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Introduction

Anatomie et généralités

Le cdlon est le segment intestinal compris entre 1’iléon terminal (en aval de la valvule
de Bauhin) et la charniére recto-sigmoidienne (2 plus de 15cm de la marge anale).
Anatomiquement il est divisé en trois parties : cOlon droit ou ascendant, colon transverse et
colon gauche ou descendant. Fonctionnellement, seuls deux segments sont individualisables
du fait de leur vascularisation : le colon droit et la partie proximale du cdlon transverse
vascularisés par les branches terminales de ’artére mésentérique supérieure, la partie distale
du cdlon transverse et le colon gauche pour qui I’artére nourriciere est 1’artére mésentérique

inférieure (Figure 1).

Figure 1 : Anatomie colique et vascularisation

a. Colon droit et terminaison de I'artére mésentérique supérieure
b. Colon gauche et artére mésentérique inférieure

Source : D. Gallot, EMC, Anatomie chirurgicale du célon, 2006



Epidémiologie

Le cancer colorectal (CCR), troisitme cancer le plus fréquent dans le monde,
représente plus de 1,2 million de nouveaux cas par an et est responsable de plus de 600 000
déces annuels (Figure 2) (1). En France, il est également la troisieme cause de cancer chez
I’homme, mais la deuxieme chez la femme. Il représente la seconde cause de mortalité par
cancer chez ’homme et la troisiéme chez la femme (Figure 3) (2), avec 17 500 déces en
France en 2011 (3). Son incidence en France est de 42 152 nouveaux cas en 2012 (2). La
probabilité d’étre atteint d’un cancer du célon au cours de la vie est de 5%.

Dans le monde, sa répartition géographique est variable. Elle est notamment fonction
du niveau d’industrialisation (1). Les incidences les plus ¢levées sont rapportées par les
registres d’Amérique du Nord, d’Europe Occidentale et d’Australie. Des taux intermédiaires
sont retrouvés en Europe de I’Est, en Asie et en Amérique Latine. Les taux les plus bas sont
signalés en Afrique. Ces disparités ont été a I’origine de nombreuses hypothéses quant aux
facteurs étiologiques du CCR. Le mode de vie occidental a notamment été suspecté (4), en
particulier la consommation excessive de graisses animales et de viande rouge, ainsi que les
régimes pauvres en vitamine D, fibres et poissons. En effet, les sujets migrants d’un pays a
faible risque vers un pays a risque ¢levé acquierent le risque du pays d’accueil dés la
deuxiéme génération, suggérant le role de facteurs environnementaux.

Tous stades confondus, la survie a 5 ans du cancer du colon est d’environ 60% (5,6).
Quarante a 60% des patients deviendront métastatiques, dont une grande majorité au niveau
hépatique (7), avec une survie a 5 ans d’environ 11%. Il reste donc un véritable enjeu de santé
publique et la recherche de moyens diagnostiques a des stades précoces est donc fortement

justifiée afin d’en améliorer la prise en charge.
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Facteurs de risque et dépistage

Le développement d’un CCR nécessite des milliers d’événements mutationnels avant
que I'un d’entre eux n’échappe aux mécanismes de détection et de défense cellulaires, ce qui
rend compte du nombre important de facteurs de risque endogenes et exogenes susceptibles
d’intervenir dans la carcinogénése colorectale.

En France qui, comme d’autres pays industrialisés, compte parmi les régions a risque
¢levé de CCR, la population est classée en trois niveaux de risque avec une stratégie de
dépistage adaptée a chacun de ces niveaux (6,8,9).

Les personnes a risque moyen dans la population générale sont les hommes et les
femmes de plus de 50 ans (94% des CCR survenant apres 50 ans). Le dépistage en France
pour ce groupe consiste en la recherche d’un saignement occulte dans les selles, tous les deux
ans, de 50 a 74 ans, suivie d’une coloscopie en cas de positivité.

