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Introduction

On pourrait a premiere vue penser que la bactériologie et 1’oncologie n’ont pas beaucoup de
lien. Cependant, les bactéries comme les cellules tumorales interagissent avec le systeme
immunitaire et les récentes découvertes sur le microbiote intestinal réunissent en partie ces deux

domaines.

Historiquement, la lutte contre les cancers est un enjeu de santé publique au niveau mondial
depuis les années 60. Certaines avancées thérapeutiques ont permis d’en transformer certains en
maladies chroniques, donc d’améliorer la survie et parfois de guérir les patients. C’est le cas par
exemple de nombreux cancers du sein ou de la prostate, qui évoluent et sont pris en charge parfois
pendant plusieurs années. Certains évoluent vers une rémission ou une guérison tandis que d’autres

se dégradent et conduisent a la mort de nombreux patients et a de véritables drames familiaux.

En France, en 2014 et selon les documents du 3" plan cancer 2014-2019 ; 3 millions de
personnes vivent avec ou apreés un cancer, ce qui signifie qu’une famille sur trois est touchée

(http://www.gouvernement.fr/action/le-plan-cancer). Les différents plans cancers gouvernementaux

qui se succedent ont toujours pour objectif de guérir plus de malades, de donner plus de moyens aux
recherches fondamentales et cliniques, d’améliorer la qualité de vie des patients et de favoriser la

prévention. En effet, en France en 2015, 149 000 personnes sont décédées des suites d’un cancer.

Le troisieme plan cancer 2014-2019 prévoit 1,5 milliards d’euros d’investissement pour
continuer a remplir ces objectifs. En France, chaque année, le cotlt de la prise en charge des patients

est estimée a environ 14 milliards d’euros.

Ces quelques données montrent & quel point les cancers sont des enjeux scientifiques et
soci¢taux, a la fois sur le plan humain (beaucoup de mortalité évitable, drames familiaux) et

¢conomique (cott financier important dans des contextes économiques difficiles).



La nécessité d’avancées thérapeutiques est donc forte.

De son c6té, la bactériologie moderne inteégre les domaines de la biologie moléculaire et de la
génétique. Les nouvelles générations de techniques de séquencage a haut débit ont d’ailleurs permis
d’identifier et de caractériser le microbiote intestinal humain, autrefois appelée « flore intestinale ».
Présenté comme une communauté essentiellement bactérienne, dense et riche, ce microbiote est
important. I assure notamment de nombreuses fonctions sur les systémes digestifs et immunitaires
que nous développerons dans ce manuscrit. C’est ici principalement la fonction immunitaire qui va

nous intéresser.

La physiologie du systéme immunitaire est complexe et toujours explorée. Le concept de
I’anticorps qui se fixe sur un agent pathogene induisant ainsi une reconnaissance spécifique et une
réponse immunitaire adaptée, faisant suite a la réponse innée est bien établi. Cette méme réaction
immunitaire se développe également a I’encontre des cellules tumorales, qui comme les bactéries,
peuvent surpasser les capacités de notre systeme de défense et ainsi créer des situations
pathologiques. En terme de traitement, 1a encore, 1’analogie est possible : bactéries et tumeurs
peuvent devenir résistantes et 1’échec thérapeutique menace. Il faut donc trouver des alternatives.
C’est ici que les fonctions immunitaires et autres richesses physiologiques du microbiote et du

monde bactérien en général vont nous intéresser.

Nous explorerons donc au cours de ce travail les liens entre bactériologie et oncologie en vue de
dégager de nouvelles stratégies anticancéreuses. Nous redéfinirons dans un premier temps ce que
nous appelons cancer, ses causes et ses conséquences. Nous nous concentrerons ensuite sur la
physiologie des bactéries, leurs interactions avec le systéeme immunitaire, les microbiotes, et
particulierement le microbiote intestinal. Enfin, nous envisagerons les différentes pistes pour utiliser
les bactéries dans la lutte contre les tumeurs. Nous avons sélectionné les stratégies les plus avancées,

ou les plus prometteuses.
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1. Les cancers.
1.1.Que sont les cancers ?

Les cancers sont des maladies caractérisées par la prolifération incontrdlée de cellules liée a un
échappement aux mécanismes de régulation qui assurent le développement harmonieux de notre
organisme. En se multipliant de fagon anarchique, les cellules cancéreuses donnent naissance a des
tumeurs de plus en plus grosses, envahissantes, qui détruisent les tissus avoisinants. Les cellules
cancéreuses peuvent é¢galement essaimer a distance de la tumeur primitive, circuler sous forme libre

puis former une nouvelle tumeur. Ce sont les métastases (http://www.ligue-cancer.net).

Ce processus de prolifération peut toucher un tissu solide (par exemple le foie, le c6lon) ou
liquide (par exemple le sang, on parle alors de leucémie, ou lymphome selon les types cellulaires
en cause). Il y a donc théoriquement autant de cancers possibles que de tissus

(http://www.inserm.fr/thematiques/cancer/enjeux/enjeux-medicaux).

1.2.Epidémiologie.

En 2015, on comptait 385 000 cas de cancers en France entrainant 149 000 déces (84 000
hommes et 65 000 femmes) ; soit une mortalité¢ de 38%. 211 000 cas concernaient les hommes, 174
000 cas concernaient les femmes. L’incidence était de 362 cas pour 100 000 hommes et de 272 cas
pour 100 000 femmes. Les cancers sont devenus la premiére cause de mortalité, devant les maladies
cardio-vasculaires. Ces chiffres ont doublé en 30 ans en raison de I’augmentation de la population
et de son vieillissement, de I’amélioration de la détection des pathologies, de nos comportements et
mode de vie. 40% des décés par cancer sont liés au tabac, a I’alcool, I’obésité et a 1’exposition
solaire, soit 80 000 morts par an en France. Ils sont aussi la deuxiéme cause de mortalité des enfants

de 1 a 14 ans et la premiére cause de mortalité évitable (Institut national du cancer 2015 et
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http://www.e-cancer.fr/Professionnels-de-sante/Les-chiffres-du-cancer-en-France/Epidemiologie-

des-cancers).

L’age moyen de diagnostic est de 68 ans pour les hommes et de 67 ans pour les femmes. L’age
moyen de déces des personnes malades de cancer est de 73 ans chez les hommes et 77 ans chez les
femmes (http://www.inserm.fr/). Les femmes sont diagnostiquées 1égérement plus tot et survivent
un peu plus longtemps que les hommes. Concernant les femmes, les cancers du sein, du colon-
rectum et des poumons sont les trois plus fréquents. Chez les hommes, la prostate, le colon-rectum

et les poumons forment le trio de téte (http://lesdonnees.e-cancer.ft/).

Dans la population générale, les cancers du codlon-rectum et des poumons restent les plus
fréquents. Ces deux atteintes sont fortement liées aux comportements : I’alimentation et le tabac en
sont les principales causes. Environ 35% des cancers seraient liés a I’alimentation (Beaune, 2001).
L’importance capitale d’une bonne hygi¢ne de vie respectueuse de 1’organisme apparait alors

capitale (Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation, 2011).

Environ 3 millions de personnes vivent avec ou apres un cancer en France (http://lesdonnees.e-

cancer.fr/).

Les avancées thérapeutiques et les diagnostics précoces ont permis de guérir une personne
atteinte sur deux et de diminuer le risque de mort due au cancer. Cependant, ces chiffres peuvent
varier grandement en fonction du type de cancer et du stade au moment du diagnostic (Institut

national du cancer 2015).

1.3.Les origines de la prolifération incontrolée.

Comment cette attaque de notre propre corps envers lui-méme apparait-elle ? Pour répondre a
cette question, nous allons explorer quelques notions de la vie des cellules et des communications

intercellulaires liées a I’immunité.
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Toutes les cellules somatiques respectent un cycle cellulaire précis. Ce cycle permet le
renouvellement et I’homéostasie tissulaire. Grace a ce cycle, et a la mitose qui le conclut, la cellule
réplique son ADN puis se divise en deux cellules filles génétiquement identiques. Ce cycle est régulé
et ne survient que s’il est nécessaire a 1’organisme. La plupart des cellules saines stoppe ce cycle
lorsqu’elles arrivent a confluence, ¢’est 1’inhibition de contact. Une fois en contact, les cellules se
spécialisent pour remplir une (ou plusieurs) fonctions tissulaires, puis déclenchent leur apoptose
quand elles ont accumulé des dommages. Les cellules de I’immunité (Lymphocytes B et T, Natural
Killer, ¢f. infra) expriment pour cela une protéine membranaire ou soluble nommée Fas-Ligand'
(Fas-L). Ce ligand est reconnu par les cellules somatiques agées exprimant le récepteur Fas-R
membranaire. La reconnaissance de ce ligand par son récepteur permet le déclenchement de la
cascade des protéases (caspases) de 1’apoptose. D’autres cellules, non spécialisées et non
endommagées, continueront a se diviser afin d’assurer le renouvellement et le maintien de I’intégrité

tissulaire.

Les cellules tumorales sont caractérisées par une prolifération continue, anarchique et en dehors
de tout controle. Leur cycle cellulaire peut étre rapide et continu jusqu'a envabhir le tissu environnant.
La figure 1 montre les principales caractéristiques des cellules tumorales. Parmi elles,
I’échappement a I’inhibition de contact et a I’apoptose leur confére une quasi immortalité. Cette
« immortalité » permet le maintien de dommages cellulaires accumulés, de dysfonctionnements...
De plus, certaines cellules tumorales peuvent exprimer un ligand Fas-L soluble mais pas le récepteur
Fas-R. Elles favorisent donc la mort des cellules alentours en augmentant les taux de Fas-L soluble
alors qu’elles ne sont pas ciblées par ce mécanisme déclencheur de I’apoptose (Askenasy, et al.

2004).

! Fas-L correspond au CD95-L.
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Figure 1 : Propriétés d'une cellule cancéreuse.
(d’apreés : http://www.jle.com/en/revues/met/e-
docs/biologie du_cancer_bronchique de la paillasse aux therapeutiques_innovantes 180351/article.phtml?tab=images)

Des lésions répétées sur I’ADN cellulaire peuvent aussi étre a 1’origine de ce cycle infini. Elles
pourront souvent étre réparées, mais pourront également étre transmises aux cellules filles lors de
la mitose. Les différents mécanismes de réparation n’étant pas infaillibles?, la Iésion pourra alors
étre source de mutations, de modifications sur les protéines et donc de modifications sur les

fonctions cellulaires. Les cancers sont donc aussi des maladies génétiques (figure 2).

De nombreuses causes ont été identifiées a 1’origine de ces altérations de I’ADN. De nombreux
toxiques (poussiere d’amiante, benzéne), des virus dits proto-oncogeénes (VHB, HPV) sont mis en
cause (Anand, et al. 2008). Helicobacter pylori est également impliqué dans des processus
oncogenes. C’est une bactérie a Gram négatif qui a la propriété de se développer a pH acide et est
responsable d’infection chronique de 1’estomac créant ainsi une inflammation (elle aussi chronique)
et des 1ésions de la muqueuse gastrique. Ces Iésions s’accumulent et peuvent déclencher des tumeurs

de I’estomac ou de I’cesophage (de Martel, et al. 2015).

2 Ces différents systémes prévoient entre autre la réparation de cassures entre les brins d’ADN, le remplacement d’une
base ou d’un nucléotide et des corrections de mésappariement.
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Figure 2: Prolifération cellulaire saine et tumorale.
L’indication « STOP » représente le déclenchement de I’apoptose par la
cellule lésée (d’apres https://romainrollandtpe.wordpress.com/cellules-

cancereuses/)

Le processus qui aboutit a une tumeur clinique est souvent long et complexe. Il est le résultat
d’interactions entre le génome et son environnement, a la modification de I’expression des geénes en
réponse aux modifications de I’environnement. Des prédispositions génétiques existent chez
certains individus mais ne sont pas forcément suffisantes pour déclencher une tumeur et un facteur
externe est souvent nécessaire. Notre comportement (alimentaire, consommations diverses, alcool,
tabac, pesticides, pollution, sédentarité ...) est également un facteur de développement de nombreux

cancers ¢vitables (Gibson et Roberfroid, 1995; Hutter, et al. 2013).

Au sein de toutes ces interactions et de ce grand ensemble dynamique et complexe que
représente 1’étre humain, il y a le Systéme Immunitaire (SI). C’est un systéme coordonné qui permet,
entre autres, de reconnaitre les ¢léments du « soi » et de les distinguer de ceux du « non soi » contre
lesquels il déclenchera une action de défense. Ce role primordial est assuré par des lymphocytes T
(LT). ls maintiennent 1’intégrité de I’organisme et nous défendent contre les différentes agressions
de I’extérieur. Ils doivent aussi étre capables de reconnaitre le « soi modifié¢ » qui peut étre une
cellule altérée ou agée et qui doit étre détruite puis remplacée. Pour remplir ces différents rdles, les
cellules de I’immunité communiquent entre elles et avec leur environnement (Di Mauro, et al. 2013

; Bailey, et al. 2014). Pour cela un certain nombre de cellules spécifiques est impliqué.
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1.4.Le role des lymphocytes et du Complexe Majeur d’Histocompatibilité.

