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dans les cellules endothéliales des capil-
laires péritubulaires des reins chez tous
les patients considérés comme répon-
deurs d’apres les tests in vitro (6/6) [7].
Les trois patients considérés comme non-
répondeurs (score composite) avaient
été inclus dans les essais cliniques sur
la base d’un test in vitro de premiére
génération (lymphocytes) insuffisam-
ment discriminant, mais le test in vitro
utilisant des cellules HEK293 transgé-
niques confirma qu’ils étaient porteurs
de mutations insensibles au migalastat.
Le test in vitro en lignées transgéniques
semble donc prédictif de la réponse cli-
nique in vivo chez les patients.

Le chlorhydrate de migalastat est, a notre
connaissance, la premiere molécule cha-
peron proposée en clinique humaine pour
le traitement d’une maladie génétique
et qui poursuit actuellement son déve-
loppement dans deux essais cliniques
de phase Il : "'un en double aveugle
contre placebo (voir le site ClinicalTrials.
gov NCT00925301), P’autre par tirage au
sort contre une enzymothérapie recom-
binante substitutive (NCT01218659). Les
chaperons pharmacologiques, en mono-

thérapie, sont un paradigme d’approche
pharmacogénétique s’adressant unique-
ment aux patients porteurs de mutations
répondeuses. Cependant, il est impor-
tant de noter que les résultats préli-
minaires présentés ici ont été obtenus
dans le cadre d’essais cliniques de phase
I, ne comportant par définition aucun
groupe contréle et n’étant pas destinés
a démontrer I'efficacité d’un traitement.
Seuls les essais cliniques de phase Il
randomisés, permettront de conclure ou
non a efficacité de la molécule chape-
ron. Cependant, ces essais cliniques de
phase Il chez I’homme ouvrent la voie
a I'étude d’autres chaperons pharma-
cologiques pour le traitement d’autres
maladies génétiques [4]. ¢
Pharmacological chaperons:

a novel therapeutic approach

for genetic diseases
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NOUVELLE

Microbiome

Un nouveau facteur de risque

de cancer colorectal ?

Christian Jobin

> Le cancer colorectal représente la troi-
sieme cause la plus fréquente de cancer,
avec un million de nouveaux cas dans
le monde chaque année, et sa mortalité
avoisine 30 %. Le développement des
techniques « -omiques », génomique,
protéomique, métabolomique, nous per-
met aujourd’hui d’appréhender de fagon
assez précise les mécanismes molécu-
laires a I'ceuvre dans I’émergence et la

Traduction francaise de Laure Coulombel.
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progression de cette forme de cancer.
Malgré I'impact que ces connaissances
ont eu sur la prise en charge diagnos-
tique, et thérapeutique, mais aussi sur
la prévention de ce cancer, celui-ci est
loin d’étre vaincu, et la poursuite des
recherches est indispensable. Parmi les
domaines les plus étudiés, celui qui ana-
lyse les relations entre environnement
et développement tumoral est parti-
culierement actif. Déja au xix® siecle,
le célebre anatomopathologiste Rodolf

Virchow notait la présence de cellules
inflammatoires (leucocytes) dans les
Iésions tumorales de différents patients.
Cette observation toute simple a proba-
blement contribué au célebre concept
selon lequel I'inflammation fait le lit
du cancer. Concept largement vérifié
depuis, en particulier dans les localisa-
tions digestives estomac, cdlon et foie.
Dans I’exemple du cancer colorectal
se développant dans un contexte de
colite inflammatoire, les protagonistes
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sont connus : médiateurs de I'inflam-
mation (TNF [tumor necrosis factor],
IL-17A, 1L-23), molécules génotoxiques
(reactive oxygen and nitrogen oxygen
species [ROS, RNS]) produites par des
cellules variées (cellules de I'immunité,
cellules mésenchymateuses), induc-
trices de modifications génétiques et
épigénétiques a I’origine de Iésions pré-
néoplasiques et finalement de tumeurs
(Figure 1). Or, dans les maladies inflam-
matoires chroniques de I'intestin, le
trio microorganisme-inflammation-
cancer colorectal a été scruté de pres
par beaucoup d’équipes de recherche.
Mais, si le lien entre microorganismes
et inflammation est familier, il est inté-
ressant de s’interroger sur les cibles
de cette inflammation survenant chez
I’hote ? Concernent-elles exclusivement
les cellules de I’hote, des cellules mam-
miferes ; ne pourraient-elles pas modi-
fier aussi I’équilibre des populations
bactériennes colonisant I'intestin ?