Les personnes a risque élevé sont celles ayant un des facteurs de risque suivants :

* Un antécédent personnel d’adénome de plus d’un centimeétre ou des adénomes
avec contingent villeux ou un antécédent de CCR. Une coloscopie de
surveillance doit alors étre effectuée trois ans plus tard puis tous les cinq ans si
elle est normale.

* Un antécédent de CCR avant 60 ans chez un parent du premier degré ou chez
deux parents du premier degré quelque soit I’age. Le dépistage consiste alors
en une premicre coloscopie a 45 ans ou 5 ans avant 1’dge du diagnostic du cas
index, puis tous les 5 ans si elle est normale.

* Une maladie de Crohn colique ou une rectocolite hémorragique (RCH), soit
étendue, soit évoluant depuis plus de 7 ans, soit associée a une cholangite
sclérosante. Le dépistage de la dégénérescence de la maladie inflammatoire

chronique intestinale (MICI) repose alors sur les coloscopies itératives.



Les personnes a risque trés élevé, représentant 1 a 3% de la population générale,
sont celles présentant une polypose adénomateuse familiale (PAF) ou un syndrome de
Lynch (Hereditary non polyposis colorectal cancer, ou HNPCC (10,11)). Le
diagnostic du syndrome de Lynch repose actuellement sur les criteres de Bethesda
(Figure 4) (12). La figure 5 représente les proportions tenues par ces différentes

formes héréditaires de CCR.

Bethesda

= Cancer colorectal avant 50 ans.

= 2 tumeurs du spectrelarge HNPCC synchrones ou métachrones chez un méme patient quel que soit I'age.
= Cancer colorectal avec histologie évocatrice, diagnostiqué avant 60 ans.

m 2 cancers du spectre large HNPCC chez 2 apparentés au 1° dont I'un @ moins de 50 ans.

= 3 cancers du spectre large chez 3 apparentés au 1° ou 2°quel que soit I'age.

Figure 4 : Critéres de Bethesda
Source : Umar et al. J Natl Cancer Inst. 2004

™ Formes & composante
héréditaire dont la
=75% polypose atténuée

; m Syndrome de Lynch
Autres syndromes
W Polypose adénomateuse

1% 4(<1 % Formes sporadiques

familiale

Figure 5 : Répartition des formes héréditaires des CCR

La polypose adénomateuse familiale dans sa forme atténuée ou un
déterminisme « oligogénique » seraient responsables de 20 a 30% des CCR.
Source : D. Tougeron, EMC, Carcinogenése colorectale, données
fondamentales, 2014



La variabilité¢ d’incidence du CCR dans le temps et I’espace suggere une importante
influence de facteurs environnementaux. Il s’agit essentiellement de facteurs alimentaires et
de facteurs liés au mode de vie. Tout d’abord 1’alcool (notamment une consommation
supérieure a 30g par jour) et le tabac sont associés a une augmentation du risque de CCR (13—
15). Le régime alimentaire, le syndrome métabolique et 1’activité physique sont également
associés a une modification du risque. En effet, la consommation des protéines apparait li¢e a
une augmentation du risque de CCR. Les données concernant la consommation de viande sont
discordantes, le risque étant plutot 1ié & une consommation excessive de viande rouge (16,17).
La charcuterie, riche en graisse et conservée a l’aide de nitrites dont les dérivés sont
mutagenes, posséde un role potentiellement néfaste (16). Une activité physique réguliere
réduirait le risque de CCR. Un apport calorique élevé, 1’obésité ainsi que la sédentarité sont
associés a un risque majoré¢ d’adénomes ou de CCR (18-20). Enfin le diabéte de type 2 est

¢galement un facteur de risque de CCR (21).