Plusieurs types de LT existent et se différencient par les Cluster de Différenciation (CD) a leur
surface qui sont des antigénes membranaires. A chaque CD particulier correspond un role spécifique
dans la communication cellulaire. Les lymphocytes T (T pour Thymus) sont caractérisés par le CD
3. Nous verrons qu’ils sont au centre de nombreuses interactions dans le contexte de I’immunité
anti-cancéreuse. Dans le cas de la reconnaissance du soi et du contrdle des tumeurs, ce sont
principalement les LT CD 8 qui entrent en jeu. Ils reconnaissent et lysent les cellules porteuses de
molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité¢ de type I (CMH I) couplées a des antigenes
endogenes (cf. Paragraphe suivant). D’autres récepteurs membranaires tels qu’ ICAM (InterCellular
Adhesion Molecule), LFA-1 (Leukocyte Function-associated Antigen-1), Fas, TRAIL (Tumor-

Necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand) interviennent aussi dans cette reconnaissance.

La cellule NK (Natural Killer) est un grand lymphocyte granuleux non-B non-T caractérisée par
le CD 56 et I’absence du CD 3. Les NK représentent quantitativement 10 a 20 % des lymphocytes
circulants. Elles sont spontanément tueuses pour toutes les cellules de [’organisme, mais
heureusement inhibée par la présence de molécule de CMH I exprimée a la surface de quasiment
toutes les cellules nucléées et reconnue par le récepteur KIR (Killer cell Ig-like Receptor ; CD 158).
D’autres systémes inhibiteurs coexistent (par exemple : les récepteurs CD 94, NKG2A, KLRGI,
ILT2 ...) et pour que la cellule devienne cytotoxique, les signaux d’activation doivent
quantitativement surpasser les signaux d’inhibition (Singh, et al. 2013). Pour déclencher la
dégranulation cytotoxique du NK, des signaux du type Fas-FasL, TRAIL-TRAILR précédent la
libération de TNFa et de granzyme B, molécules clés de I’apoptose et point de départ de la
destruction de la cellule cible. Les NK produisent aussi des cytokines telles que TNF-a, TGF-f,
GM-CSF. Elles participent aussi aux relations des phénomeénes Antibody Dependant Cell

Cytotoxicity (ADCC).
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Le complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de type I est composé¢ d’une protéine
composée de deux sous-unités. La premicre est une chaine o transmembranaire et la seconde une
chaine B2 microglobuline. Cette macromolécule est reconnue par les Lymphocytes T CD8 (LTs)
lorsqu’elle présente un antigene peptidique endogene (par exemple une protéine dégradée d’une
cellule agée ou infectée par un virus). Cette reconnaissance active le LTg qui exprimera ensuite son
activité cytotoxique. Lorsque la reconnaissance n’a pas lieu cela signifie que la cellule n’exprime

pas ou plus, ou pas suffisamment la molécule de CMH I et la cellule échappe alors a 1’activité du

LTs (figure 3).

Cependant, la non reconnaissance par le LTg désactive I’inhibition lytique des cellules NK. En
effet, si la molécule de CMH I n’est plus ou pas assez présente, KIR ne peut plus jouer son role
inhibiteur. Les cellules NK vont libérer leurs granulations lytiques et détruire la cellule cible non

reconnue par le LTs.

Les deux mécanismes sont complémentaires. En revanche, les cellules tumorales qui expriment
suffisamment peu le CMH I (couplé a un Ag) pour ne pas étre reconnues comme cancéreuse par le
LTs mais suffisamment pour inhiber les NK ne seront pas détruites. Aprés un certain temps ne
restent donc que les cellules qui échappent aux LTs et aux NK qui vont pouvoir continuer a
proliférer. Ce phénomene de sélection, appelé « immuno-editing », va permettre a la tumeur de
déjouer les fonctions protectrices du Sl et ainsi devenir envahissante puis clinique (Abbal et Roche,

2013).
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Figure 3: Fonctionnement global du CMH.

La partie gauche du schéma montre la prise en charge des Ag endogénes en cause dans certains processus de cancérisation
ou d’infection virale. La partie droite expose la prise en charge d’Ag exogéne, en cause lors d’infection bactérienne par
exemple. L’expression membranaire des CMH couplés aux Ag permettra la bonne réponse immunitaire (d’aprés :
http://www.cours-pharmacie.com/immunologie/de-limmunite-innee-a-limmunite-adaptative-et-complexe-majeur-
d%E2%80%99%histocompatibilite.html)

1.4.1. Le role ambivalent des Lth17.

Au cours de la réaction immunitaire déclenchée par des antigénes exogenes, ce sont les LT CD
4 qui entrent en jeu. D’abord naifs (ou ThO), ils se différencient en Thl et Th2 sous ’action de
différentes cytokines (IL 12 ; IL 4). Les Thl orientent la réponse immunitaire vers une meédiation
cellulaire via la sécrétion d’Interféron y (IFN vy) tandis que les Th2 orientent vers une réponse
immunitaire & médiation humorale via la sécrétion d’Interleukine 4 (IL4) (Al-Asmakh et Hedin,
2015). Les Treg dérivent eux aussi des CD 4 naifs, soumis cette fois a 1’action de I’IL 2 et du TGF
B. Ils ont principalement un role de régulation négative de I'immunité, notamment par la diminution

de la prolifération des LT. Ils ont donc un réle dans le maintien de la tolérance immunitaire.
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Les LTh17 dérivent des LTh CD4 naifs soumis a I’influence du Tumor Growth Factor  (TGFp)
et de I’IL6 entre autres. Il s’agit de LTh sécrétant I’IL17, une cytokine jouant un role dans le
développement de I’inflammation et de 1I’auto-immunité (Figure 4). Ils sont trés souvent retrouvés
au sein de tissus tumoraux et leur sécrétion d’IL17 favorise le développement tumoral. Plus

précisément, la sécrétion d’IL17A induit I’angiogenése (Bailey, et al. 2014).

Paradoxalement, les Th17 promeuvent aussi la suppression des tumeurs via cette méme activité
pro-inflammatoire et la sécrétion d’IFNy qui contribuent au recrutement des Polynucléaires
Neutrophiles (PNN) et au développement d’une réponse immunitaire anti-tumorale en favorisant la

sélection des CDS8 via le CMH I et I'IL2 (Viaud, et al. 2015).

L’action pro- ou anti-tumorale de ces LTh17 serait sous la dépendance de différents signaux de
I’environnement émis a la fois par les cellules saines et ’environnement tumoral qui varient selon
les types de tissus atteints, les types de cancers (figure 5). Les effets physiopathologiques
s’exprimeraient donc selon le contexte en favorisant I'une ou I’autre voie métabolique. Par exemple,
un environnement comprenant plutot le TGF-f et I’IL-2 favoriserait le recrutement des Treg et donc
un effet pro-tumoral ; alors qu’un environnement riche en IL-6 et en IL-12 favoriserait le

recrutement des CD8 et la réponse immune anti-tumorale associée (Bailey, et al. 2014). A a3
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Figure 4 : Différenciation des CD4 naifs montrant leur différenciation en Treg, Th 1, Th 2 et Th 17 ainsi que les cytokines
produites par les cellules spécialisées et leurs roles principaux.
(Bailey, 2014)

Th1/Th17 cells enhance CD8+ T cell FoxP3+ Th17 cells suppress CD8+ T
activation in the tumor cells and recruit Tregs

v

Superior antitumor response Ineffective antitumor response

Figure 5 : Action anti-tumorale (partie A) et pro-tumorale (partie B) des Th17 selon I'environnement.

(Bailey, 2014)
RORyt : Related Orphan Receptor y. C’est un récepteur nucléaire existant sous plusieurs isoformes, la forme « t» est
spécifique du thymus et des LT CD4 et CDs immatures. C’est aussi un facteur de transcription.
FoxP3 : C’est un marqueur membranaire des LTreg qui a un réle de facteur de transcription. Globalement, les LTreg ont
tendance a diminuer la réponse immunitaire (régulation négative).

T-bet : C’est un récepteur exprimé par les CD4. 1l participe a la médiation de ’immunité en régulant la transformation des
Th 1.

La voie A favorise le recrutement des CD8 et donc I’action anti tumorale. En revanche, la voie B recrute plutot des Treg et
donc diminue la réponse immune.
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1.4.2. Le role des Toll-like Receptor.
Les Toll Like Receptor (TLR) appartiennent aux Pattern Recognition Receptor (PRR). Ce sont

des motifs membranaires conservés au cours de I’Evolution : des individus de Régnes différents
(donc tres ¢éloignés phylogénétiquement) peuvent posséder des TLR de structure moléculaire trés
proche. Dix types sont connus chez ’Homme. Ils permettent a nos cellules de reconnaitre des motifs
moléculaires associés aux différents pathogeénes (les champignons, les bactéries, les virus et les
protozoaires) que sont les PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern). L’activation de ces TLR
est une voie d’activation du SI qui peuvent aussi étre mises en jeu dans le contrdle des tumeurs. Ils
sont exprimés par les Treg (mais aussi par les cellules présentatrices d’Ag (CPA), par les cellules
¢épithéliales en contact avec le milieu extérieur : épithélium pulmonaire et digestif) : cela permet
d’orienter la réponse en inhibant le Treg et en favorisant la réponse T cytotoxique. Un agoniste TLR
exprimé par une tumeur va donc €tre en mesure de favoriser I’inflammation et la réponse immune.
Cela favorise donc la destruction des cellules tumorales visibles par I’organisme, mais laisse le
champ libre aux cellules « invisibles » (expression CMH I suffisante pour empécher I’action du LT
8 mais insuffisante pour lever I’inhibition des NK). Ce phénomeéne serait en cause lors de 1’invasion
de I’organisme et de 1’apparition des métastases (Nelson, ef al. 2015 ; Viaud, et al. 2015 ; Dzutsev,

et al. 2015 ; Hsiao, et al. 2015).

1.5.Dépassement des capacités de controle : tumeur clinique.

L’immuno-editing décrit précédemment (sé€lection des cellules échappant au systéme
immunitaire) permet a des cellules tumorales de proliférer. Elles auront plusieurs capacités,
notamment celle d’essaimer. Les métastases seront souvent des tumeurs secondaires déja invisibles
car le plus souvent dé¢ja dans un rapport de production du CMH I favorable et pouvant évoluer
indépendamment. Ces cellules vont de plus produire des cytokines pour favoriser leur croissance :
cytokines pro-angiogéniques (IL-17A produite par les th17), immuno-ihnibitrices (TGF-f ; IL-10 ;

...), favorisant I’apoptose des cellules saines (Fas). La tumeur devenue immunorésistante génére un
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environnement favorable a sa croissance et défavorable pour les cellules saines. Son évolution n’est

ainsi plus limitée par les mécanismes de défense (Abbal et Roche, 2013).

1.6.Stratégie et principe de prise en charge.

En raison de la potentielle gravité médicale et sociale d’un diagnostic de cancer, un dispositif
d’annonce est normalement mis en place. Ce dispositif comprend plusieurs entrevues médicales et
para médicales pour informer au mieux les patients sur leurs possibilités de prise en charge. Chaque
cas est ensuite présenté¢ en réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP), durant laquelle
différents professionnels de santé spécialistes essaient de mettre en place la meilleure stratégie
possible de prise en charge. Les paragraphes suivants résument les principaux outils thérapeutiques
classiques qui sont le plus souvent couplées entre eux.

1.6.1. La Chirurgie.

La résection chirurgicale est un traitement trés ancien et est longtemps resté le seul traitement
des tumeurs solides. Elle sera proposée si la localisation et la taille de la tumeur le permettent. Cet
acte prévoit une marge de résection autour des tissus tumoraux. C’est un acte invasif mais qui
présente peu d’effets indésirables. Un traitement chimio-adjuvant sera proposé pour €liminer les
cellules tumorales résiduelles et les éventuelles métastases disséminées et trop petites pour étre
traitées chirurgicalement. Une chirurgie de reconstruction pourra éventuellement étre proposée.
C’est le cas par exemple dans le cas de cancers du sein. La chirurgie peut aussi €tre a but
diagnostique lors du prélevement de biopsies par exemple

(http://www.chu.ulg.ac.be/jcms/c_1862015/quelques-mots-sur-la-chirurgie-oncologique-valide;

http://www.cancer.be/les-cancers/traitements/la-chirurgie).
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1.6.2. Les chimiothérapies.
La chimiothérapie anticancéreuse désigne 1’ensemble des molécules utilisée dans la lutte contre

les cancers. Des administrations sont possibles par voie orale ou parentérale. De nombreuses
molécules sont disponibles. Elles ont pour but de stopper la prolifération cellulaire et ciblent en
général les étapes du cycle cellulaire ou les voies de communication cellulaire notamment avec les

immunothérapies (cf. paragraphe suivant) (http://www.cancer.be/les-cancers/traitements/chimioth-

rapie). Au fil du temps, I’objectif a ét¢ de proposer des molécules plus efficaces et moins toxiques.
Pour remplir ces deux objectifs, la nécessité de produire des molécules sélectives pour les tissus
tumoraux s’est avérée importante. C’est pourquoi la plupart des innovations s’appuient sur des
principes d’immunothérapies spécifiques (Bianchi et El Anbassi, 2012). Ce n’est pas le cas des
agents plus anciens et plus classiques qui sont efficaces sur toutes les cellules se divisant et donc
aussi toxiques. La figure 6 montre les étapes de la mitose sur lesquelles certaines chimiothérapies
classiques sont actives. On parle alors de molécules cycle dépendantes et phase dépendantes. Le
tableau 1 classe les principales familles d’agents anticancéreux, explique leurs mécanismes

d’actions  principales et leurs toxicités  (https://www.gustaveroussy.fr/fr/content/la-

chimioth%C3%A9rapie-1).