Microbiome, inflammation

et cancer colorectal

Certains microorganismes pathogénes ont
été impliqués dans des tumeurs : Helico-
bacter pylori dans le développement d’un
cancer gastrique, le virus de I’hépatite
C dans celui d’un carcinome hépatique.

Uimplication de microorganismes patho-

genes dans le développement du cancer
colorectal chez I’lhumain n’est pas établie.
Encore plus important, la possible impli-
cation du microbiote endogéne comme
facteur de risque environnemental du
développement d’un cancer colorectal n’a
guere été étudiée. Ce qu’on pourrait inter-
préter comme un manque d’intérét de la
part de la communauté est d’autant plus
curieux que la population bactérienne qui
réside dans notre intestin — site d’origine
de ces tumeurs — est énorme puisqu’elle
est forte de 10%° a 10'* bactéries dont
le génome ne comprend pas moins de 3
x 10° geénes. Cet écosysteme microbien
qui vit a proximité de I’épithélium intes-
tinal exerce des fonctions essentielles
pour "équilibre homéostatique de I’hote,
qu’il s’agisse de la synthese de vitamines
essentielles, de la digestion et de I’hydro-
lyse de sucres complexes issus de I’ali-
mentation, de I’éducation du systeme
immunitaire muqueux, voire de la protec-
tion qu’assure le microbiote commensal
vis-a-vis de pathogenes avec lesquels il
entre en compétition pour les niches éco-
logiques. Le revers de la médaille est que
ces populations bactériennes inoffensives
peuvent aussi étre source de stimulations
antigéniques néfastes chez un héte sen-
sibilisé, un processus démontré dans les
maladies inflammatoires chroniques de
Iintestin (MICI).

Microbiote

TProIifération

Cellules |
présentatrices
d’antigenes

€vénements génétiques/épigénétiques

Cellules
présentatrices
d’antigenes

¢ \} TNF, IL-6,
Presentutlon\. L-le/it 23
d’antigénes CD4’ L6,

IFN — ) R0S,
IL 17A, IL- 6 RNS,
TNF

Figure 1. Mécanismes pro-inflammatoires conduisant a I'induction d’événements génétiques et

Cellules mésenchymateuses

épigénétiques facilitant la cancérogenese. ROS : reactive oxygen species ; RNS : reactive nitrogen

species.
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Analyse métagénomique bactérienne
et cancer colorectal

On sait qu’une dérégulation de la réponse
immune vis-a-vis du microbiote endo-
geéne de I’hGte est un événement clé
de la survenue des MICI ; or ces mala-
dies représentent un facteur de risque
avéré de cancer colorectal. avénement
récent de la métagénomique, qui per-
met de s’affranchir de la culture des
microorganismes [12] notamment via les
techniques de next-generation sequen-
cing (NGS) basées sur I’analyse des
geénes ribosomiaux bactériens 16S, offre
aujourd’hui la possibilité d’analyser ce
vaste écosysteme de plus de 100 trillions
de microorganismes, dont beaucoup ne
peuvent pas étre cultivés in vitro. Uiden-
tification des changements associés a
diverses situations pathologiques, dont
les MICI et les cancers colorectaux, est
donc & notre portée. La comparaison des
résultats obtenus a partir d’échantillons
tissulaires ou de matiéres fécales chez
des sujets controles et des patients can-
céreux a permis de mettre en évidence
chez ces derniers des modifications de
la composition de la flore microbienne,
un phénomene désigné par le terme de
« dyshiose ». La divergence des micro-
biotes entre sujets sains et patients
cancéreux était constante, et plusieurs
groupes de microorganismes ont été
identifiés, sans toutefois que "on puisse
assigner une catégorie particuliére de
microorganismes a la présence d’un
cancer chez I’hote. Ainsi, les selles de
patients cancéreux étaient enrichies en
bactéries anaérobies du groupe Bac-
teroides-Prevotella en comparaison de
selles de sujets sains [1]. Dans une
autre étude, des microorganismes des
genres Enterococcus, Escherichia/Shi-
gella, Klebsiella, Streptococcus et Pep-
tostreptococcus prédominaient dans le
compartiment luminal des patients can-
céreux comparés aux sujets controles,
alors que la famille Lachnospiraceae,
qui comprend des bactéries productrices
de butyrate, une substance bénéfique
pour I'intestin, y étaient moins abon-
dantes [2]. Firmicutes, Bacteroidetes et
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Proteobacteria sont observées en abon-
dance a la surface de la muqueuse intes-
tinale chez les patients porteurs d’adé-
nomes comparés aux sujets indemnes
[3]. Chez un méme patient, I'analyse
comparée d’échantillons provenant de
résections tumorales et du tissu sain
adjacent a révélé une augmentation
des microorganismes des phylums Bac-
teroidetes, et la diminution des phy-
lums Firmicutes sélectivement dans les
fragments tumoraux [4]. Si 'on analyse
les genres, Coriobacteridae, Rosebu-
ria, Fusobacterium et Faecalibacterium
étaient sur-représentés et Enterobac-
teriaceae sous-représentés [4]. Cette
augmentation de la quantité relative des
Fusobacterium chez les patients atteints
de cancer colorectal a également été
observée par d’autres équipes travaillant
avec des échantillons de tissu colique ou
des écouvillons rectaux [5-7]. Or la pré-
sence de Fusobacterium nucleatum a été
corrélée au développement de MICI [8].
Mais, toutes ces données, qui traduisent
un effort certain d’analyse comparative
entre sujets sains et patients atteints
de cancer, restent trés descriptives et se
fondent sur des corrélations, incitant a
une interprétation prudente. Il se peut
que ces modifications du microbiome
traduisent simplement des changements
dans I’environnement secondaires au
développement de la tumeur. Prouver un
lien causal entre altérations du micro-
biome et cancer requiert des analyses
longitudinales et la réalisation d’expé-
riences fonctionnelles dans des modéles
expérimentaux ou la composition du
microbiote peut étre modifiée, et les
conséquences suivies et analysées. Il
n’en reste pas moins vrai que les diffé-
rences récurrentes de la composition des
communautés bactériennes intestinales
entre patients et sujets sains incitent
a en décrypter I'origine et les consé-
quences.