Physiopathogénie : la séquence adénome-cancer

Dans 98% des cas, les CCR sont des adénocarcinomes, mais il existe des formes
histologiques plus rares telles que les sarcomes (< 2%). L’adénocarcinome colorectal résulte
de la prolifération non contrélée de cellules cancéreuses, développées a partir d’une cellule
épithéliale intestinale ayant acquis des atypies cyto-nucléaires. Ce processus, décrit en 1990
par Fearon et Vogelstein (22), comporte plusieurs étapes successives évoluant sur environ 10
ans, et est appelé «séquence adénome-cancer ». La majorit¢ des CCR dérive en effet
d’adénomes, apres des étapes de dysplasie de degré croissant, au sein de laquelle s’associent
des anomalies architecturales de I’épithélium glandulaire colorectal. La prolifération tumorale
cancéreuse reste d’abord confinée a 1’épithélium (carcinome in situ), puis s’organise

progressivement et acquiert une néo-vascularisation qui lui permet de s’étendre en



profondeur, dans la paroi colique. Apres effraction de la membrane basale, elle envahit le
chorion muqueux riche en vaisseaux sanguins et lymphatiques. Elle peut alors s’étendre vers
les ganglions lymphatiques régionaux le long des axes vasculaires. Au fur et a mesure de cette
évolution, des cellules tumorales peuvent se détacher et migrer dans la circulation générale.
Ainsi, fixées dans d’autres organes, ces dernicres peuvent étre le point de départ de métastases
viscérales.

La carcinogénése colique est un processus d’initiation puis de transformation de
cellules normales suite a des modifications génétiques et épigénétiques de I’ADN aboutissant
a une instabilit¢ génomique (23-25). Les déterminants de D’instabilité génétique sont en
majorité¢ liés a des mécanismes cellulaires fondamentaux comme le cycle cellulaire, la
réplication ou la réparation de ’ADN. Ces mécanismes sont normalement interconnectés et
forment autant de points de contrdle dont les cellules tumorales s’affranchissent. A ces
mécanismes s’ajoutent les modifications épigénétiques qui n’affectent pas directement

I’intégrité du génome, mais peuvent en changer le fonctionnement et la dynamique.

Traitement du CCR

La stratégie thérapeutique repose sur l’avis rendu en réunion de concertation
pluridisciplinaire.

La chirurgie est a I’heure actuelle le seul traitement curatif du CCR. Les techniques
utilisées obéissent aux régles de la chirurgie carcinologique : résection monobloc de la
tumeur, sans effraction et avec des marges de sécurité suffisantes, associée a un curage
ganglionnaire emportant 1’ensemble du territoire de drainage de ’organe concerné. Le
passage de cellules tumorales dans la circulation générale, leur dissémination et leur greffe sur
certains organes permettent le développement de métastases viscérales. Les sieges privilégiés

des métastases de CCR sont le foie et les poumons. Le seul traitement curatif de ces



métastases est la chirurgie, qui n’est envisagée qu’en cas de maladie stabilisée et controlée par
une chimiothérapie.

La chimiothérapie, administrée par différentes voies (intraveineuse, intraartérielle,
intrapéritonéale), peut étre délivrée dans trois cas. En néo-adjuvant, elle permet de stabiliser
ou de faire régresser une maladie métastatique afin de préparer a une chirurgie d’exérese. Elle
assure ¢galement la sélection de patients « bons-répondeurs », ayant un meilleur pronostic et
étant d’autant plus candidats a une chirurgie. En adjuvant apreés une chirurgie, elle a pour but
de diminuer les risques de récidive tumorale et de dissémination métastatique, et d’augmenter
la survie. Enfin en situation palliative, elle vise a améliorer la survie et le confort des patients.