! ]
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~\
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\
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Figure 6 : Mitose et Chimiothérapie.
La phase G1 est une phase d’activation du cycle et de croissance cellulaire. La phase S est la phase de réplication de I’ADN.
Enfin, la phase G2 est une seconde phase de croissance. Lors de la phase M (M pour mitose), la cellule se divise en deux
cellules filles identiques. Cette division clos le cycle
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La grande famille des agents alkylants est utilisée dans de nombreuses indications telles que
cancers digestifs et hématologiques. Ce sont pour la plupart des anciennes molécules qui sont assez
toxiques. Elles agissent directement sur ’ADN, d’ou un certain manque de sélectivité. Les
indications hématologiques concernent les leucémies, lymphomes et myélome ; les indications

digestives concernent les cancers colorectaux et de I’estomac principalement (www.theriaque.org).

Les anti métabolites vont agir sur les voies métaboliques en les privant des substrats nécessaires
a leur réalisation ou en inhibant des enzymes de ces voies. Les voies métaboliques ciblées
concernent la synthése des bases aminées de I’ADN (cas des antifoliques comme le métothrexate),
ou la synthése de I’ADN (cas des antipurines, comme la 6-mercaptopurine, et des antipyrimidines,
comme le 5-fluorouracile ou la gemcitabine). L’inhibition de la voie métabolique prive la cellule de
nutriments ou d’éléments nécessaires a la synthése des acides nucléiques ou des protéines. Les

indications sont variées dans les domaines hématologiques et digestifs (www.theriaque.org).

Certaines molécules sont issues de plantes, c’est I’exemple des dérivés de la pervenche de
Madagascar (Catharanthus roseus), des dérivés de I'If (Taxus baccata). Ces deux groupes de
molécules n’agissent pas, comme la plupart des autres grandes familles d’agents anticancéreux, sur
le métabolisme de I’ADN. Leur mécanisme d’action implique 1’actine et la mise en place du fuseau
lors de la mitose. Les indications thérapeutiques concernent les tumeurs du seins, certaines

leucémies et lymphomes (Dorosz, 2012; Bianchi et El Anbassi, 2012).
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Famille

mécanisme d'action général

Classe

molécule

Tableau 1 : Principales familles d'agents anticancéreux, mécanismes et toxicité.

mécanisme d'action spécifique

toxicité générale

agents alkylants

inhibition de la réplication de
I'ADN par formation d'un radical
éléctrophile et formation
d'especes réactives de |'oxygene
entrainant des cassures doubles
brins

moutardes a I'Azote

cyclophosphamide

nephrotoxicité,
trouhbles dihgestifs,

ifosfamide
melphalan
. ; . dérive de la méthyl nitroso-urée,
nitroso-urée carmustine , . .
dégradée en deux radicaux alkylants
cisplatine

troubles cutanés,
alopécie,

dérivés du Platine

carboplatine

oxaliplatine

doxorubicine

d'une guanine, sans groupement alkyle

formation d'un adduit sur I'"ADN au niveau

myelosuppression,
mutagéene et
cancérogenes

toxicité spécifique
formation d'acroléine, toxicité vésicale,
hématologique (myelosuppression)

toxicité rénale cumulative

agents intercalents

liaison d'une macromolécule a
I'ADN bicaténaire : inhibition de la
réplication et de la transcription

de I'ADN

anthracyclines

inhibiteurs de la

epirubicine

irinotécan

alopécie, toxicité
cutanée, mucites

cardiotoxicité cumulative et aigue

inhibiteurs de
topoisomérases

stabilisation des coupures

topoisomérase |

topotécan

dérivés de la camptothécine

transitoires créees par les
topoisomérases, inhibition de la
réplication

inhibiteurs de la
topoisomérase I

étoposide

dérivé de la podophylotoxine

diarrhée

toxicité hématologique

leucopénie, thrombopénie, toxicité cardiaque,
hépatotxicité

antimétabolites

antipurines

6-mercaptopurine

inhibition compétitive avec les bases

inhibition d'un processus
biologique par analogie
structurale avec un substrat de ce

antipyrimidines

- X N . hématotoxicité toxicité hématologique
fludarabine puriques pour la synthése de I'ADN

cytarabine inhibition compétitive avec les bases
gemcitabine

pyrimidiques pour la synthése de I'ADN

diarrhhées, toxicité

5-fluorouracile

incorporation a I'ARN a la place de
I'uracile; inhibition de la synthése

cardiaque, cutanée,

inhibiteur de lamTOR

everolimus

temsirolimus

mucites neutropénie, thrombopénie
processus protéique
- méthotrexate inhibition de la dihydrofolate reductase et S P .
antifoliques X toxicité rénale, hépatique, neurologique
pemetrexed de la thymidylate synthase
hydroxyurée inhibiteur de la ribonucléotide reductase hématotoxicité et atteintes cutanées
vinblastine . oA
P — T L hématotoxicité,
agents du fuseau dérivés de la pervenche vincristine inhibition de la polymérisation du fuseau X ,
: = atteintes cutanées,
vinorelbine
docétaxel A AT neuropathies
o N stahbilisation du fuseau et inhibitiondela| , =~ L.
taxanes dérivés de I'if (taxanes) i , S périphériques, alopécie,
paclitaxel dépolymérisation -
allergies
cassure des brins d'ADN bléomycine toxicité pulmnaire immédiate et cumulative
inhibiteur de la tyrosine imatinib myalgies, crampes, rash, rétention hydrique
kinase dasatinib toxicité hématologique, surveillance cradiaque
divers inhibiteur du , i asthénie, troubles hématologiques, neuropathies
’ bortézomib
protéasome

périphériques

immunodépression, troubles hématologiques

syndrome pseudogrippal, troubles
anti CD 20 (LB) rituximab 4 ,p g ,pp
hématolohgiques
syndrome pseudogrippal, troubles
. anti CD 52 alemtuzumab ,y -p ! -g 'pp ) Y K
anticorps monoclonaux hématolohgiques, immunodépression
anti HER2 trastuzumab syndrome pseudogrippal, cardiotoxicité, anxiété
inhibiteur de I'EGFR cetuX|'rrTab 18G troubles cutanés
erlotinib




1.6.3. Les Radiothérapies.
La radiothérapie utilise 1’énergie apportée par des rayonnements. Ces rayonnements peuvent

étre dus a des rayons X, des électrons, des rayons y du cobalt. L’irradiation apporte un excédent
d’énergie qui déstabilise les molécules et entraine des 1ésions sur I’ADN, ce qui conduit a la
destruction des cellules tumorales et saines. C’est un traitement efficace mais toxique. En effet, le
manque de sélectivité entraine la destruction de cellules saines, notamment les cellules a division
rapide de I’intestin et du SI. Des effets indésirables gastro-intestinaux et immunitaires sont donc
fréquents. Cependant, les cellules cancéreuses ont déja accumulé de nombreuses 1ésions génétiques
et se répareront beaucoup moins que les cellules saines. La radiothérapie est donc plus destructrice
pour les cellules cancéreuses que les cellules saines. Différents types de radiothérapies sont

pratiquées.

La radiothérapie classique (ou externe) utilise des accélérateurs linéaires pour délivrer la dose

de rayonnement au patient. Elle utilise le plus souvent les rayons X.

La curiethérapie (en référence a Marie Curie) est pratiquée sur des tumeurs relativement petites.
On insere au patient, sous anesthésie générale, de fines plaques ou particules qui restent au contact
de la tumeur et vont délivrer la radioactivité progressivement et localement

(https://www.gustaveroussy.fr/node/2219).

La hadronthérapie regroupe quant a elle différentes méthodes. On I'utilise pour des tumeurs
radiorésistantes ou inopérables. Ces méthodes sont relativement récentes. Elles utilisent les hadrons
(des particules nucléaires de la matiére), ou des protons, ou encore des ions carbones qui peuvent-
étre générés par un accélérateur de particules. Ces nouvelles techniques ont permis de gagner en
efficacité et en tolérance

(http://www.institutroialbertdeux.be/fr/specialities/index/speciality/29/title/Radioth%C3%A9rapie

+oncologique;  http://www.cancer.be/les-cancers/traitements/radioth-rapie). Les  propriétés
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originales de ces particules permettent de mieux focaliser le faisceau irradiant sur les tissus cibles,
ce qui améliore leur impact tout en diminuant les dommages causés aux cellules saines avoisinantes

(http://www.france-hadron.fr/fr/). En effet, alors que les rayons X traversent le patient, les protons

et les ions carbones s’arrétent apres la tumeur (http://archade.ft/).

1.6.4. Les Hormonothérapies.
Si la tumeur est hormono-sensible, un traitement hormonal sera conduit. Une tumeur hormono-

sensible est une tumeur exprimant des récepteurs a certaines hormones qui leurs sont nécessaires
pour se développer. C’est souvent le cas des cancers du sein et de la prostate. Les tumeurs du sein
peuvent étre sensibles aux hormones sexuelles féminines, les estrogenes, alors que les tumeurs de
la prostate seront sensibles aux hormones sexuelles masculines, les androgénes. Les molécules
utilisées empéchent la cellule tumorale de recevoir I’hormone, ce qui la prive de signaux de survie
ou de nutriments conduisant & son épuisement et sa lyse. Plusieurs cibles thérapeutiques sont
possibles, soit au niveau de I’hormone (inhibition de sa production) soit au niveau de son récepteur

(antagonisme) (http://www.cancer.be/les-cancers/traitements/hormonoth-rapie ;

https://www.gustaveroussy.fr/fr/content/hormonoth%C3%A9rapie-0 ; www.theriaque.org).

L’hormonothérapie est le plus souvent conduite suite a une résection chirurgicale ou une

radiothérapie (Vuillet-A-Ciles, et al. 2014).

1.6.5. Les Immunothérapies.
Les immunothérapies regroupent des familles de molécules qui vont interagir avec le SI afin de

stopper le développement tumoral. Les avancées récentes et prometteuses concernent des molécules
capables de lever les inhibitions des fonctions immunologiques dirigées contre les tumeurs. Elles

ne ciblent donc pas directement les tumeurs comme les autres chimiothérapies.
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L’ipilimumab est un anticorps anti-CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4). Cet
antigene membranaire, produit par les LT activés, s’accumule jusqu’a une concentration seuil. Une
fois le seuil dépassé, la réponse immune des LT est inhibée par blocage des voies de costimulation.
Ce nouvel Ac a donné de bons résultats chez des patients atteints de mélanomes et a été approuvé
par la FDA en 2011 (Sharma et Allison, 2015). L’ipilumab est indiqué uniquement dans le
traitement des mélanomes en France sous la spécialité YERVOY®

(http://www.ema.europa.eu/docs/fr_ FR/document_library/EPAR__ Product Information/human/0

02213/WC500109299.pdf).

Le pembrolizumab et le nivolumab sont deux anticorps dirigés contre le récepteur PD-1
(Programmed Cell Death protein 1) et un de ses deux ligand, PD-L1. Ce couple (PD-1/PD-L1)
interfeére avec les signaux transduits par le Recepteur des Cellules T (TCR) impliqués dans les
mécanismes immuns et les inhibe, pouvant de cette facon créer un environnement tumoral
immunosuppressif (Bupathi et Wu, 2016). Le ligand semble étre retrouvé sur de nombreux types
cellulaires sains et serait un mécanisme de protection des cellules contre les actions lytiques de
cellules T. La stratégie consistant a bloquer cette voie cellulaire avec ces anticorps a montré une
efficacité dans divers types de cancer, comme des mélanomes, des cancers rénaux, des cancers
pulmonaires non a petites cellules et des cancers vésicaux. Ainsi, le nivolimumab a été approuvé
par la FDA en 2014. Des essais cliniques ont montré I’efficacité de I’utilisation associée de ces deux
nouvelles pistes thérapeutiques (Sharma et Allison, 2015; Ellmark, et al. 2016). Le nivolumab, sous
la dénomination commerciale OPDIVO® a regu de I’ANSM un avis favorable pour une extension
d’AMM en Avril 2016. 11 est indiqué en traitement des mélanomes, cancers bronchiques non a petite
cellules et carcinomes a cellules rénales. Son amélioration du service médical rendu est considéré

comme modéré (niveau 1) (http://base-donnees-

publique.medicaments.gouv.fr/extrait.php?specid=66367812 et

http://ec.europa.eu/health/documents/communityregister/2016/20160511134836/anx_134836_fr.p
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df). Le pembrolizumab (KEYTRUDA®) est quant a lui indiqué dans le traitement des mélanomes

avancés uniquement (http://ec.europa.eu/health/documents/community-

register/2015/20150717132284/anx_132284 _fr.pdf). Les autres indications ont été retirées pour ces

3 médicaments (http://ec.europa.eu/health/documents/community-register/). Un réle des bactéries

commensales du microbiote humain (Bacteroidetes) a ét¢ montré dans I’efficacité de ces nouvelles
molécules. En effet, des bactéries du genre Bifidobacterium étaient nécessaires a 1’efficacité des
agents anti-PDL1(Sivan, et al. 2015). De la méme fagon, la présence de la flore intestinale était
nécessaire a I’efficacité des anticorps anti-CTLA-4 (Vétizou, et al. 2015; Conejo-Garcia et
Rutkowski, 2015). Ces molécules sont prometteuses, mais un colt ¢levé et une tolérance

immunitaire moyenne (Crohn, colite) sont la contrepartie négative de ces avancées.

