la dépendance de facteurs
environnementaux et génétiques qui constitue un réel probleme dans la santé publique. Le
microbiote intestinal est potentiellement impliqué dans le développement du carcinome
colorectal par différents mécanismes. Nous avons montré a travers cette recherche 1’existence
de lien entre le sécrétome bactérien et le cancer colorectal, prouvé par des études qui ont mis
en évidence que parmi ces bactéries du microbiote [’Escherichia coli a la capacité de
synthétiser une génotoxine appelée la colibactine qui peut endommager I’ADN et constitue un
facteur majeur du développement de cancers colorectaux.

Mots clés : cancer colorectal, sécrétome, Escherichia coli, microbiote intestinal, colibactine,
ADN
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Introduction

Le maintien de I’intégrité du génome est un processus vital afin d’assur¢ le renouvellement et
la viabilité cellulaires (Ciccia et Elledge, 2010). Les modifications chimiques d’une base et
les cassures d’un ou des deux brins de I’ADN sont a I’origine d’un défaut de la réplication de
I’ADN ou d’un agent génotoxique externe (chimiothérapie, UV, virus, bactérie, etc...)

(Lemercier, 2014).

Le cancer colorectal (CCR) est le deuxieme cancer le plus fréquent chez les femmes et le
troisieme chez les hommes dans le monde (Tariq et Ghias, 2016), il résulte de
I’accumulation progressive de multiples aberrations génétiques et épigénétiques au sain des

cellules (Nguyen et Duong, 2018).

Chaque individu possede au sein de son microbiote plusieurs centaines d’espéces bactériennes
différentes (Bruneau et al., 2018), des études récentes montrent que le microbiote intestinal
pourrait jouer un role trés important dans la carcinogenese colorectale, et que des bactéries
commensales du microbiote peuvent causer des tumeurs, tels que E.coli, qui est une des
bactéries de la flore du colon et qui a la capacité de synthétiser une génotoxine appelée la
colibactine (Petit et al., 2013).

Ainsi I’objectif de ce travail est d’étudier le lien entre le sécrétome des souches E.coli et le

cancer colorectal.
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Chapitre « I » : Le cancer colorectal
1- Géneralités :

Le cancer colorectal (CCR) se forme dans le colon ou la derniére partie du gros intestin le

rectum.

Le cancer colorectal apparait le plus souvent apres 1’age de 60 ans, c¢’est I’un des problémes le
plus important de santé dans les pays développés avec un taux éleve de vieil age, d’ou il
occupe le second rang des affections maligne (Belhamidi et al., 2018).

Avant son évolution en cancer, le CCR se développe a partir des cellules de la paroi interne
du colon, qui provient d’un polype bénin qui est un adénome préexistant (Picard-

Croguennec, 2018).

Au début, et dans 20% des cas le CCR est asymptomatique détecté au stade métastatique. La
détection et le traitement précoce de CCR permettent d’abaisser le risque de mortalité ( Pietge
etal., 2017).

2- Biologie moléculaire :

Les études récentes de la biologie moléculaire ont montrées que le CCR est une maladie de
I’ADN qui conduit a une prolifération cellulaire incontrdlée en rapport avec I’accumulation
d’altérations génétiques constitutionnelles et le plus souvent somatiques qui conférent a la

cellule atteinte des propriétés de survie, d’adhérence et de migration (Nowell, 1976).

Les génes altérés dans cette tumeur sont des genes intervenant dans le contréle du cycle

cellulaire, I’adhérence inter-cellulaire, I’angiogenese, 1’apoptose et aussi dans la réparation

des lésions (Chung et al., 1995).

3- Facteurs de risques du CCR : (Svrcek et al., 2011)

- Les habitudes de vie : tels que 1’alimentation trop riche en graisse animale, viande
rouge et pauvre en fibres, le Tabac, 1’alcool ainsi que la sédentarité et le surpoids.