Les options thérapeutiques sont définies en fonction du stade de la tumeur. Pour les
stades I et II le traitement de référence est la chirurgie d’emblée et il n’existe pas a I’heure
actuelle d’indication a I’administration d’une chimiothérapie néo-adjuvante. La
chimiothérapie adjuvante est toujours débattue pour les stades II, selon les facteurs de
mauvais pronostic (26). Le traitement de référence pour le stade III allie une chirurgie
premiére suivie d’une tri-chimiothérapie adjuvante de type FOLFOX (27). La chimiothérapie
adjuvante apporte alors un bénéfice sur la survie a 5 ans de 25 a 33% (28,29). Enfin au stade
métastatique, le traitement de référence repose sur la chimiothérapie. En cas de métastases
résécables, la chimiothérapie est administrée dans une optique néo-adjuvante dans le but de
controler la maladie métastatique voire de faire régresser les 1ésions, ceci afin de sélectionner
les patients qui bénéficieront de la chirurgie de ces métastases. En cas de métastases non
résécables, la chimiothérapie peut étre administrée dans une optique néo-adjuvante afin
d’obtenir un « downstaging » des 1ésions qui les rendait résécables, ou dans une optique

palliative.
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Facteurs pronostics

De nombreux facteurs cliniques tels que 1’age (30), le sexe masculin ou encore les
formes compliquées de CCR sont facteurs de mauvais pronostic. Ces formes compliquées
(occlusion intestinale, perforation, abcés ou péritonite) seraient associées a une augmentation
de la morbi-mortalité postopératoire, mais aussi a une diminution de la survie a 5 ans
d’environ 20% (31). Outre ces ¢éléments, des marqueurs sériques sont également facteurs de
mauvais pronostic dans le CCR, notamment la protéine C réactive (CRP), I’albumine sérique
de part son lien avec la réaction inflammatoire systémique et la dénutrition (32-35),
I’antigéne carcinoembryonnaire (ACE) (36) ou encore I’ADN tumoral circulant (37). Des
marges de résection envahies ou encore la survenue de complications post-opératoires grevent
¢galement le pronostic des patients opérés de CCR.

Les caractéristiques tumorales et histopathologiques jouent un réle prépondérant dans
I’histoire naturelle de la maladie. La classification tumor-node-metastasis (TNM) (38) est la
classification histopronostique internationale de référence, d’ou découle la prise en charge du
CCR et notamment les indications de chimiothérapies adjuvantes. Elle distingue de fagon
indépendante cinq niveaux d’envahissement pariétal (Tis, T1, T2, T3, T4), trois niveaux
d’extension ganglionnaire (NO, N1, N2) et la présence ou non de métastases (MO, M1).
Quatre stades sont ainsi individualisés, auxquels sont associés des pronostics différents (39).
Au cours du développement tumoral, les envahissements veineux et lymphatiques participent
a la formation de micro-métastases qui dissémineront dans ’organisme et formeront de
nouvelles tumeurs dans des sites secondaires. Plusieurs études ont identifi¢ ces deux
caractéristiques histopathologiques comme ¢étant des facteurs pronostics péjoratifs
indépendants (40). L’envahissement péri-nerveux est €galement un facteur pronostic

indépendant (41), tout comme le bourgeonnement tumoral et le degré de différenciation (42).
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Enfin, d’autres facteurs sont désormais reconnus comme facteurs pronostics dans le
CCR, comme D’instabilité microsatellitaire (MSI), qui est un facteur indépendant de bon

pronostic, I’aneuploidie ou d’autres altérations chromosomiques.

Qu’est-ce que le microbiote intestinal et quel est son role?

Le microbiote intestinal est constitué par environ 100 x10'® micro-organismes
(bactéries, virus et champignons) présents dans le tube digestif d’un adulte humain (43,44).
La quantité de micro-organismes varie considérablement entre la bouche et le rectum, mais la
composition du microbiote est relativement stable sur chaque segment du tube digestif (45).
Toutefois, il est bien différent entre les individus. Il est en fait acquis trés tot via la flore
commensale de la peau, du vagin et de la région anale de la meére, et se modifie
préférentiellement pendant les deux premicres années de la vie du fait des interactions entre
les processus physiologiques de I’hdte et les micro-organismes présents dans son
environnement (46—48). Sa composition se stabilise ensuite mais il persiste quelques
modifications au cours de la vie du fait de facteurs environnementaux, développementaux et
pathologiques (49,50). Toutefois, chez la personne agée, la composition du microbiote
intestinal s’altére progressivement, tout en maintenant ses fonctions physiologiques (51-54).