1.6.6. La Diététique.
Pendant leur « état cancéreux », du fait des conséquences physiologiques et psychologiques a

cause des traitements souvent lourds, les patients sont affaiblis. Il leur faudra donc prendre soin de
leur appétit et de leur corps. C’est pourquoi une diététique équilibrée et au maximum exempte de

substances toxiques sera conseillée.

1.6.7. Perception par les patients, soins de support et médecines
complémentaires.
L’annonce d’un diagnostic de cancer est souvent vécue comme un drame personnel et familial.

Lorsque I’on pose la question « a quoi vous fait penser le mot cancer ? » les réponses revenant le
plus sont, dans I’ordre : chimiothérapies, mort, douleur, métastases, radiothérapies, traitement, peur,
grave, incurable, maladie chronique (Enquéte EPAC, 2009). Selon la méme enquéte, le mot

« cancer » n’est lui jamais prononcé par la plupart des patients.
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Dans I’antiquité, les tumeurs sont pergues comme « des bétes qui rongent ». Au XIX™ siécle,
elles sont vues comme une sanction pour une mauvaise hygiéne de vie et pour des abus divers. La
notion de punition, d’attaque extérieure violente est présente, tout comme celle des comportements.
En médecine traditionnelle chinoise (MTC), le cancer est « une énergie révoltée », conséquence
d’un mal-étre psycho-émotionnel profond et chronique qui désorganise les circulations au sein du

corps et de I’esprit (Ye, et al. 2015; Efferth, et al. 2007).

Aujourd’hui, le choc qu’est I’annonce d’un cancer est synonyme de perte de contrdle, d’anxiéte,
de dépendance, de peurs. Un sentiment d’injustice et de fatalité s’abat sur les patients pour qui les
rythmes de vies sont profondément modifié¢s. En conséquence, 25% des patients atteints de cancer
souffrent de dépression, d’autres ont des troubles sexuels. Tous sont anxieux. Un grand besoin
d’écoute est présent mais pas toujours exprimé, d’ou parfois des maladresses de la part des patients
et des accompagnants qui entretiennent malgré eux ce mal-€tre. Les aidants sont eux aussi anxieux :
ils se sentent démunis, ne savent pas comment aider et se sentent inutiles, incapables de remplir les

attentes de 1’étre cher.

Faisant suite a cette premiére phase négative, beaucoup de patients reprennent ensuite
confiance, redeviennent actifs dans la prise en charge de leur pathologie pour laquelle ils deviennent

de vrais « experts ».

La derniére phase peut étre est celle de la guérison. Pour beaucoup de patients, « la maladie
réveille D’existence ». Les patients guéris vont avoir tendance a privilégier «1’essentiel ».
N’oublions pas qu’une guérison biologique, ou clinique n’est pas forcément un retour a la santé tant

les conséquences de ce long parcours peuvent étre indélébiles. Le corps a changé, I’esprit aussi.

Pour accompagner les patients au cours de cette odyssée médicale, les médecines
complémentaires jouent parfois un vrai role thérapeutique, méme si elles n’ont pas forcément

d’action anti-tumorale. Le Yoga, la relaxation, I’acupuncture, le sport, les voyages, le jardinage, une
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pratique artistique... sont autant de moyens de penser a soi, de se réapproprier son corps et son
esprit. Par exemple, la MTC via la phytothérapie, I’acupuncture et la diététique favorisera
grandement la prise en charge de tous les symptomes annexes au cancer ou iatrogenes. Il a été
montré cliniquement que 1’acupuncture et la phytothérapie amélioraient I’efficacité des
chimiothérapies et en diminuaient les effets indésirables tout en favorisant la récupération des
patients. De plus, la richesse de la pharmacopée chinoise permet d’autres axes de recherches en
phytothérapie pour mettre en évidence des effets anti-tumoraux associés a une bonne tolérance des

traitements (Ye, et al. 2015; Sataga, et al. 2014) et (http://www.chu-besancon.fr/3c/psy_5fev09.pdf:;

http://www.scienceshumaines.com/le-cancer-un-voyage-au-bout-de-soi_fr 28685.html)
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2. Bactériologie.

2.1.Eléments de physiologie bactérienne.
2.1.1. Définition.

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires, procaryotes (absence de noyau), de
formes variées. Leur origine est trés ancienne et elles seraient parmi les premiers étres vivants
apparus au cours de I’évolution. Cependant elles conservent toujours l’universalit¢ du code
génétique. Bacilles, coques, vibrions, spirilles peuvent croitre, en chaines, en amas et se développer
dans de nombreux milieux (figure 7 et 8). Ils ont colonisé tous les environnements, méme les plus
hostiles. Ils peuvent étre isolés (forme planctonique) ou s’organiser en colonies et biofilms. La
structure de leur paroi entraine une réaction différente a la coloration de Gram. Ainsi certaines seront
Gram positif ou négatif selon si cette structure contient de 1’acide techoique (Gram positif) ou une
membrane externe (Gram négatif) (figure 9). Leur multiplication se fait par division binaire,
équivalent de la mitose. Cette caractéristique engendre une croissance rapide des populations (donc
un temps de génération court), et donc une évolution et une adaptation rapide et efficace aux
différents stress rencontrés. Ce phénomene est renforcé par I’absence de noyau : toutes les étapes

de réplication, transcription, et traduction se font simultanément.

Figure 7 : Cocci Gram positif ; microscopie optique.

32



Figure 8 : Bacilles Gram positif apercus en microscopie électronique (gauche) et Gram négatif, en microscopie optique
(droite).
(http://www.ecosociosystemes.fr/bacteries_essentielles.html et https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacillus_coagulans)
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Figure 9 : Représentation schématique des parois des Gram positif et des Gram négatif.
(d’apres http://mpronovost.profweb.ca/BIONP1/bionpl cellule.html et
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2.1.2. Physiologie.
Les bactéries sont hétérotrophes pour le carbone et de nombreux autres nutriments, elles auront

donc besoin de systémes d’acquisition de ces nutriments. Ces systémes peuvent étre la diffusion
simple ou facilitée a travers la membrane. D’autres sont plus complexes et peuvent nécessiter des
interactions entre différentes molécules : c’est le cas des sidérophores par exemple ou des systemes

de sécrétions.

La plasticité génomique a permis le développement de nombreuses stratégies d’adaptation a
I’environnement et au développement de modes de vie communautaire entre les bactéries en vue
d’une coopération pour la survie au sein d’environnements non favorables : formation de biofilm,
Quorum-sensing (QS). Le premier correspond a une organisation spatiale des bactéries sur une
surface. Cette organisation favorise la mise en commun de ressources et un comportement
coopératif. Le QS, ou « détection du quorum » en frangais, est la capacité des bactéries et des
communautés bactériennes a synchroniser I’expression ou la répression du génome selon les
conditions environnementales et la densit¢ de la population bactérienne. Cette synchronisation
implique une communication via des signaux chimiques entre les individus (Everett et Rumbaugh,
2015; Williams, 2006; Winzer, et al. 2002).

2.1.3. Virulence.

La virulence d’une bactérie est sa capacité a se multiplier au sein d’un organisme hdte au
détriment de ce dernier. Une bactérie peut étre potentiellement virulente mais non dangereuse : elle
se développera alors au sein de I’hote sans pour autant créer d’infection grave. C’est le cas des
bactéries commensales de 1’intestin par exemple. L hote représente souvent un terrain non favorable
car son Sl veille et controle 1’invasion, la notion de virulence étant liée a 1’hote et son état. Les
bactéries auront alors a développer différents systemes de parade pour survivre et continuer a se
développer. Si les défenses de I’hote viennent a faire défaut, la prolifération bactérienne ne sera plus

contrdlée. Certaines especes pourront donc massivement se multiplier grace a leurs facteurs de
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virulence et engendrer une situation clinique. C’est ce qui arrive dans le cas des infections
opportunistes. Les facteurs de virulence sont de nature variables et sont des composants

physiologiques des bactéries. Ils peuvent étre trés immunogenes. En voici des exemples :

- Une capsule polysaccharidique peut entourer la bactérie et la protéger du SI (certains
Streptococcus) en empéchant sa reconnaissance en tant qu’agent étranger par les LT (donc du « non-
S01 »).

- Le peptidoglycane est par nature immunogene.

- La synthese de toxine cytotoxique et pro inflammatoire (lipide A du LPS des Gram
négatifs, leucocidine de Staphylococcus aureus, pyocyanine de Pseudomonas aeruginosa, toxine
cholérique, diphtérique). L’acide lipotéchoique des bactéries a Gram positif ou les
lipoarabinomananes des mycobactéries peuvent avoir une action toxinique.

- Des mécanismes de mobilité sont activés pour rejoindre des zones plus favorables,
comme les flagelles (Escherichia coli), permettent une meilleure colonisation.

- Le transfert horizontal de matériel génétique et I’acquisition de nouvelles fonctions
via les plasmides et les autres éléments génétiques mobiles permet d’acquérir de nouvelles fonctions
favorables.

- La régulation tres fine de I’expression des genes codant les enzymes du métabolisme
en fonction du milieu (SRNA, QS, transférons, intégrons...) permet une adaptation rapide a

I’environnement.

Leur localisation est représentée sur la figure 10. Cette liste nous montre les premiers éléments
du rapprochement entre bactéries et cancers : les deux interagissent avec les LT et I’inflammation

que nous avons mentionnés au cours des précédents paragraphes.
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Figure 10 : Localisation schématique des facteurs de virulence bactériens.
(http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Virulence&lang=4)

2.1.4. Le Systeme Immunitaire face a I'infection bactérienne.

L'immunité innée permet d’éliminer ou de limiter la prolifération du microorganisme lorsqu'il
se trouve dans un tissu habituellement stérile. L’immunité adaptative fera suite a I’immunité innée
et permettra la synthése d’anticorps (Ac) et de cellules mémoires. Les Ac faciliteront les actions de
I’immunité innée. Les cellules mémoires permettront une réactivation plus rapide du SI en cas de

nouvelle rencontre avec le pathogene.

Les CPA, dont font partie les cellules dendritiques et les PolyNucléaires Neutrophiles (PNN),
portent des Pattern Recognition Receptors (PRR) membranaires. Ces PRR interagissent avec les
Pathogen Associated Molecular Pattern (PAMP) membranaires portés par les bactéries. Cette
interaction déclenche la phagocytose de I’intrus, ou la destruction de la cellule infectée. Les
fragments moléculaires issus de la destruction du germe au sein du phagosome seront alors exposés
au niveau membranaire, couplées au CMH II, et permettront leur reconnaissance par les LT en vue

de I’activation de I’immunité adaptative (cf. figure 3, page 19).

Le but de I'immunité innée est de recruter des ¢léments de défense au si¢ge de la localisation

bactérienne et ceci afin d'éliminer 'agent pathogéne et d’empécher sa prolifération. Une réaction

36



inflammatoire va alors se mettre en place. Elle associe diapédése, margination des leucocytes et
extravasation des protéines plasmatiques (pour le complément et les éventuels anticorps). La figure

11 montre globalement la prise en charge d’une bactérie pathogene par le SI.
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Figure 11 : Représentation schématique de la stimulation immunitaire par une bactérie commensale de l'intestin.
(Abreu, 2010)

L’immunité innée peut étre activée par différentes voies de signalisation cellulaires telles que
I’IL-1, ’IL-6 ou I’I1-8. L’IL-1 est produite par les macrophages et les cellules endothéliales. Elle
participe au déclenchement de la fiévre, stimule la production de prostaglandine et joue un role dans
la margination et la diapédése leucocytaire. Elle est synthétisée suite a la phagocytose d’une
bactérie. L’IL-6 est produite par les macrophages suite a celle de I'lL-1. L’IL-8 est produite par les

macrophages et les cellules endothéliales. Elle joue un réle capital dans la margination leucocytaire.

L'ensemble de ces cytokines a un effet bénéfique pour I’hote en permettant le développement
d'une réaction inflammatoire de court terme qui participe a 1'élimination de l'agent bactérien. La
réaction inflammatoire permet la génération d’un milieu non favorable au développement de la
bactérie pour lequel elle n’est pas encore adaptée mais favorable aux activités cellulaires de défense.

Si cette immunité innée s’emballe, il y a sepsis (voire choc septique). Dans ce cas, la réaction
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inflammatoire est trop forte et devient toxique pour I’organisme entrainant des répercussions
cliniques. C’est souvent le cas lors d’infection ou 1’organisme doit mettre en place une réaction
suffisante pour éradiquer les pathogenes, au détriment du reste de 1’organisme. Nous pouvons ici
faire un autre parallele avec I’oncogenese. En effet, si I’inflammation intense de courte durée peut

nuire au développement tumorale, une inflammation modérée et chronique y est plutdt favorable.