- L’age : le CCR peut apparaitre a partir de la cinquantaine et rarement avant 40 ans.
Entre 40 e 70 ans I’incidence des cancers coliques doubles tous les 10 ans.

- L’hérédité : chez des sujets ayant des antécédents familiaux atteints de cancer

colorectal.
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- Maladie familiale : concerne des sujets appartenant a une famille atteinte d’une
polypose adenomateuse familiale (PAF) cancer a transmission héréditaire ou cancer

héréditaire sans polypose ; Syndrome de Lynch.

4- Les symptomes du CCR : (Faivre et al., 2009)

- Apparition récente de trouble du transit intestinal (constipation, diarrhée prolongés,
sensation d’évacuation incompléte etc...)

- Douleurs abdominales (ballonnement, crampes...)

- Malaena, rectorragie, anémie ferriprive, altération de 1’état général.

- Perte de poids et d’appétit et inexpliquée.
5- Lesstades du CCR:

Afin de trouver le traitement le plus adapté du CCR, il est important de savoir jusqu’ou la

tumeur s’est propagée. Pour ce faire, on distingue plusieurs stades : (Esch et al., 2012)

- Stade 0 : la tumeur touche uniquement la couche muqueuse de la paroi intestinale.

- Stade 1: la tumeur envahit la deuxieme couche (sous-muqueuse) ou la couche
musculaire (musculeuse) de la paroi du cbdlon ou du rectum, sans métastase
ganglionnaire.

- Stade 2 : la tumeur a traversé la paroi et a envahi les organes avoisinants sans avoir
touché d’autres organes.

- Stade 3 : la tumeur a atteint les ganglions avoisinants, mais sans atteindre les organes
éloignés.

- Stade 4 : la tumeur correspond a une évolution métastatique et s'est propagée a des

endroits éloignés, généralement le foie ou les poumons.

6- Les differents groupes du CCR :

Le CCR est le résultat de plusieurs altérations successives qui altérent certains oncogenes,

suppresseurs de tumeur ou géne de stabilité de I’ADN (Olivier et al., 2011).

Selon les deux mécanismes moléculaires différents d’instabilit¢é du CCR : instabilité
chromosomique et instabilité génétique (Liévre et Laurent-Puig, 2005). Trois groupes de
CCR ont été définis :
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- Les cancers LOH (loss of heterozygosity) ou CIN (chromosome instability), qui
présentent une instabilité chromosomique conduisant a des pertes d’hétérozygotie.

- Les cancers MSI (microsatellite instability) ou MIN (microsatellite instability) qui
présentent une instabilité génétique conduisant une instabilité au niveau des
microsatellites, séquences répétées en tandem.

- Les cancers CIMP (CpG island methylator phenotype), décrit comme biomarqueur de
pronostique. (Toyota et al., 1999).

7- La carcinogenése du CCR :

Le CCR est un modele de carcinogenese multi-étape, il se caractérise par 1’apparition
successive d’altération génétique qui sont responsables de la formation de cellule cancéreuse
a partir d’une cellule épithéliale colique normale, selon la séquence adénome avec dysplasie,

carcinome in situ, carcinome infiltrant (Fearon et al., 1990).

La carcinogenése colorectale se fait a partir d’un épithélium sain vers 1’adénome puis au
cancer ce processus peut mettre entre 10 a 20 ans avant d’aboutir & un cancer Véritable
(figure 1) (Olivier et al., 2011).

\

APC, B- K-RAS, SMAD4 TGFbR2 TP53, BAX
\ caténine B-RAF PI3K, PTEN

‘ o Cellule saine r
Cellule
[ ‘ L cancéreuse
Prog FessSIoN  Adénome précoce et Adénome Adénome tardif Cancer

Epithélium sain crypte dysplasique intermédiaire

Figure 1 : Progression du CCR (Olivier et al., 2011).
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8- L’épidémiologie :

Dans le monde, le cancer colorectal est classé parmi les cancers les plus fréquents (3¢éme rang
apres le cancer du sein et celui de la prostate). Il représente 9,4% de tous les cas de cancer
chez les hommes et 10,1% chez les femmes (Boyle et Langman, 2000) ; (Belhamidi et al.,
2018). Son incidence serait plus élevée dans les pays occidentaux que dans les pays en voie de

développement (Bdochler et al., 2005).