Le colon contient approximativement 10'* bactéries (soit 70 % des micro-organismes
du corps humain) (55,56) et est colonisé par environ 10° espéces microbiennes différentes,
dont la plupart sont des bactéries (49,51,57). Une distinction doit étre réalisée entre le
microbiote provenant du contenu de la lumicre des organes digestifs, appelé « flore
luminale », et celui constitu¢ par les micro-organismes qui ont pénétrés la couche de mucus

présent sur la muqueuse du tube digestif, appelé « flore associée aux muqueuses » (56).
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Dans 1’état actuel des connaissances, la flore commensale composant le microbiote
intestinal comporterait plus de 50 phyla et plus de 500 espéces bactériennes différentes. Bien
que le nombre exact d’especes et leur variabilité entre les individus doivent encore étre
caractérisés (58,59), ceux-ci apparaissent largement dépendant du mode de vie, du régime
alimentaire et du génotype de 1’hote (60-62). Le microbiote intestinal humain est
essentiellement composé par 3 phyla dominants : les Firmicutes (30-50 %), les Bacteroidetes
(20-40 %) et les Actinobacteries (1-10 %). Les anaérobies strictes telles que Bacteroides,
Eubacterium,  Bifidobacterium, Fusobacterium, Peptostreptococcus et  Atopobium
représentent la majorité du microbiote intestinal (63), alors que les anaérobies facultatives
telles que Lactobacilli, Enterococci, Streptococci et Enterobacteriaceae sont minoritaires
(environ 1000 fois moins abondantes). Le fait que la composition du microbiote intestinal soit
différente sur chaque segment du tube digestif doit étre souligné, Bacteroidetes et
Actinobacteria représentant par exemple plus de 90 % des phyla bactériens retrouvés dans le
colon mais seulement 50 % de ceux de I’intestin gréle qui est composé a 40 % de Firmicutes
(64).

Le microbiote intestinal est une barriére naturelle vis-a-vis de nombreux processus
infectieux. Il joue également un réle majeur dans de nombreuses fonctions protectrices,
structurelles et métaboliques du tube digestif et participe ainsi largement au maintien de
I’homéostasie intestinale (65). La muqueuse intestinale constitue la premicre ligne de défense
de l’organisme contre les micro-organismes pathogénes du tube digestif, et contre les
molécules toxiques qu’ils produisent. Toutefois, apres la détection rapide de la présence de
pathogenes, les cellules épithéliales intestinales doivent a la fois mettre en place les réponses
immunitaires adaptées, mais également maintenir la tolérance vis-a-vis des bactéries non-
pathogenes (66). Ainsi, le microbiote intestinal empéche la colonisation anormale du tube

digestif par certains pathogenes (67), par la mise en jeu d’une compétition entre micro-
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organismes au niveau de certains récepteurs et de la captation de certains nutriments, une
stabilisation de la barri¢re intestinale et la production de substances antimicrobiennes (65). Le
microbiote intestinal joue également un rdle structurel évident sur 1’épithélium intestinal,
participant notamment au trophisme et a la vascularisation de la muqueuse intestinale, et au
maintien de ses fonctions d’absorption. Il est aussi impliqué dans de nombreuses fonctions
métaboliques (65) : il participe (i) aux processus de fermentation anaérobie par la production
de CO,, d’H,, de CH4 et d’acides gras a courtes chaines, et (ii) a la fermentation protéolytique
par la production de métabolites tels que les phénols, les amines, I’ammoniac, les indoles et
les composés nitrosylés. L’ensemble de ces métabolites peut avoir un effet sur I’expression de
certains genes impliqués dans la différenciation et la prolifération de I’épithélium intestinal,
et peut aussi moduler la synthése de vitamines, 1’absorption ionique et la production de mucus

(65,68-70).