Lors d’infections bactérienne, la patience suffit parfois a retrouver un état physiologique et
parfois 1’aide des antibiotiques est nécessaire. Ce grand ensemble de médicaments regroupe
plusieurs familles qui sont plus ou moins spécifiquement efficaces sur certains groupes bactériens
et/ou sites infectieux. Leur tolérance varie selon les classes et les molécules (Cao, 2016; Al-Asmakh

et Hedin, 2015; Hsiao, et al. 2008)( http://www.microbiologybook.org/French-

immuno/immchapterl.htm).
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Figure 12 : Microbiote, Immunité Innée et Adaptative.
(Duerkop, et al. 2009).
Ce schéma montre la localisation des différents acteurs du dialogue entre microbiote et immunité. L’épithélium intestinal
apparait alors comme une vaste agora
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2.2.Notion de microbiote.
2.2.1. Définition.

Un microbiote est une communauté de micro-organismes (bactéries, virus et champignons)
vivant dans un environnement : le microbiome. Il existe donc de nombreux microbiotes
environnementaux. Il existe par exemple un microbiote du sol, de I’océan, mais cela peut aussi €tre
une mare, un tronc d’arbre ... Les animaux et les humains hébergent aussi plusieurs microbiotes.
Chez I’Homme, plusieurs sont en cours d’étude et particulierement le microbiote intestinal. La
spécificité d’un microbiote est de vivre en accord avec son hote, voire en symbiose. Les principaux
microbiotes humains sont le microbiote intestinal, le microbiote buccal, le microbiote cutané et le
microbiote vaginal. Les différentes especes des différents Régnes du vivant cohabitent et certains
ont développé des coévolutions a tendance mutualiste. En effet, par souci d’économie d’énergie, les
redondances génétiques aboutissent parfois a leur simplification. Ainsi, certaines especes profitent
des fonctions assurées par la communauté. Tant que toutes les fonctions nécessaires aux organismes
sont assurées, il n’y aura pas de conséquences physiologiques néfastes ( Kim, et al. 2009; Hooper,

2004).

2.2.2. Roles physiologiques des microbiotes.
Le développement des nouvelles techniques de séquencage a haut débit a permis ’essor de la

métagénomique, science qui é¢tudie globalement le matériel génétique d’un échantillon. La plupart
des bactéries n’étant pas cultivables par les techniques classiques, ces nouvelles approches ont
permis de les mettre en évidence et de les étudier afin de montrer les innombrables fonctions que
nous apportent les microbiotes. En « occupant le terrain », les micro-organismes empéchent les
potentiels « pathogenes » de prendre le dessus et de devenir prépondérants. Les microbiotes
«normaux » ont donc un réle de barriére vis-a-vis des pathogénes. De plus, I’innombrable pool de

voies métaboliques offertes par le microbiote intestinal nous permet d’éliminer des xénobiotiques,
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de digérer des aliments et nous fournit des composés utiles comme certaines vitamines (Hsiao, et

al. 2008).

Comme tout élément étranger, chaque micro-organisme est reconnu par notre systéme
immunitaire qui s’en trouve fortement stimulé. Effectivement, les microbiotes ont aussi pour role
de stimuler et d’entretenir nos fonctions immunologiques. Ces dernicres doivent d’ailleurs veiller a
juguler toute tentative de prolifération excessive en régulant les populations (Duerkop, Vaishnava,

et Hooper, 2009).

A titre d’exemple : le microbiote est nécessaire a la sécrétion des IgA et des IgM sans qui les
germes anaérobies proliférent. C’est le cas par exemple des Segmented Filamentous Bacteria (SFB)
qui sont génératrices de LTh17 pro inflammatoires qui exacerbent I’auto immunité (des cas
d’arthrite ont notamment été décrits). Un autre lien entre bactéries, cancers et immunité est visible

ici (Lepage, ef al. 2013).

2.3.Le microbiote intestinal.

2.3.1. Généralités.
C’est le plus étudié a ce jour. De nombreux projets internationaux ont été créés afin de le

caractériser et d’affiner nos connaissances sur cet organe a part enticre (MetaHIT
(http://www.metahit.eu/), Human Microbiome Project (http://hmpdacc.org/)). Pour une masse
estimée autour d’un a cinq kilogrammes, il est composé d’environ 10'* bactéries (principalement),
soit un nombre de bactéries dix fois plus grand que le nombre de cellules qui composent notre corps.

Il est donc principalement composé de bactéries, mais aussi d’archées, de virus, et d’eukarya.
Parmi les bactéries, les anaérobies sont les plus représentées, au sein de trois grands groupes

phylogénétiques : Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria. La composition du microbiote est

variable entre les individus et au cours de la vie. On définit ainsi des entérotypes selon les espéces
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dominantes. La premiére colonisation a lieu lors de la naissance. Le mode d’accouchement, par voie
basse ou par césarienne influence d’ailleurs cette premiére colonisation et a terme les entérotypes.
Il se stabilise approximativement vers trois ans apreés un accouchement par voie basse (et une
premiere colonisation par les germes génitaux maternels). Lors d’un accouchement par césarienne,
la colonisation est un peu plus tardive et commence par des germes de la peau. Cette différence est
mise en regard des pathologies allergiques liées a I’inflammation chronique qui sont plus
nombreuses chez les personnes nées par césarienne. Les comportements alimentaires modifient
aussi qualitativement le microbiote. Par exemple, le groupe Bacteroidetes et le genre Ruminococcus
seront favorisées par un régime carné et les AG saturés. Le genre Prevotella semble lui favorisé par
les fibres, les sucres (Erdman et Poutahidis, 2015). Les dernieres recherches ont conclu que le
microbiote intestinal est une véritable carte d’identité microbienne. 57 especes sont retrouvées chez
90% de la population. Elles définissent le « core genome » du microbiote intestinal humain.
Cependant, la diversit¢ et la richesse du monde bactérien est tel que chaque étre humain héberge un
microbiote différent. Plus la distance géographique est importante et plus les différences entre les
entérotypes de deux individus seront marquées. De grandes ressemblances sont aussi possibles, mais
pas I’égalit¢ (Nelson, 2015). La figure 13 représente les différences majeures entre plusieurs
entérotypes selon I’age et le statut nutritionnel. On peut y voir par exemple la forte diminution du
groupe Proteobacteria chez les sujets sains et sa persistance chez les sujets malnutris ou obése. En
revanche, le groupe des Firmicutes passe de minoritaire (15 a 20 %) chez I’enfant a largement

majoritaire chez 1’adulte sain (environ 45 %) (Ottman, et al. 2012).
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Figure 13 : Entérotypes selon 1'age et certains états physiopathologiques.
(Ottman, et al. 2012)

2.3.2. Quelques roles physiologiques.

Plusieurs fonctions ont été identifiées concernant le microbiote intestinal, elles concernent la
régulation de I’angiogenese, le développement musculaire, la production d’énergie. Des centaines
d’enzymes sont libérées par les bactéries et nous permettent entre autre de digérer des sucres
d’origine végétale comme les pectines, I’arabinose et donc d’en exploiter un maximum d’énergie.
La fermentation des sucres va en contrepartie nourrir les bactéries. Elles sont aussi capables de
synthétiser des vitamines, des acides aminés, des Acides Gras a Courtes Chaines, (AGCC) pour
remplir leur réle métabolique (Hsiao, ef al. 2008). Les bactéries du microbiote ont un rdle essentiel
pour le développement du systéme nerveux entérique qui est en fait le premier apparu au cours de
1I’évolution, suppléé par la suite par le systéme nerveux central. Elles ont aussi un rdle dans certaines
régulations génétiques, notamment en ce qui concerne les fonctions immunologiques, la
prolifération bactérienne, I’inflammation. Des perturbations génétiques du microbiote intestinal ont

¢été mises en évidences chez des souris atteintes de MICI (Dzutsev, et al. 2015).
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Leur role de barriere vis-a-vis des pathogenes et d’entretien du systéme immunitaire est
primordial. En étudiant des souris « germ free » (sans microbiote), on observe que leurs plaques de
Payer (équivalent de nos organes lymphoides) sont plus petites, qu’elles ont moins de cellules
plasmatiques, moins d’IgA, moins de Lymphocytes intraépithéliaux. Tous ces déficits semblent
corrigés par une recolonisation par un microbiote de souris saine (Viaud, et al. 2013). Cependant,
les firmicutes se répartissent différemment et sont associés a moins de cellules dendritiques et LT,
accompagnés d’une protection plus faible contre les pathogenes. Le microbiote intestinal serait donc
nécessaire mais non suffisant pour une bonne maturation et une bonne protection par le SI. La
premicre colonisation lors de 1’accouchement semble primordiale pour cette stimulation
immunitaire optimale. D’autre part, la synthése de butyrate et de propionate par les bactéries
commensales favorise la différenciation de LTreg (via I’acétylation du locus FoxP3) ce qui permet
de diminuer le potentiel pro inflammatoire de la voie du NFKb. De plus, un lien avec le contrdle du
pool Th17 est mentionné. Ces deux derniers aspects offrent la potentialité d’une protection vis-a-

vis des voies de cancérisation (Bailey, et al. 2014; Kim, Jeon, et Chun, 2013).

2.3.3. Les perturbations du microbiote intestinal : la notion de dysbiose.
Les sources de perturbations sont nombreuses : comportement alimentaire, consommation

d’irritants pour la muqueuse (alcool et tabac notamment, mais aussi de nombreux polluants dont les
microparticules aériennes, les pesticides, les métaux). On comprendra aisément que 1’utilisation
(plus ou moins irraisonnée) des antibiotiques est aussi une cause majeure de troubles du microbiote,

ou dysbiose (Chow et Mazmanian, 2010).

D’une manicre générale les perturbations du microbiote intestinal sont mises en relations avec
des maladies chroniques telles qu’allergies, diabétes, obésité, autisme, maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin (syndrome métabolique, colites, qui peuvent étre transmises de souris a

souris via le microbiote). On remarque que ces pathologies sont presque toutes en lien avec une
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inflammation chronique qui comme nous 1’avons mentionné est la premicre étape des processus de

cancérisation (Dzutsev, ef al. 2015 ; Gophna, 2011; Panda, et al. 2014).

Les inflammations chroniques de l’intestin forment un groupe de nombreuses pathologies,
parfois auto-immunes. La maladie de Crohn et le syndrome de I’intestin irritable en font partie. Elles
aboutissent régulicrement a des tumeurs apres plusieurs années d’évolution. Les causes sont souvent
multifactorielles mais mal identifiées. En revanche, la relation étroite avec I’immunité et 1’évolution
en cancer nous montrent que les communications cellulaires sont primordiales. Il a ét€ montré que
les patients atteints de ces pathologies avaient trés souvent des différences notables concernant la
diversit¢ et la quantité de leurs microbiotes intestinaux. Le lien entre les bactéries et les
communications cellulaires est alors évoqué. En rétablissant les acteurs du dialogue, on pourrait
restaurer une conversation harmonieuse. C’est ainsi que des tentatives de greffes fécales ont guéri
des patientes atteintes de maladie de Crohn. Celle-ci consiste a prélever des bactéries intestinales
chez un donneur sain pour réensemencer la flore de la personne atteinte. Dans ce cas, les bactéries
jouent leur role thérapeutique en amont du cancer (Lichtenstein, Avni-Biron, et Ben-Bassat, 2016 ;

Chaluvadi, Hotchkiss, et Yam, 2016) (http://www.probiotictherapy.com.au/index.html).

Maintenant que nous savons que I’immunologie est finalement « le langage » qu’utilisent les
cellules pour dialoguer et que les bactéries peuvent aussi I'utiliser, nous pouvons désormais

imaginer le rdle potentiel des bactéries comme médiatrice dans la prise en charge anti-cancéreuse.
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3. Les bactéries en tant que nouvelle stratégie anti-cancéreuse.

Le concept de thérapie anticancéreuse par les bactéries est vieux de plus d’un siecle. C’est le Dr.
Coley, un chirurgien du Mémorial Hospital de New-York, qui a vu guérir certains patients porteurs

de sarcome apres une infection a Streptococcus en 1891 (Chorobik, et al. 2013).

Il a ensuite traité¢ 90 patients porteurs de sarcomes de la nuque avec des bactéries vivantes. Un
patient a complétement guéri du sarcome et des métastases associées. A 1’époque, ces résultats sont
impressionnants pour une pathologie sans aucun traitement efficace. Un mélange de bactéries
inactivées par la chaleur (Streptococcus, Serratia marescens) a ensuite €t¢ mis au point. Cette
préparation porte le nom de « toxine de Coley » et fut injectée a environ mille personnes atteintes
de sarcomes. Pour 80% d’entre elles environ la survie a 5 ans a été améliorée (Chorobik, et al. 2013;
Richardson, et al. 1999). Malheureusement, les résultats n’ont pas été jugés suffisamment

reproductibles et I’arrivée de la radiothérapie ont diminué I’attrait pour cette technique.

Ensuite, le Dr. Connell a utilisé en 1935 un filtrat stérile de Clostridium histolyticum pour
prendre en charge des tumeurs avancées (sarcome €pidermoide, tumeur colique, carcinome du
pylore). Il a lui aussi observé une régression de ces tumeurs ce qui lui a permis de penser que les

bactéries produisaient des enzymes ayant une activité anti tumorale (Connell, 1935).