En Algérie, les cancers colorectaux sont devenus les premiers cancers digestifs chez les deux
sexes, surclassant le cancer de I’estomac, et comptent parmi les cancers les plus fréquents,
occupant ainsi la troisieme place de I’ensemble des cancers. Son incidence demeure faible par
rapport aux pays développés, en dépit du fait qu’elle est en constante augmentation
(Abderrahmane et al., 2015).

En 2005, en france, ont été diagnostiques 37413 nouveaux cas de cancers colorectaux. Son
incidence est restée stable depuis 1980, malgré un passage des cancers du c6lon gauche aux
cancers du colon droit, les sujets a risque moyen sont ceux des deux sexes, agés de plus de 50
ans (Bouvier et Lepage 2008). Tous stades confondus, la survie a 5ans est de 43% chez

[’homme et de 46% chez la femme.
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Chapitre « Il » : Escherichia coli ( E.coli)

1- La flore intestinale :

Flore intestinale ou microbiote intestinal est un écosystéme comprenant : « archées, bactéries,
champignons » qui colonisent le tube digestif de la naissance a 1’age de 2 ans. Il est composé

de 10* micro-organismes propre a chaque individu (Landman et Quévrain, 2015).

Parmi ces bactéries E.coli, est un commensal du tube digestif, il représente la plus grande
partie de flore bactérienne aérobie de 1’intestin (108 germes par gramme de selles) (Kaze
Edmond, 2018).

Au long du tractus digestif, ces micro-organismes sont repartis suivant un gradient de
concentration, la densité est maximale au sein du colon, elle est 100 fois plus importante a ce

niveau. (Figure 2) (Bruneau et al., 2018).

Estomac 10* - 10° bactéries/g

Intestin gréle  10° — 10® bactéries/g

¢ Colon 10° — 10*? bactéries/g

Gradient de concentration

Figure 2 : Répartition des bactéries du microbiote intestinal dans le tractus gastro-intestinal
(Bruneau et al., 2018).

Le microbiome est I’ensemble des génes du microbiote, il représente environ 100 a 150 fois le
génome humain, les progres en biologie moléculaire, le séquengage du géne qui code pour
I’ARN du ribosome bactérien (sous-unité 16S) en particulier, on permis 1’é¢tude de la

composition du microbiote intestinal. (Lyra et al., 2012).

5 |
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Différents mécanismes propre a chaque bactérie sont impliqués dans la carcinogenese
colorectale, qui met en jeu des toxines bactériennes qui sont impliquées dans 1’activation des
voies de signalisation intracellulaire impliquées dans I’angiogenese et la prolifération

cellulaire (Bruneau et al., 2018).
2- Escherichia coli :
2-1- Historique :

En 1885, le médecin allemand Theodor Escherich (1857-1911) a publier ces travaux sur un
court batonnet a gram négatif a extrémités arrondies, présent dans les matieres fécales et
I’intestin d’enfants et qui ét¢ dénommé le genre Escherichia, et en 1958 a été renommeée
officiellement, Escherichia Coli (Mainil, 2003).

2-2- Description :

Les souches Escherichia Coli se trouvent chez les animaux a sang chaud et les humains
précisément dans le tractus gastro-intestinal et qui jouent le rble de bactéries commensales
(habitat primaire) (figure3) (Hubert, 2013).

L’habitat secondaire d’Escherichia coli est les eaux environnementales par le biais des

effluents tel que les eaux usées et I’environnement a travers les féces. (figure 3) (Smati et al.,

2015).