€.coli, maladies inflammatoires
de I’intestin et cancer colorectal
Des résultats in vitro ont précédem-
ment démontré qu’un nombre élevé
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de souches pathogénes de Escherichia
coli appartenant au pathovar AIEC
pour adherent-invasive €. coli, adhé-
raient a la surface d’échantillons de
muqueuse iléale et colique de patients
atteints de MICI ou de cancer colorectal,
par comparaison avec les muqueuses
saines. Chez les patients atteints de
MICI, I’étude métagénomique a identifié
une augmentation des Proteobacteria,
en particulier des Enterobacteriaceae,
genre auquel appartient €. coli [9].
Mais, comme précédemment, cette alté-
ration du profil des bactéries identifiées
peut étre une conséquence, et non la
cause, de I'inflammation intestinale.

Nous avons récemment montré [10]
dans un modéle de souris invalidées
pour le géne codant I’interleukine 10
(I11077) — qui développent des colites
inflammatoires et représentent un
modeéle de MICI —, une augmentation
considérable des bactéries de type Pro-
teobacteria, en particulier €. coli, dans
la lumiére intestinale des souris qui
développent un cancer colique. Pour
analyser plus finement le lien entre
cette prédominance d’€. coli et le déve-
loppement d’un cancer colorectal dans
ce contexte inflammatoire, nous avons
inoculé & des souris [[107" axéniques
soit une souche d’€. coli de type AIEC
spécifique des souris (NC101), soit une
souche Enterococcus faecalis humaine.
Toutes deux induisent une inflamma-
tion intestinale chronique sévére chez
ces hotes, mais seules les souris ayant
recu la souche NC101 développent une
tumeur colique. Cette sélectivité va a
I’encontre de I’idée consensuelle que
toute inflammation fait le lit du cancer,
comme nous le mentionnions en intro-
duction, et révéle que la composition
microbienne est un parametre impor-
tant pour le développement tumoral.
Afin d’analyser le mécanisme a I’ceuvre,
nous avons recherché dans le génome
de ces €. Coli-NC101 des genes codant
pour des facteurs intervenant dans la
réponse génotoxique de I’hote. Un ilot
génomique pks (polyketide synthase qui
code pour des synthases de polycétides