On sait maintenant que de nombreuses bactéries croissent dans des milieux pauvres en oxygene,
c’est le cas par exemple des Clostridium, anaérobies strictes, ou Sal/monella. Ces bactéries vont
naturellement pouvoir se développer au sein ou a proximité de tumeurs solides qui sont des milieux
hypoxiques, voire anoxiques (Patyar, et al. 2010 ; Nelson, et al. 2015 ; Agrawal, et al. 2004 ; Faith,

et al. 2013).

Cette particularit¢ métabolique permet de contourner la complexité de la biologie tumorale et

immunitaire dont nous avons exposé un aper¢u dans les chapitres précédents. L utilisation de ces
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drogues « biologiquement actives » est plus efficace que les drogues « passives » systémiques
actuelles pour coloniser spécifiquement les tissus tumoraux. Le métabolisme bactérien, la capacité
de déplacement orienté et la sensibilité a ’environnement ainsi que la stimulation du SI peuvent
conduire a des traitements (ou compléments de traitement) efficaces, trés sélectifs pour les tissus

cancéreux et donc plus sirs (Chorobik, et al. 2013).

La difficulté de développement de nouvelles approches thérapeutiques en cancérologie tient a
la nécessité de sélectivité et de détection des tumeurs. Les particularités physiologiques de certaines
bactéries, modifiables génétiquement si besoin, remplissent ces objectifs. Escherichia coli,
Bifidobacterium, Salmonella Typhimurium, Clostridium, Vibrio cholerae, Listeria monocytogenes
peuvent se localiser et se répliquer au sein de tissus tumoraux lorsqu’elles sont injectées par voie
veineuse chez les rongeurs. Elles pourront alors exprimer une toxicité tumorale en synthétisant et/ou
en libérant des molécules in situ et en exergant localement une compétition nutritive au sein de la
tumeur. Ces différentes stratégies semblent assez efficaces en modeles in vivo chez la souris, avec
des guérisons et peu de toxicité sur des tumeurs my¢loides sous-cutanées. Cependant, si les quelques
essais cliniques ont retrouvé la bonne tolérance, 1’efficacité était plus relative. L’augmentation des
doses restaurant une bonne efficacité a malheureusement révéler une toxicité non négligeable

(Nelson, et al. 2015 ; Forbes, 2010 ; Hoffman et Zhao, 2014 ; Zu et Wang, 2013 ; lida, et al. 2013).

Nous développerons donc ici quelques pistes qui semblent intéressantes et a un stade de
développement relativement avancé. Dans ces exposés, les bactéries seront elles-mémes agents anti-

tumoral ou bien elles en seront le vecteur.
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3.1.Clostridium novyi-NT.

Faisant suite aux découvertes de Coley et Connell, Clostridium hystolyticum M-55 s’est révélée
étre une souche avirulente qui a été testée. Des résultats intéressants ont été obtenus en modele
animal sur des tumeurs coliques et des mélanomes implantées a des souris, mais cette souche s’est

révélée peu efficace en test clinique (Dang, ef al. 2001; Zu et Wang, 2013).

De nombreuses souches sauvages et modific¢es de Clostridium, ont été testées ensuite jusque
dans les années 1980. Au cours de ce « screening », Volgstein a montré que C. novyi était la souche
la plus @ méme de coloniser les tumeurs et d’exercer un effet carcinolytique. Malgré sa grande
sensibilité a la toxicité de I’oxygene, cette souche produit une a-toxine 1étale. La souche Clostridium
novyi-NT a été mise au point en détruisant le systéme producteur de la toxine, portée par un phage,
par chauffage a 70°C pendant 15 min (Dang, et al. 2001).

3.1.1. Bactériologie.

Clostridium novyi est une bactérie du phylum des Firmicutes, anaérobie stricte. C’est un bacille
a Gram positif avec un GC% de 28.9 %. On le trouve dans le sol, le fumier et différents végétaux.
Produisant des spores, elle peut survivre longtemps en conditions défavorables. Son premier
isolement en clinique est associé a 1’usage de drogues par voie parentérale et au développement de
gangreéne. Sa capacité a produire une toxine en condition anaérobie est son principal facteur de
pathogénicité (Diaz, et al. 2005).

3.1.2. Stratégie thérapeutique.

L’idée est d’utiliser la nécessité d’anaérobiose de la bactérie. On injecterait des spores au
patient. L’oxygéne lui étant toxique, la bactérie pourra se développer uniquement dans les zones
hypoxiques, voire anoxique, donc de facon privilégiée au sein de tumeurs, cette capacité lui
conferant une bonne spécificité. La délétion par traitement thermique du systeme toxinogene a

permis de générer une souche Clostridium novyi-NT (Non Toxinogene) qui pourra se développer
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en milieu anaérobie sans produire de toxine. Cette bactérie sera donc sélective pour la tumeur et non
pathogeéne. Son efficacité a été testée en combinaison avec des molécules classiques (un anti-
angiogénique et un poison de I’ADN) et de la radiothérapie. L’efficacité était satisfaisante mais une

toxicité réversible (hépatite et splénomeégalie) était présente pour les fortes doses (Diaz, et al. 2005).

La germination des spores et le développement bactérien entrainent la production de protéases
et de lipases capables de dégrader les tissus tumoraux. Cette attaque associée a I’infection engendre
une stimulation inflammatoire et immunitaire qui renforce 1’action anti-tumorale notamment par la
production d’espéces réactives de I’oxygene (ERO) et de cytokines (IL-6, G-CSF entre autres). L’IL
6 favorise la différenciation des THi7 et leur action immunitaire anti tumorale (cf. page 21), ce qui
limite aussi la diffusion de « I’'infection bactérienne ». Cet ensemble concourt ainsi au renforcement
de P’action anti-tumorale des LT CDS8 (Agrawal, ef al. 2004 ; Roberts, et al. 2014). La figure 11

propose un mécanisme d’action de cette souche.
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Figure 14 : Proposition de mécanisme d'action de C. novyi-NT.
(Agrawal, 2004).
Les spores se localisent dans les zones anoxiques de la tumeur ou elles germent et entrainent la lyse des cellules tumorales

Agrawal et collaborateurs ont montré en 2004 I’efficacité de C. novyi-NT, utilisé seul, chez la
souris, méme sur de grosses tumeurs lorsque les immunothérapies étaient principalement efficaces
contre les petites tumeurs. Leurs résultats suggerent aussi que la réponse immune induite est efficace

a long terme contre une nouvelle injection de cellules tumorales réalisée jusqu’a 11 mois apres le
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premier traitement par C. novyi-NT. Les auteurs ont ainsi testé trois espéces différentes (souris,
lapins et rats). Cette activité inter-especes, associée au pouvoir invasif de C. novyi (gangréne
développée par des toxicomanes par voie iv pour des souches virulentes) et sa capacité a germer au
sein de tumeurs humaines en font un bon candidat pour des évaluations cliniques futures. En effet,
les capacités de colonisations des tissus tumoraux par cette bactérie est particulierement intéressante
(Agrawal, et al. 2004). Une précédente étude avait par ailleurs montré 1’amélioration d’un traitement

par radiothérapie utilis¢ en association avec C. novyi-NT chez la souris (Bettegowda, et al. 2003).

Pour compléter leurs études, Diaz et collaborateurs ont évalué la toxicité d’un tel traitement.
Environ 15.10% spores.kg™! étaient injectées sous la peau de souris porteuses de cellules tumorales
coliques d’environ 500 mm?>. Aprés un mois, seuls des signes mineurs comme une hépatomégalie
et une splénomeégalie étaient observés ; ces signes ayant disparus un an apres. Quelques spores
¢taient retrouvées au niveau cérébral. Les mémes signes ont €té retrouvés chez les animaux sains
testés (souris et lapins). L’étude montre également que les spores ne germent que dans des tissus
hypoxiques tumoraux, et pas, par exemple, au sein de tissus modeles d’infarctus du myocarde qui
sont eux-aussi anoxiques. Aucune toxicité clinique aigue n’a été mise en évidence. En plus d’un
syndrome léthargique, quelques troubles métaboliques ont toutefois été rapportés : cytolyse
hépatique (sans nécrose), baisse du CO,, augmentation de la créatininémie (sans nécrose des tubules
rénaux). Ils sont apparemment dus a la germination des spores plus qu’a un syndrome infectieux a
proprement parlé. Ces quelques troubles sont diminués par 1’'usage d’antibiotique (imipénéme) mais
cela diminue I’efficacité anti-tumorale (15% en plus de rechute dans I’année suivant le traitement).
Une hydratation simple permet de diminuer cette toxicité sans baisse d’efficacité. Enfin, les auteurs
soulignent que peu de spores sont finalement nécessaires pour obtenir une nécrose tumorale efficace
et que 99% des spores sont ¢liminés de la circulation sanguine une heure aprés 1’injection (Diaz, et
al. 2005). Ces différents éléments suggerent donc que cette souche posséde un fort potentiel comme

future agent anti tumoral.
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3.2.Salmonella Typhimurium.
3.2.1. Bactériologie.

Salmonella Typhimurium est une entérobactérie. C’est donc un bacille a Gram négatif retrouvée
dans la lumiere intestinale des mammiferes. De nombreux serovars ont été décrits. Le genre est
anaérobie facultatif et se réplique 1000 fois plus dans les tissus tumoraux que dans les tissus sains.
Sa capacité a produire du lipopolysaccharide (LPS), parfois en grande quantité, est son principal
facteur de virulence. Ce LPS la protége de son environnement et a une action toxinique. C’est aussi
lui qui stimule notre systéme immunitaire. S. Typhimurium est une bactérie mobile, intra-cellulaire
facultative, notamment au sein des cellules phagocytaires dans lesquelles elle peut survivre et se
répliquer. Lorsqu’elle envahit la muqueuse intestinale, elle génére des 1ésions cellulaires et un afflux
de leucocytes. Cette réaction inflammatoire et immunitaire est due au LPS principalement et va

entrainer une diarrhée (Chorobik, et al. 2013).

En ce qui concerne son utilisation thérapeutique, des essais cliniques de phase I ont été réalisés.
Les auteurs concluent que des ajustements doivent étre trouvés pour définir la meilleure dose et

promouvoir la colonisation tumorale (Toso, et al. 2002).

3.2.2. Stratégie thérapeutique.
Grace a I’anaérobiose facultative, un développement intra-tumoral est envisageable.

Cependant, le risque de choc toxique est non négligeable. Une souche dont le métabolisme est
dépendant des purines (hétérotrophie pour les purines) a été mise au point. Les purines sont assez
fortement disponibles aux alentours et au sein des tumeurs et des métastases en raison d’une lyse
cellulaire qui peut étre importante et qui entraine un relargage de ces métabolites. Cette souche,
VPN20009, est délétée de deux genes : msbB et purl. C*est Pur I qui est responsable de cette
auxotrophie pour les purines. MsbB est quant a elle responsable de la structure du lipide A,

composant du LPS. Sa délétion entraine donc une moins forte virulence et un risque de choc toxique
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bien plus faible. Cette souche peut étre utilisée comme agent anti-tumoral ou comme vecteur de

molécules anti tumorales (précurseur de TNFa par exemple) (Loeffler, ef al. 2007).

L’efficacité chez la souris et la faible toxicité ont conduit au développement d’essais cliniques
en 1999. Méme si la bonne tolérance (a haute dose) était au rendez-vous, il n’a pas été montré de
régression tumorale significative chez les 25 patients de ’essai. Cette faible efficacité était due a la
faible colonisation tumorale, ce qui contraste avec la forte colonisation précédemment obtenue chez
la souris. L’¢limination rapide de la bactérie par I’organisme est aussi envisagée comme cause de la
faible efficacité. En effet, cette souche ne survit pas plus de deux cycles de réplication et n’aurait
donc pas le temps d’atteindre la tumeur pour y exercer son action (Chorobik, et al. 2013; Taniguchi,

et al. 2010; Momiyama, et al. 2012; Zhao, et al. 2007; Forbes, 2010).

Pour pallier cet écueil, des souches porteuses de cibles immunologiques tumorales sont en
développement, notamment en utilisant les Tumors Associated Antigens (TAA). Ces souches sont
trés bien reconnues et prises en charge par le SI. Ces techniques permettraient de développer les

outils nécessaires pour lutter contre les tissus tumoraux moins accessibles.

Une autre souche, A1-R, a été développée. Celle-ci est auxotrophe pour 2 acides aminés : la
leucine et I’arginine, ce qui n’autorise son développement que dans les tissus tumoraux ou ils sont
plus facilement disponible, toujours en raison d’une lyse cellulaire (Hoffman, 2013). Cette souche
a montré une bonne efficacité dans la colonisation de tumeurs pulmonaires greffées a des souris et
dans I’induction d’une destruction nucléaire au sein de ces tumeurs. Toujours chez la souris, la
souche A1-R a montré une propriété anti-angiogénique efficace dans le traitement des mémes

tumeurs, et ce d’autant plus que la tumeur ¢€tait fortement vascularisée (Liu, et al. 2010).
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De nombreuses autres souches sont en développement mais les deux précédentes sont les plus
avancées. VPN20009 est la seule a étre entrée dans une phase clinique. Il reste encore des obstacles
a franchir, mais Salmonella peut sembler étre un futur traitement ou vecteur de traitement intéressant

dans la prise en charge anti-tumorale.