I Tomibre Péristaltisme
() =
\ o=

ST é

vvvvvvvv entérocytel

nutriment
>< bactéries mortes

Figure 3 : cycle de vie d’E. coli (Massot et al., 2016).
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L’habitat primaire d’E. coli est le tube digestif des vertébrés. Il est excrété dans les feces, et se
retrouve dans son habitat secondaire, 1’eau et les sédiments. La contamination de I’Homme
par E. coli se fait par 3 voies majeures, et varie selon les niveaux d’hygiéne : par les aliments
issus des animaux de rente, par 1I’eau de boisson et par contacts directs entre individus,

quelque soit ’espece (Smati et al., 2015).

Ces souches inoffensives peuvent devenir des agents pathogenes par acquisition de géne de
virulence et résistance aux antibiotiques, capable de causé des maladies de la gastro-entérite,

des infections extra-intestinales de I’appareil urinaire, du sang ou du systéme nerveux central
(Hubert, 2013).

Les bactéries du genre Escherichia sont des bacilles Gram négatifs, aérobies anaérobies

facultatives, non halophiles et non sporulées (Ramberg, 2012).

Les souches d’E.coli ont la capacité de croitre a des températures entre 10°C et 45°C, avec un
optimum entre 37°C et 42°C, et pH 5.5 — 8.0 (Meier-Kolthoff et al., 2014).

2-3- Taxonomie :
Escherichia coli est une espéce bactérienne du genre Escherichia, appartenant a la famille
Enterobacteriaceae, ordre des Enterobactériales, phylum des Proteobacteria, classe des

Gammaproteobacteria (Grimont, 1987).
2-4- ldentification :
2-4-1- Caracteres morphologiques :

E.coli ou colibacille dont « coli » signifie issu du colon est une bactérie fine et allongée a
extrémité arrondie, mesurent 2 a 3y de long sur 0.6p de large, posséde une couronne
flagellaire et mobile grace a une ciliature péritriche. Ce germe, donne des colonies lisses
(figure 4) (Payne et al., 1988).
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Figure 4 : Micrographie électronique a balayage de la souche E.coli DSM 30083" (Meier-
Kolthoff et al., 2014).

2-4-2 caractéres biochimiques :

Tableau 1 : Caractere biochimique d’E.coli (Jawetz et al., 1973).

Réaction Gélose  au
§ _ s suc;e Triple
3 = = et fer ou au
O Q ) ] = wn
€ 8 3 2 g 2 3 & |sucre double
T 3 S S s = ° o de Russel
2 o - «n 2 x a T Pente | Bout
Caractére + AG AG + AG AG - A | AG

(+) : positive, (-) : négative, (£) : variable, AG : acide et gaz, A : acide

2-4-3- Caracteres moléculaires :

E.coli posséde des propriétés de virulence sur des structures génétiques mobile comme les
transposons, les plasmides, les phages ou les ilots de pathogénisité, ainsi que des échanges de
matériel génétique (Mainil, 2003).

La taille du chromosome d’une souche d’E.coli varie entre 4.5 et 5.5 Mégabase, Les souches
pathogenes d’E.coli possedent jusqu'a 20% d’information génétique supplémentaire acquise

au cour de transferts horizontaux d’ADN (figure 5) (Mainil, 2003).
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! -

Figure 5 : lllustration de la coloration Gram négatif d'E. coli. Au microscope, E. coli apparait
comme un organisme en forme de batonnet de couleur rose ou rouge. (MicroDok 2020).