et de peptides non ribosomaux) a été
précédemment identifié dans le génome
de bactéries €. coli extra-intestinales
[11]. Le produit de cet ilot pks est la
colibactine, complexe qui, méme s’il
n’a été ni purifié ni caractérisé jusqu’a
présent, semble induire les voies de la
réponse cellulaire aux dommages de
PADN [11]. Or la souche €. coli NC101
contient cet ilot pks. Pour en comprendre
I'influence dans le développement des
cancers coliques chez les souris i[10~~
infectées avec NC101, nous avons répété
ces expéreinces en inoculant des souris
axéniques il107~ avec une souche NC101
dépourvue de cet ilot pks. Alors que
les deux populations de souris, pks* ou
pks™, ayant regu £. Coli développent une
inflammation intestinale, seules les pre-
miéres (pks*) développent une tumeur.
Nous pouvons donc conclure que certes
I'inflammation intestinale est un facteur
de risque de développement d’un cancer,
mais, a elle seule, elle n’est pas suffi-
sante pour induire I"émergence tumorale
dans le modele murin utilisé. 1l est donc
probable que le microbiome, et les pro-
duits des génes qu’ils portent (comme
ici pks/colibactine) sont un déterminant
essentiel pour le développement d’une
pathologie tumorale.

Perspectives

Uimplication potentielle de symbio-
tes (organisme vivant dans un autre
organisme et dont I"association est a
bénéfices réciproques), bactéries non
pathogeénes, dans le développement de
cancers, est un concept relativement
neuf. Les récentes études du micro-
biome chez les patients atteints de
cancer colorectal a différents stades
de progression ont apporté des infor-
mations nouvelles sur les communau-
tés bactériennes vivant dans les diffé-
rentes niches écologiques de notre tube
digestif. Elles ont ainsi révélé un lien
potentiel entre les souches présentes
et I’émergence de cellules tumorales,
dont la causalité a été obtenue dans des
modeles précliniques. Mais tout aussi
important pour notre connaissance de



la pathogenese des cancers colorec-
taux est la reconnaissance de I'impact
déletere de I'inflammation sur la com-
position microbienne. Il n’y a pas si
longtemps, on pensait que la seule
conséquence néfaste de I'inflammation
sur I’environnement opérait via la sécré-
tion de molécules génotoxiques et de
médiateurs de I'inflammation, tous deux
compromettant la stabilité génétique
et la physiologie des cellules épithé-
liales (Figure 1). Il est maintenant clair
que, outre son retentissement cellulaire,
cette inflammation influence égale-
ment, et de fagon probablement déter-
minante, la composition du microbiote
intestinal. Une hypothése tres plausible
aujourd’hui est que le microbiote, en
réponse aux influences endogénes/exo-
génes (liées par exemple a I'alimen-
tation, au stress, a I'inflammation)
influencerait I’émergence/progression
des cancers via la production de com-
posés carcinogeénes (par exemple la
colibactine comme dans notre modéle,
H,S, etc.) (Figure 2). Dans cette nou-
velle vision des interactions microbiote-
hote, le microbiote joue un double jeu :
il est certes a 'origine de la réponse
inflammatoire de I"hote (illustrée sur la
Figure 1), mais celle-ci, via ses média-
teurs, modifie considérablement la

composition microbienne, conduisant a
une dysbiose (par opposition & eubiose).
€n réponse a ces modifications de leur
environnement, les microorganismes
induisent des changements complexes
de leurs réponses transcriptionnelles et
métaboliques et produisent des molé-
cules (toxines, métabolites, enzymes,
etc.) qui peuvent influencer le dévelop-
pement d’une tumeur. Il est donc logique
d’inclure le microbiome comme un des
protagonistes important de la chafne
des évenements dont I"aboutissement
est la transformation cellulaire maligne
des cellules épithéliales coliques.

Dans le futur, il faudra corréler les
réponses de I’hote avec les caractéris-
tiques du microbiome explorées par les
approches métagénomique, métabolo-
mique, métatranscriptomique. Dans ce
cadre, I'analyse de I’influence du mode
de vie (alimentation, stress, etc.) et du
statut génétique sur le microbiome et
la susceptibilité de I'individu au risque
de cancer, conduira a une approche
intégrative qui pourrait révéler de nou-
velles voies de développement d’un
cancer. Il est possible dans ce cadre
que de nouveaux biomarqueurs, issus
de I"analyse du microbiome, fassent
leur apparition ainsi que des approches
thérapeutiques ou préventives visant a

Eubiose aB—an @
e ®°®=,

€vénements génétiques/épigénétiques

‘@

Figure 2. Changements du microbiote induits par ’inflammation qui facilitent [’émergence d’une

tumeur.
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moduler ce microbiote, dont I'objectif
final sera d’améliorer la prise en charge
des patients cancéreux. ¢

Microbial dysbiosis, a new risk factor
in colorectal cancer?
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