3.3.Listeria monocytogenes.

3.3.1. Bactériologie.
Listeria monocytogenes est un bacille a Gram positif, non sporulé¢, mobile a 20°C. Son

métabolisme est aéro-anaérobie facultatif, possede une catalase et génere une hémolyse 3 sur gélose
au sang grace a sa listériolysine O (LLO). C’est une souche psychrophile qui peut se développer a
4°C. Elle est cependant détruite en 30 min a une température de 60°C. On la retrouve un peu partout :
dans les sols, les eaux, les végétaux. 1 a 10 % de la population seraient porteurs sains au niveau
intestinal (Listeria fait partie des Firmicutes, groupe bactérien que I’on retrouve au sein du
microbiote intestinal). C’est un germe pathogene intracellulaire qui peut engendrer des bactériémies
et qui posséde un tropisme pour le Systéme Nerveux Central (SNC). Chez les femmes enceintes,
elle est responsable d’infections materno-feetales. Cependant, Listeria est considérée comme
opportuniste et ne donnera des situations cliniques que chez les personnes immunologiquement
affaiblies (femmes enceintes, personnes agées, jeunes enfants, immunodéficients). Malgré une
antibiothérapie efficace (p-lactamines, aminosides), la mortalité est estimée de 25 a 30 % méme si
la listériose reste une maladie peut fréquente (environ 200 cas par an en France). La contamination
humaine est le plus souvent d’origine alimentaire (son caractére psychrophile lui permet de
contaminer des aliments réfrigérés), le plus souvent par des fromages au lait cru, des charcuteries,

des produits de la mer, des végétaux. Il n’y a pas de contamination inter-humaine.
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3.3.2. Stratégie thérapeutique.
Listeria gagne la circulation systémique en traversant la barriére intestinale. Grace a

I’internaline, une protéine de surface, les bactéries induisent leur phagocytose par les CPA
intestinales. La LLO (et une phospholipase) permet ensuite a une faible proportion de bactéries
(estimée a 5 %) de s’échapper du phagosome et enfin de se multiplier dans le cytoplasme. Ces
bactéries ont aussi la capacité de polymériser I’actine et ainsi de migrer jusqu’aux cellules voisines
pour renouveler le cycle (la bactérie n’est alors plus dans un phagosome mais entourée d’une double
paroi cellulaire, qu’elle va lyser avec la LLO et une autre phospholipase). Ce parasitisme cellulaire
va €tre mis a profit pour atteindre les cellules tumorales. En effet, une infection a Listeria génére
une réponse immunitaire forte via les CD4 et les CD8. Compte tenu des conséquences
potentiellement graves d’une infection, une souche atténuée a ét¢ mise au point. Cette souche est
delétée de deux genes : actA et plcB. Le premier est essentiel pour les déplacements intercellulaires
de la bactérie (il permet la synthése de 1’actine cytosolique nécessaire aux déplacements de la
bactérie). Le deuxiéme code la phospholipase nécessaire a la lyse soit du phagosome, soit de la
double paroi cellulaire. Cette souche est avirulente mais stimule toujours le SI car la LLO est
toujours présente. Elle a été inoculée a 20 volontaires sains a des doses croissantes. Aucun n’a été
malade et aucune leucocytose, ni lymphopénie n’ont été détectées. En revanche la réponse
immunitaire évaluée a été considérée comme forte pour tous les sujets sauf un. Cette souche pourrait

donc étre le support d’une vaccination anti-tumorale (Angelakopoulos, et al. 2002).

En effet, considérant les capacités de parasitisme intracellulaire de Listeria qui lui permet de se
protéger tout en stimulant les CD4 et CD8 via le CMH I et 11, I’idée est de mettre au point un vecteur
porteur d’Ag spécifique anti-tumoraux, les Tumor Associated Antigen (TAA). Plusieurs stratégies
ont été étudiées avec succes sur des modeles murins. Les vecteurs portaient un des Ag suivant :

HPV 16 (relatif au cancer du col de I'utérus), Her2/neu (cancer du sein), PSA (cancer de la prostate),
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TRP-2, VEGFR-2 (Ag du développement tumoral) et HMW-MMA (mélanome). Une premicre
injection suivie d’un rappel était dans la plupart des cas suffisant pour éradiquer les tumeurs
correspondantes a ces Ag. Des études précliniques ont montré I’efficacité prophylactique et
thérapeutique d’un tel vecteur dirigé contre HPV-16 (Singh et Wallecha, 2011). La réponse
immunitaire engendrée par l’injection de Listeria comprenait la sécrétion des vecteurs de
I’inflammation tels que I’'IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a. Cette réponse permettait de recruter des NK,
des CD4 et CDS8 sécrétant de I’INFy. Enfin, « I’infection » permettait de diminuer le recrutement
des Tregs au sein de I’environnement tumoral (mais pas dans le sang périphérique). Ces précisions

permettraient en théorie d’aider a orienter la réponse immunitaire anti-tumorale (Kim, ef al. 2009).

La sociét¢ ADVAXIS a conduit des essais cliniques sur des patients porteurs de carcinomes
métastatiques (cancer cervical en stade IV). Chez la plupart des 15 patients, les effets indésirables
du type hypotension et syndrome pseudo-grippal attribués a la réponse immunitaire faisant suite a
lI'infection, ont été résolu rapidement par la prise d’antibiotique (prévue et faisant suite a
I’inoculation bactérienne) et un traitement symptomatique. Une réduction tumorale a été observée
chez 30% des patients. Cependant, les auteurs ont déclaré un possible conflit d’intérét avec la société

ADVAXIS (Singh et Wallecha, 2011).

Des essais assez encourageants ont aussi €té réalisés avec des bactéries vectrices de
radiothérapies dirigées contre les cancers du seins (Quispe-Tintaya, et al. 2013; Chandra, et al.
2013). Les cancers du sein restent parmi les premiers cancers au monde touchant les femmes et 40%
des patientes évoluent vers un stade métastatique. Le traitement courant comprend la résection
chirurgicale et un curage axillaire des ganglions lymphatiques suivi d’une chimiothérapie ou
hormonothérapie adjuvante. Ce sont les tumeurs résiduelles et les métastases qui sont dangereuses
car elles sont difficiles a mettre en évidence et donc prises en charge tardivement et alors difficiles
a traiter. Les Ag MAGE-A et/ou MAGE-B sont exprimés par 92% des biopsies de tumeurs du sein

mais pas par les tissus sains. Plusieurs essais chez la souris ont montré ’efficacité de la vaccination
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par MAGE contre les métastases en utilisant Listeria comme vecteur de I’Ag MAGE (Singh, et al.

2013). La figure 13 est un schéma résumant le principe de la vaccination par Listeria.

L. monocytogenes semble donc intéressante a la fois en thérapeutique et en prophylaxie. Son
action via le SI permettrait de [’utiliser comme vecteur vaccinal dirigé contre n’importe quelle

tumeur a partir du moment ot un Ag spécifique existant puisse-t-&tre incorporé a la bactérie.
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Figure 15 : Représentation schématique du mode de vaccination par Listeria monocytogenes.
Les bactéries sont prises en charge par les CPA, ce qui permet I’expression des TAA et de stimuler une réponse immune
dirigée contre les cellules tumorales (d’aprés Singh, 2011)
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3.4.Mycobacterium bovis et tumeur vésicale.

3.4.1. Bactériologie.
La souche Mycobacterium bovis que 1’on retrouve dans le vaccin BCG (Bacille de Calmette et

Guérin) est une souche proche du Bacille de Koch (BK). Il s’agit d’un bacille incurvé a croissance

lente qui prend la coloration de Ziehl-Nielsen caractérisant les Bacilles Acido-Alcoolo-Résistants

(BAAR) dont la membrane est composée d’acide mycophenolique. C’est un germe non sporulant,

immobile et aérobie strict. Cette dernicre particularité le differe fortement des exemples précédents.

Les premiers travaux mettant en évidence 1’action antitumorale remonte a la fin des années 1970.
3.4.2. Stratégie thérapeutique.

La condition d’aérobiose stricte ne permettra pas un développement au sein de tissus tumoraux
comme nous I’avons mentionné pour les autres exemples. La bactérie ne pourra donc étre utilisée
que pour des tumeurs externes, principalement au niveau vésical. Dans ce cas, la stratégie consiste
a inoculer directement le germe dans la vessie via un cathéter urétral. Cette inoculation fait naitre
une réponse immunitaire majeure, avec synthése de nombreuses cytokines (IL-2, 6, 8, 10 et 12,
TNFa, INFa et y) et intervention de plusieurs cellules de I’immunité. Plus précisément, les bacilles
sont internalisés par les cellules phagocytaires et inflammatoires (CD4, CD8 et NK), ce qui génére
ensuite une réponse immunitaire compléte. La production de TNFa induit I’apoptose spécifique des
cellules cancéreuses. Des équipes ont tenté de reproduire cette réaction immunitaire en administrant
les cytokines aux patients mais la présence de la bactérie semble nécessaire pour obtenir une bonne
réponse. Par ailleurs, I’administration des cytokines en plus de I’inoculation bactérienne améliore
la réponse par rapport a I’inoculation seule. Des irritations et des réactions allergiques peuvent

survenir (Bernardes, et al. 2010).

Le succes thérapeutique en clinique varie de 50 a 70%. Le plus souvent I’instillation de BCG

se fait en traitement adjuvant, en complément d’une résection transurétrale ou d’une chimiothérapie
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conventionnelle. L’instillation permet alors de réduire grandement les récidives et d’améliorer la
survie a 5 ans (Thompson, et al. 2015). La figure 14 est un schéma qui montre les voies de

signalisations cellulaires mises en jeu lors d’une instillation.
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Figure 16 : Représentation schématique du mode d'action de la BCG-thérapie.
(Thompson, 2015)

En pratique, selon la Société Francaise d’Urologie, la BCG-thérapie a été proposée par Morales
en 1976 et est utilisée depuis. Elle est devenue le traitement de référence des tumeurs vésicales a
hauts risque de récidive et de progression. Dans le cas général, la prise en charge des tumeurs
vésicales comprend une résection endovésicale, suivie soit par une instillation endovésicale de
mitomycine C (un agent inhibant la synthése de I’ADN), soit par des instillations de BCG.
L’utilisation de mitomycine ne contre-indique pas le BCG qui peut étre utilisé¢ en complément par
la suite. Ces deux stratégies diminuent les récidives. Le choix de I’'une ou I’autre des stratégies se
fait en fonction du type de tumeur ; le BCG étant plutot utilisé pour les tumeurs a risque modéré ou

éleve.
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Concernant la BCG-thérapie, le traitement d’induction comprend une instillation hebdomadaire
pendant 6 semaines, suivies d’un traitement d’entretien. Les protocoles ne sont pas harmonisés a
propos de ce traitement d’entretien et une diminution de la posologie permet une meilleure
tolérance, qui est moyenne sinon et demande parfois I’arrét du traitement. Il n’y a pas de procédure
de référence concernant le traitement d’entretien en raison d’un nombre faible d’études a ce sujet,
donnant des conclusions contradictoires. L’étude la plus importante a utilisé le protocole suivant :
le traitement d’induction comprend une instillation hebdomadaire pendant 6 semaines, suivie d’une
instillation (a dose plus faible) pendant 3 semaines a 3, 6, 12, 18, 24, 30 et 36 mois du traitement
inducteur. Cette étude a été publiée par le SWOG (South West Oncology Group). Avant
I’instillation, il convient d’éliminer les contre-indications et de réaliser un bilan biologique
comprenant un ECBU (Examen cytobactériologique des urines), la détermination de la formule

sanguine, de I’ionogramme, un bilan hépatique et le dosage du PSA pour les hommes.

Tout n’est pas encore déterminée a propos de la BCG-thérapie et certains aspects peuvent
certainement étre améliorés (harmonisation des protocoles permettant une meilleure tolérance).
Cependant, le Bacille de Calmette et Guérin est un exemple pratique de bactérie utilisée tous les

jours pour traiter le 6°™ cancer touchant la population francaise.
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3.5.Bifidobacterium.

3.5.1. Bactériologie.

Bifidobacterium est un genre des Actinobactéries, anaérobies strictes a Gram positif. De forme
irréguliere parfois ramifiées, immobile et présentant un test négatif pour la catalase. Ce sont des
bactéries fermentaires non sporulantes que I’on retrouve dans le tube digestif des mammiferes
(principalement dans le c6lon). Elles sont non pathogenes et font partie du microbiote intestinal

humain ; ce sont aussi des bactéries probiotiques (Hill, e al. 2014).

Les bifidobactéries appartiennent a la famille des bactéries lactiques. La fermentation a laquelle
elles participent génere de 1’acide lactique, ce qui entraine une diminution du pH qui leur serait
favorable en inhibant la croissance d'autres germes. Cette faculté est d’ailleurs mise a profit dans la
conservation de certains aliments comme les laits fermentés. Cependant, le gott et la valorisation

marketing restent leurs rdles principaux (Cronin, et al. 2010).