2-5- La pathogénicité des E.coli :

Escherichia coli contribuee a différentes fonctions comme, la dégradation des aliments (El
Kaoutari et al., 2014), la modulation du systéme immunitaire et la protection de
microorganismes pathogéne, il existe certaines souches pathogenes d’E.coli qui génerent des
effets délétéres au niveau de ’intestin, sa pathogénicité est souvent associée a la présence de

I’ilot génomique pks (Nougayréde et al., 2006).
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Chapitre « 111 » : L’impact d’E. coli sur le cancer colorectale

1- Fréquence d’isolement d’E.coli dans I’étiologie de cancer colorectal

D’apreés une étude réalisée en Allemagne en 1998, E.coli a été détéctée par PCR dans 62% des
adénomes et 77% des échantillons de biopsie de carcinome colorectal par rapport a 12% de

biopsies positives de symptdmes et 3% de témoins asymptomatiques (Swidsinski et al., 1998)

Dans une autre étude, il a été montré que lorsque la couche de mucus sus-jacente est retirée la
mugqueuse colique normale est exempte de bactéries aérobies, tandis que la muqueuse de la
surface du CCR contiennent une flore aérobie relativement abondante en particulier E.coli
(Martin et al., 2004).

Selon une étude impliquée sur des nourrissons, le phylotype B2 d’E.coli sont des
colonisateurs de I’intestin humain, ainsi, es facteurs de virulence produites par ces souches
entrainent une réponse inflammatoire prolongée avec I’issue maligne du CCR (Wassenaar,
2018).

2- L’impact d’E. coli sur CCR

Selon le modele «driver-passenger », des bactéries du microbiote peuvent étre impliquées
dans la carcinogenese, en premier, I’initiation du cancer colorectal qui est du a la colonisation
de I’intestin par des bactéries pathogénes « driver » a un effet pro-inflammatoire et pro-
carcinogene, cette progression entraine une modification dans le microenvironnement
tumoral, tout en permettant une colonisation par des bactéries opportunistes « passenge » qui

favorisent le développement de la tumeur (Tjalsma et al., 2012).

Des études ont montré ’existence d’un lien entre E.coli et cancer colorectal, avec une
augmentation des taux d’E.coli dans le colon au cours du processus du CCR (Bonnet et
al.,2014).

Escherichia coli est la bactérie la plus abondante de la flore intestinale mais elle peut étre
pathogene et génere de multiples effets délétéres au niveau intestinale (Nougayréde et al.,
2006) ; (El Kaoutari et al., 2014).
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Selon le polymorphisme électrophorétique d’enzyme métabolique, les souches d’E.coli sont
divisées en 5 groupes : A, B1, B2, D et E. Dans la plus part des cas les souches commensales
appartiennent aux groupes A et B1, et les souches pathogénes appartiennent aux groupes B2
et D (Escobar-Paramo et al., 2004), dont certaines sont associées aux MICI et qui présentent
un facteur de risque du CCR. (Darfeuille-Michaud et al., 1998) ; (Darfeuille-Michaud et
al., 2004).

Des espéces impliques dans le processus du cancer colorectal sont souvent productrices de
cyclomodulines, toxines qui induit des cassures double brin d’ADN et des instabilités
chromosomiques, parmi elles, le cytotoxic necrotizing factor-1 (CNF-1) et surtout la
colibactine (Arthur et al., 2012).

La génotoxicité des souches d’Escherichia coli produisant la colibactine (Nougayreéde et al.,
2006) est capable de faire sortir les cellules du cycle cellulaire et de les faire entrer en

sénescence (Bruneau et al., 2018).
3- Lacolibactine :
3-1- Généralités :

La colibactine est une toxine découverte en 2006 par Nougayréde, elle a été identifiée chez
une souche d’E.coli (IHE3034) isolée d’une méningite néonatale, elle appartienne a la
familles des cyclomodulinesc toxines qui modulent le cycle cellulaire des cellules hétes soit
en stimulant (cyclomodulines stimulatrices) ou en I’arrétant (cyclomodulines hinibitrices)
(Nougayréde et al., 2006), elle a été montrée en étant promotrice de tumeur colorectal
(Arthur et al., 2012).

Elle est capable d’induire des cassures double brin de I’ADN, arrét du cycle cellulaire,
sénescence, instabilité génétique, augmentation de la fréquence des mutations, cassure de
chromosome (Nougayréde et al., 2006) ; (Arthur et al., 2012).