Microbiote intestinal et CCR

La variabilité géographique de I’incidence du CCR suggere une implication forte de
facteurs environnementaux, et plusieurs facteurs de risque ainsi ont ét¢é mis en évidence,
comme décrit plus tot, tels que la consommation d’une nourriture enrichie en graisses,
I’obésité et le mode de vie occidental (71). Ainsi, ces derni¢res dizaines d’années, une
attention de plus en plus importante a été portée sur le possible role des micro-organismes
dans les processus de carcinogénése et, a I’heure actuelle, ils pourraient étre impliqués dans
environ 20 % des cancers (72), et particuliérement dans le CCR (73).

Le premier lien entre le microbiote intestinal et le CCR a été fait en 1975 sur un
modele de CCR induit chimiquement chez des rats axéniques (dépourvus de microbiote) qui
développaient plus de tumeurs que des animaux conventionnels (74). Par ailleurs, plusieurs
¢tudes récentes ayant identifié 1’exposition fréquente aux antibiotiques comme facteur de
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risque de CCR sont venues renforcer cette hypothese, via les altérations potentielles du
microbiote qu’elle induirait (75,76). Contrairement a la carcinogénese gastrique qui semble
étre reliée a ’effet d’un seul pathogene, Helicobacter pylori (77), I’'implication des bactéries
dans la carcinogénése colorectale semble étre plus complexe, impliquant notamment des
phénoménes de dysbiose, déséquilibres de la composition du microbiote, avec 1’émergence
d’une communauté microbienne pro-carcinogeéne capable d’induire des réponses intestinales
pro-inflammatoires et des altérations cellulaires impliquées dans la carcinogénese (57,78,79).
Toutefois, il n’existe pas encore de consensus sur les variations de la composition du
microbiote observées dans le CCR. Ainsi, certaines espéces bactériennes ont été identifiées et
suspectées de jouer un role dans la carcinogénése colorectale (65,80). Elles pourraient exercer
des effets plus ou moins directs sur les processus de carcinogénése colique. Il est probable que
ces processus mettent en jeu l’action combinée de plusieurs especes bactériennes via des
mécanismes extrémement variés (81). Ces mécanismes incluent 1’action de toxines et autres
facteurs de virulence, un métabolisme microbien affectant la carcinogénése, la modulation des
défenses immunitaires de I’hdte et des processus inflammatoires, I’induction d’un stress
oxydant, et la régulation de mécanismes de défenses anti-oxydantes. Ces especes sont
principalement Helicobacter pylori (82-86), Streptococcus bovis/gallolyticus (87-91),
Bacteroides fragilis (91-95), Enterococcus faecalis (79,96), Clostridium septicum (97-99),

Fusobacterium nucleatum (100-102) et Escherichia coli (E. coli) (103—105).

Escherichia coli et CCR

L’espéce bactérienne Escherichia coli a été isolée a la fin du 19°™ siécle par Théodore
Escherich (1857-1911) dans le cadre de ses travaux sur la colonisation du tube digestif des
nouveau-n¢és. Il s’agit du bacille Gram négatif (BGN), non-sporulant, anaérobie facultatif, le
plus abondant dans le colon humain, essentiellement sous la forme de souches commensales.
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Mais il s’agit également d’un redoutable pathogéne impliqué dans des pathologies intestinales
et extra-intestinales (urinaires, nerveuses,...) séveres, et responsable de plusieurs millions de
déces par an (106,107).