3.5.2. Stratégie thérapeutique.

La stratégie consiste de nouveau a utiliser la nécessité¢ d’anaérobiose pour le développement
bactérien afin de cibler la tumeur. Cependant, Bifidobacterium est avirulente et son développement
n’entraine ni inflammation, ni réaction immunitaire importante et donc pas de réduction tumorale
potentielle. En revanche, la bactérie peut servir de vecteur pour apporter in situ un agent ou un

¢lément nécessaire au traitement (Cronin, ef al. 2010).

La Cytosine Déaminase (CD) est une enzyme codée par un gene plasmidique d’E. coli. Elle
permet de cliver le 5-fluorocytosine (5-FC) en 5-fluorouracile (5-FU), agent anti tumoral analogue
de 'uracile. En prenant la place de l’'uracile, cet analogue inhibe le métabolisme des bases
pyrimidiques (cytosine, thymidine, uracile) et la pénurie ainsi générée bloque le cycle cellulaire en

empéchant les voies de synthése des acides nucléiques. Des souches de Bifidobacterium porteuses
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du plasmide pourraient donc théoriquement permettre cette réaction enzymatique in situ et ainsi

autoriser 1’utilisation de prodrogue, le 5-FC, moins toxique qui serait transformé uniquement dans

les tissus tumoraux en molécule active, le 5-FU. Cette stratégie diminuerait grandement les
effets indésirables dus au manque de sélectivité d’une injection de 5-FU par voie systémique (Zu et

Wang, 2013).

Cette nouvelle piste thérapeutique n’induit pas de production de cytokines pro-inflammatoires
et est d’apres les auteurs de 1’étude, le systéme le plus efficace et le plus sélectif de transformation
et de délivrance du 5-FC en 5-FU. Cependant une induction faible de TNF-a et d’IL-12 est notée,
qui permettrait un support de 1’activation des LThO en LTh1 et supporterait donc la réponse immune
médiée par les CDS. Les études précliniques de toxicité pratiquées sur des souris saines, des souris
porteuses de tumeurs mammaires chimio-induites et des rats (sains et porteurs de tumeurs
¢galement) n’ont mis en avant aucun signe néfaste. Une étude de toxicité chez le singe n’a pas mis
en ¢vidence de toxicité particuliere. De plus, aucun signe d’anaphylaxie n’a été montré chez les
cochons d’Inde. Le haut poids moléculaire de ce type de vecteur serait le principal frein au
développement industriel d’'un mode d’administration parentéral. Une administration par voie orale
serait envisageable, mais les conséquences des interactions avec les enzymes de la digestion sur les

souches bactériennes restent a étudier (Taniguchi, et al. 2010).

D’aprés Cronin, des souches de Bifidobacterium breve UCC2003 (connue pour participer au
métabolisme des sucres complexes d’origines végétales) administrées par voie orale a des souris,
transloquent du niveau intestinal vers les tumeurs ou elles se multiplient spécifiquement. Les
bactéries étaient visibles par une technique de fluorescence plus de deux semaines apres
administration et sans qu’aucune toxicité ne soit révélée. Cette multiplication était corrélée a une
augmentation de D’IFN-y et de la perméabilit¢ de la paroi intestinale. Cependant, aucune
surreprésentation des autres populations bactérienne n’a ét€¢ mise en évidence suite a ce traitement
par B. breve qui ne semble donc pas induire de translocation des autres populations bactériennes
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(Cronin, et al. 2010). La colonisation tumorale semble donc efficace, au moins chez le rat. Des
études complémentaires sont donc nécessaires pour appréhender 1’efficacité thérapeutique de cette

technique qui semble prometteuse.

3.6.Les probiotiques et le microbiote intestinal.

Nous avons précédemment décrit le microbiote intestinal et nous avons entre autres mentionné
le formidable contingent bactérien qui s’y développe. Nous pouvons désormais entrevoir la
complexité des interactions qu’il peut entretenir avec son environnement et en particulier avec notre
SI. 1l apparait ainsi qu’entretenir au mieux notre microbiote (par une alimentation saine, variée et
en €vitant les toxiques) permet de soutenir et renforcer la stimulation de notre SI qui pourra mieux
jouer son rdle dans la défense de I'intégrité cellulaire de 1’organisme. Nous pouvons donc agir en

prophylaxie.

Des études suggerent que 1’apport de bactéries du microbiote (potentiellement absentes chez le
sujet) lors du développement de certaines pathologies pourraient avoir une impressionnante
efficacité clinique. C’est le cas de la transplantation fécale dans le traitement des maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI). Concernant la prise en charge anti tumorale,
plusieurs pistes sont envisagées qui permettraient d’orienter, ou tout au moins de favoriser la
stimulation anti-tumorale du microbiote. (Viaud, ef al. 2013 ; Nelson, et al. 2015 ; Sanders, et al.

2014 ; Stritzker, et al. 2007 ; lida, et al. 2013).

Du point de vue oncologique, Viaud et son équipe ont montré récemment la translocation de
bactéries intestinales (Enterococcus hirae, Lactobacillus jonhsonii et Lactobacillus murinus) depuis

I’intestin vers les organes lymphoides secondaires chez des souris porteuses de tumeurs coliques.
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Cette translocation était favorisée par I’inflammation induite par le cyclophosphamide (CTX), un
agent alkylant (cf. tableau 1). Sur place, les bactéries stimulaient fortement le SI et engendraient une
réponse anti-tumorale suffisamment forte pour guérir les souris. Ces bactéries semblaient de plus
nécessaire a 1’action thérapeutique, qu’on retrouvait amoindrie chez des bactéries traitées avec la

méme molécule mais dont le microbiote avait été altéré (Viaud, et al. 2013).

J’ai pu caractériser plusieurs souches d’Enterococcus hirae lors de mon stage de Master II au
sein du laboratoire de microbiologiec du CHU de Caen. E. hirae est une souche du microbiote
humain, peu virulente et peu retrouvée en clinique. Des souches sont cependant responsables
d’endocardites, d’infections urinaires ou cutanées mais elles représentent moins de 1% des
infections dues au genre Enterococcus (Poyart, et al. 2002). 1l s’agit d’un cocci a Gram positif,
immobile, non capsulé anaérobie aérotolérant, ne possédant pas de catalase. Il est non hémolytique.

C’est aussi le modele d’étude de 1’opéron cuivre (Solioz et Stoyanov, 2003; Solioz, ef al. 2010)

Caractériser ces souches est important afin d’identifier leurs caractéristiques nécessaires a cette
action anti tumorale pour pouvoir les utiliser a des fins thérapeutiques pour renforcer ou s’assurer
de I’efficacité d’un traitement par CTX. Lors de mon stage j’ai comparé 7 souches d’E. hirae entre
elles et avec des souches de références concernant la virulence, la résistance aux antibiotiques entre
autres critéres. La souche ayant transloqué dans I’étude de VIAUD (souche 13144) ne semblait pas
différente de la souche issue des selles de souris naive de tumeur et de traitement par le CTX (souche
13889). Le traitement par le CTX et I’environnement tumoral ne semblent donc pas étre a I’origine
de cette activité anti tumorale. Trés peu de différences ont été mises en évidences entre les souches
en ce qui concerne certains caracteres phénotypiques (vitesse de croissance, production de biofilm,
autolyse induite, virulence in vivo) et la réponse a certains stress (stress oxydant a la ménadione et
a I’eau oxygénée, stress acide, stress osmotique, stress chimique par les sels biliaires ou différents

métaux (Cu, Ag, Hg, Mn, Zn), résistance aux antibiotiques).
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Le tableau 2 montre les souches testées au cours de 1’étude et leur origine. Les figures 17 et 18
illustrent quelques-unes des expériences menées au laboratoire pour comparer ces souches. Les
souches 13144 et 13889 sont toutes les deux sensibles aux sels biliaires. Elles perdent 3 logs
lorsqu’elles sont soumises a 0.1% de sels biliaires. La souche isolée d’une endocardite (13344) est
la plus sensible alors que les deux souches environnementales sont les plus résistantes, 708 perd un
log et 13152 n’est pas altérée (figure 17). L’essai de virulence in vivo chez Galleria mellonella
révele la faible virulence des souches 13144 et 13889 comparée a celle des deux souches
environnementales (figure 18). La comparaison des génomes aprés séquengage a mis en évidence
des geénes chez la souche qui transloque non présents chez toutes les souches étudiées, notamment

au sein d’une souche qui ne transloque pas.

Ces résultats ont contribué¢ aux travaux publiés par Daillére en Octobre 2016 dans la revue
Immunity® (Daillere, et al. 2016). Cette publication précise le réle d’E.hirae dans la regression
tumorale due au CTX et expose ces résultats. Elle mentionne aussi le role de Barnesiella
intestinihominis, une autre bactérie intestinale impliquée dans 1’efficacité anti-tumorale du CTX. B.

intestinihominis est un bacille & Gram négatif, non sporulante, non mobile, hydrolisant I’aesculine.

L’article montre la stimulation immunologique due a ces bactéries sur des mode¢les murins
porteurs de tumeurs coliques. E. hirae transloque, participe a ’efficacité du CTX et la restaure apres
gavage par voie orale. Il stimule la production de pTh17, diminuent les Treg en faveur de 1’action
antitumorale. B. intestinhominis ne transloque pas mais s’accumule aprés administration de CTX et
permet la différenciation de Thl, induisant une protection a long terme du méme type que la
vaccination. L’administration du CTX est nécessaire pour observer ces effets adjuvants par ces deux

bactéries (Daillére, et al. 2016).

63



Tableau 2 : Liste des souches d’E. hirae comparées au cours de 1'étude menée lors de mon stage de master II.

numéro de la

ke caractéristiques reponse au traitement antitumoral
At E. hirae, souche de IEfET'EI:ICE., ATCC !'}?90. Le gl’enome de cette souche a Non ieciie
&té sequence et annote.
T E. hirage, souche retrouvée dans les ganglions lymphatiques secondaires i
des souris de [article de Viaud, et al,
o E. hirae, souche retrouvée dans des selles d(-’_‘ spuris naives de tumeurs Mo achin
et de cyclophosphamide.
13152 E. hirae, souche environnementale, 0
708 E. hirge, souche environnementale. +++
E. hirae, souche clinigue d'endocardite, seule souche productrice de
13344 A 0
biofilm,
13357 E. hirge resistant a la vancomycine (souche vanA+). Non testée

Dilution de I'inoculum
10° 10* 102 103 10* 10° 10° 107

Figure 17 : Profils de résistance aux sels biliaires des différentes souches testées.
Pour chaque souche, la ligne du haut correspond au témoin, celle du bas a une concentration de 0.1% de sels biliaires.
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Figure 18 : Test de virulence in vivo de quelques souches.
La souche Enterococcus faecalis JH2.2 est un témoin positif de virulence. Le pourcentage de survie correspond au nombre
de chenilles vivantes aprés 72 heures d’inoculation par rapport au témoin sans inoculation
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4. Conclusion.

Les cancers sont toujours un probléme majeur de santé publique qui touche 3 millions de
personnes en France et a tué¢ 149 000 personnes en 2015. Leurs impacts socio-€conomiques sont
donc trés importants et nécessitent des progrés thérapeutiques. Les thérapies classiques donnent

parfois des résultats satisfaisants mais leur toxicité est importante.

Les communications intercellulaires sont complexes et encore beaucoup étudiées. Elles
concernent a la fois le développement tumoral et I’immunité qui sont étroitement liés. Nous nous
sommes aussi rendu compte que ces voies de signalisation cellulaires étaient communes qu’ils
s’agissent de tumeurs ou d’infections bactériennes. Les deux interagissent avec le SI qui est le garant

de I'intégrité cellulaire et tissulaire du Corps Humain.

Les bactéries, désormais valorisées pour leurs roles primordiaux au sein du microbiote intestinal,
pourraient étre parmi les nouveaux agents curatifs et préventifs, biologiquement actifs, dirigés
spécifiquement contre les cancers. En utilisant leurs particularités métaboliques, la diversité du
monde bactérien nous permet d’apercevoir de nouvelles stratégies thérapeutiques, plus spécifiques,
plus efficaces et mieux tolérées. Ces stratégies sont variées. Elles englobent la vaccination,
I’immunostimulation, la synthese de vecteurs, ’utilisation de manipulations génétiques faciles afin

de faire des bactéries de véritables atouts thérapeutiques.
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Les actions complémentaires, déja existantes, telles que la prophylaxie (concernant les
comportements a risque et désormais concernant le bon entretien de notre microbiote intestinal) et

le mieux-€tre pour les patients continuent aussi a se développer.

Les nouvelles stratégies exposées dans ce manuscrit sont encore du domaine de la recherche
pour la plupart d’entre elles. Peu d’essais cliniques ont vu le jour. Cependant, certains résultats sont
trés prometteurs et il ne fait aucun doute que ce champ d’application de la bactériologie est plein
d’avenir vu la diversité¢ de cet univers et la nécessité d’innovations thérapeutiques en oncologie.
Multidisciplinaires et complexes, ces voies nécessitent la collaboration de pharmaciens,
pharmacologues, microbiologistes, immunologistes, oncologues, cliniciens. De plus, les liens avec
le microbiote intestinal ouvre une nouvelle porte de diagnostic précoce et de dépistage de

prédisposition en utilisant les nouvelles techniques de s€quencage a haut débit.
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