Des études épidémiologique ont montrés que les E.coli producteur de la colibactine sont plus
fréeqguemment trouves dans les tumeurs des patients atteint de CCR (50-65%) que dans les
biopsies de patient atteints de la maladie de Crohn (40%) ou ce ne souffrant pas de MICI
(Maladie inflammatoire chronique de I’intestin) ni de cancer (Arthur et al.,2012) ; (Buc et
al.,2013).
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3-2- Structure :

c’est un composé hybride polykétide-peptide résultant des activités enzymatiques codées par

I’ilot pks, et sa structure n’est pas connus a ce jour (Nougayrede et al., 2006).

3-3- Biosynthese :

La synthese de la colibactine se fait par des enzymes codés par I’ilot pks qui est un ilot

génomique de 54kb, qui porte des genes codent pour des polykeétides synthase (PKS) et des

peptides non-ribosomique (NRPS). Les NRPS et PKS sont des enzymes qui synthétisent des

métabolites secondaires non-protéiques, des peptique non-ribosomaux et des polykétides
(Nougayrede et al., 2006).

L’ilot PKS est composé de 23 géne (cIbA a clbS) (Nougayréde et al., 2006) (figure 6)

(tableau 2).
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Figure 6 : Organisation de 1I’ilot génomique pks (Fais et al., 2018).

Tableau?2 : Les enzymes impliquées dans la biosynthese de la colibactine (Fais et al., 2018).

Protéines Réle dans la production de la colibactine
ClbA Protéine accessoire : Phosphopantethein transférase (active d’autres enzymes) Favorise le
recrutement de cofacteur
CIbR Probable protéine régulatrice
ClbB Enzyme de synthése : hybride NRPS-PKS
CIbC Enzyme de synthése : PKS
ClbD Enzyme de synthése : hydroxyl acyl coA déshydrogenase
CIbE Enzyme de synthése : Protéine porteuse d’acyle
ClbF Enzyme de synthese : aff déshydrogenase
CIbG Enzyme de synthése : Acyl transférase
ClbH Enzyme de synthése : NRPS
Clbl Enzyme de synthese : PKS
ClbJ Enzyme de synthese : NRPS

12



Synthese Bibliographique

ClbK Enzyme de synthése : hybride PKS-NRPS
ClbL Enzyme de synthése : Amidase
CibM Protéine accessoire : transporteur MATE. Transporte la pré-colibactine au travers de la

membrane plasmique

CIbN Enzyme de synthese : NRPS
CIbO Enzyme de synthese : PKS
ClbP Protéine accessoire : peptidase fmtA. Transporte la pré-colibactine du cytoplasme au

périplasme et clive la pré-colibactine en colibactine active génotoxique

ClbQ Enzyme de synthése :Thioestérase

CIbS Protéine accessoire : inactive la colibactine afin de protéger la cellule bactérienne

La biosynthése de la colibactine nécessite 1’activation des mégasynthase PKS/NRPS (non
ribosomal peptides) par la phosphopantetheinyl transférase CIbA, aprés 1’activation de ces
mégasynthases, elles recrutent monomeres spécifiques. La premiere enzyme intervenant dans
la synthése est la CIbN, dont le substrat est I’aspergine (Asn). L’assemblage se poursuit
ensuite avec l’intervention successive des enzymes CIbB-C-H-1-J-K qui utilisent divers
substrats, conventionnels (malonyl-CoA, alanine, sérine, glycine, cystéine) ou non acide
aminocyclopropane-carboxilique, synthétisent la toxine sous forme de pré-colibactine
(Moussa et al.,2016).

La pré-colibactine inactive est exportée au niveau du périplasme via CIbM qui est une pompe
a efflux insérée dans la membrane interne, ensuite la CIbP qui est une protéine ancrée a la
membrane interne et qui possede une activité D-amino-peptidase, hydrolyse la pré-colibactine
et entraine la séparation du produit de clivage ou N-myristoyl-D-asparagine et de la

colibactine active (Moussa et al.,2016).
3-4- Mode d’action :

L’E.coli productrice de colibactine induit des cassures double brin de I’ADN qui conduisant a
un arrét du cycle cellulaire en phase G2, les cellules infectées par E.coli productrice de
colibactine peuvent sortir du cycle cellulaire et entré a sénescence (figure 7) (Raisch et
al.,2016).
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Figure 7 : Réponse cellulaire aux cassures double brin de I’ADN induites par la colibactine
(Petit et al., 2013).

L’activation du systéme de réparation de I’ADN médiée par la voie ATM et caractérisée par
la phosphorylation d’ATM et I’apparition d’histones H2AX phosphorylé en position S139
(Nougayrede et al., 2006) ; (Bossuet-Greif et al., 2018)

La phosphorylation d’ATM induit I’activation d’une cascade de phosphorylation passant par
les protéines Chk2 et Cdc25c (Cycline-dependant kinase phosphatase C). La phosphatase
Cdc25c phosphorylée est alors séquestrée au niveau de cytoplasme entrainant un blocage du
cycle cellulaire en phase G2/M. L’analyse cytogénétique a révélé des signes de réparations
des dommages incomplétes marqués par la présence d’aberration chromosomique importante
(Cuevas-Ramos et al.,2010) (instabilit¢é chromosomique et I’accumulation de mutations

géniques, moteurs fondamentaux dans la progression cancéreuse (Petit et al., 2013).
3-5- Effet génotoxique :

La colibactine possede un effet génotoxique étudié in vivo et in vitro (Nougayrede et al.,
2006).

D’apres une étude, il a été montré que In vitro, la découverte de I’action des E.coli pks
positives a eté effectuee sur des lignees cellulaires, ces bactéries peuvent induire des cassures
double brins de I’ADN au niveau des cellules infectées en culture (Nougayréde et al., 2006).
Le marqueur utilis¢é pour évoluer les cassures double brins de ’ADN est la forme

phosphorylée sur la sérine 139 de I’histone H2AX (Cuevas-Ramos et al.,2010)
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le signal YH2AX des cellules infectées augmente en relation avec la dose d’infection, et il a
été confirmé la présence des cassures double brins dans ces cellules par le test
d’électrophorése unicellulaire en gel «test cométe» sa queue s’allongeant avec
I’augmentation du signal YH2AX et indique une augmentation en cassures double brins

(figure 8) (Cuevas-Ramos, 2010).
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Figure 8 : Induction des cassures double brins de I’ADN apres infection par E.coli produisant la

colibactine (Cuevas-Ramos, 2010).

A : Identification de I’Histone H2AX phosphorylée (y H2AX) en vert.
B : Test comete en présence des cassures double brins, une queue se forme suite a

I’électrophorese des fragments d’ADN hors de noyaux (Cuevas-Ramos, 2010).

In vivo, la découverte de I’effet génotoxique des E.coli pks positive a été réalisée sur un

modele d’anse ligaturée du colon (figure 9) (Cuevas-Ramos et al.,2010).
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Figure 9 : Effet génotoxique de la colibactine in vivo dans un modele d’anse ligaturée de colon
(Cuevas-Ramos et al.,2010).
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A : Sur un modéle de murin, un inoculum d’une souche d’E.coli qui produit la colibactine
(pks positive) ou bien muté pour le géne clbA, a été injecté directement dans la lumiere
intestinale d’anses de colons ligaturés en amont de la partie proximale et en aval de la partie
distale. 6 h apres, les anses ligaturées sont prélevées et préparées afin de réaliser des coupes
histologiques.

B : Les y H2AX ont été révélées sur ces échantillons par immunohistochimie.

Il a été observée une positivité dans les noyaux des entérocytes irradiés ou exposés a la
souche d’E.coli pks positive, les entérocytes non infectés ou mis en contact avec la souche

mutante AclbA sont peu a pas marqués (Cuevas-Ramos et al., 2010).

3-6- Effet sur le développement tumoral :

Il a été montré que sur des murins de CCR génétiquement modifiés, I’infection par des E.coli
producteur de colibactine provoque une accélération du développement tumoral avec
I’augmentation du nombre et volume tumoral au moins 2 fois, contrairement au animaux
contrbles de méme génotype non infectés et les animaux infectés avec un mutant de ces

souches ne produisant pas la colibactine (Arthur et al.,2012) (Cougnoux et al., 2016).

La confirmation de ces résultats été avec une augmentation du nombre et volume de la
tumeur, sur un modele murin de carcinogenése traité par I’AOM/DSS infecté par E.coli

porteur de I’ilot pks (Rao et Jackson, 2016).

En 2014, des chercheurs ont montré une augmentation de I’expression de 5 genes de 1’ilot pks
CIbG,H,L,M et S au cours du développement tumoral, et suggerent que des variations du
microenvironnement peuvent influencer la synthese de colibactine au cours du CCR (Arthur
etal., 2014).
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Conclusion

Le présent travail confirme que le cancer colorectal est une maladie multifactorielle qui peut

étre causée par différents facteurs environnementaux et génétiques.

Le microbiote intestinal a été impliqué dans la survenue et le développement du cancer
colorectal par différents mécanismes, sa composition en micro-organismes a permis aux
chercheurs de mieux comprendre le lien entre la flore intestinale et la carcinogenése

colorectale.

Chaque bactérie du microbiote a son propre mécanisme impliqué dans cette pathologie,
comme la production de toxines bactériennes qui peuvent provoquer des altérations au niveau

de I’ADN responsables de la formation de tumeur.

Parmi ces bactéries, les Escherichia coli pathogénes, peuvent présenter des propriétés
oncogéniques en causant des cassures double brin de I’ADN, arrét du cycle cellulaire... par la
sécrétion d’une toxine appelée Colibactine synthétisée par des enzymes codés par un ilot

génomique pks.

Cette recherche nous a permis d’ouvrir la réflexion sur de nouvelles perspectives en
visant un travail plus approfondie en pratique et une étude épidémiologique, afin de
mieux comprendre ce phénomeéne et de mettre en évidence le réle du microbiote dans le

développement du cancer colorectal.
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Contribution to the study of the impact of Escherichia coli secretome on colorectal

cancer

Abstract

Colorectal cancer is a multifactorial disease dependent on environmental and genetic factors
which constitutes a real problem in public health. The intestinal microbiota is potentially
involved in the development of colorectal carcinoma by different mechanisms. We have
shown through this research the existence of a link between the bacterial secretome and
colorectal cancer, proven by studies which have shown that among these bacteria of the
microbiota Escherichia coli has the capacity to synthesize a genotoxin called colibactin which
can damage DNA and is a major factor in the development of colorectal cancers.

Keywords : Colorectal cancer, secretome, Escherichia coli, intestinal microbiota, colibactin,
DNA

Contribution a I’étude de ’impact du sécrétome d’Escherichia coli sur le cancer
colorectal

Résumé

Le cancer colorectal est une maladie multifactorielle sous la dépendance de facteurs
environnementaux et génétiques qui constitue un réel probleme dans la santé publique. Le
microbiote intestinal est potentiellement impliqué dans le développement du carcinome
colorectal par différents mécanismes. Nous avons montré a travers cette recherche 1’existence
de lien entre le sécrétome bactérien et le cancer colorectal, prouvé par des études qui ont mis
en évidence que parmi ces bactéries du microbiote [’Escherichia coli a la capacité de
synthétiser une génotoxine appelée la colibactine qui peut endommager I’ADN et constitue un
facteur majeur du développement de cancers colorectaux.

Mots clés : cancer colorectal, sécrétome, Escherichia coli, microbiote intestinal, colibactine,
ADN