Les souches de E. coli sont classées en six groupes phylogénétiques principaux (A,
B1, B2, C, E et D) sur la base de la détection de six geénes essentiels (trpA, trpB, pabB, putP,
icd et polB). Les groupes A (40,5%), B1 (17%), B2 (25,5%) et D (17%) sont les quatre
groupes les plus importants (108). La majorité des souches pathogeénes de E. coli appartient
aux groupes B2 et D, dont la prévalence dans les flores des populations humaines des pays
industrialisés est en nette augmentation ces vingt derniéres années (109). L’espéce
bactérienne E. coli possede donc une diversité et une clonalité importantes, expliquant les
nombreuses variations inter-individuelles de flore, et il a pu étre établi que chaque individu
héberge une souche prédominante résidant dans le colon pendant de longues périodes, et une
souche secondaire présente de manicre transitoire. La variabilité génétique retrouvée chez E.
coli est due a la grande plasticité qui caractérise son génome. Il existe deux fonds génétiques
principaux : le « fond commun », présent chez toutes les souches de E. coli, et le « fond
dérivé », trés différent entre les souches, qui permet 1’expression de facteurs d’adaptabilité et
de virulence. Ces facteurs sont codés par des génes regroupés sur des lots génomiques et/ou
de pathogénicité qui conférent a la bactérie des fonctions et/ou des capacités supplémentaires
d’adaptation au milieu, de résistance aux antibiotiques, métaboliques (capture du fer,...), de
symbiose ou de virulence (adhésines, toxines, hémolysines,...).

Parmi les facteurs de virulence acquis par les E. coli pathogenes, la capacité a produire
des toxines jouerait un réle majeur dans le potentiel carcinogéne de certaines souches. En
effet, parmi elles, les cyclomodulines sont une famille de toxines et d’effecteurs bactériens
capables de perturber le cycle cellulaire des cellules de 1’hdte et de créer des dommages de

I’ADN (110), les impliquant ainsi dans les phénoménes de carcinogénése colorectale. Parmi
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ces toxines, la colibactine, décrite en 2006 par Nougayrede et al. (111), est codée par un flot
génomique appelé ilot pks (polyketide synthase), et est produite par certaines souches de E.
coli appartenant au phylogroupe B2, de Citrobacter, de Klebsiella et d’Enterobacter (112).
Méme si la colibactine n’a pas encore été purifiée a ce jour, plusieurs arguments permettent
d’affirmer qu’elle agit comme une cyclomoduline en arrétant le cycle cellulaire eucaryote en
phase G2/M (111). Par ailleurs, la colibactine semble également capable d’induire, in vitro et
in vivo, des dommages de I’ADN, notamment des cassures double-brin, qui peuvent favoriser
la transformation maligne des cellules intestinales. La colibactine pourrait également favoriser
la croissance tumorale par la modification du microenvironnement tumoral (113), I’induction
de I’émergence de cellules épithéliales intestinales en sénescence sécrétant des facteurs de
croissance pro-tumoraux (114), et la sécrétion de molécules pro-carcinogenes par des cellules
infiltrantes (103,115). Par ailleurs, 1’augmentation de la colonisation par des E. coli
productrices de colibactine a été corrélée a une augmentation de I’index de prolifération Ki-67
dans les tumeurs de patients opérés de CCR (116). De plus, la colibactine serait capable
d’inhiber le systéme mismatch repair (MMR) de réparation de I’ADN dans le CCR par
I’induction d’un stress oxydant (117). Il a ét¢ montré que la colonisation du tube digestif par
des souches de E. coli productrices de colibactine pouvait intervenir trés tot dans le
développement, notamment par la transmission du microbiote de la mere a I’enfant pendant
I’accouchement, exposant ainsi de maniere chronique 1’individu a ces bactéries pathogenes
potentiellement pro-carcinogenes (118).

Plusieurs ¢tudes ont montré un lien trés clair entre les E. coli associées aux muqueuses
et le CCR (104,116,119). Les E. coli de phylogroupes B2 et D semblent particuli¢rement
impliquées (115,119) et comprennent la plupart des souches pathogeénes qui expriment des
facteurs de virulence et/ou sont impliquées dans les MICI qui sont des facteurs de risque

connus de CCR (120,121). En effet, plusieurs études ont montré des hauts niveaux de
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colonisation par des E. coli associées aux muqueuses chez les patients atteints de CCR par
rapport aux patients contrdles. Martin et al. montraient que plus de 70 % des échantillons de
muqueuses coliques issus de patients porteurs de CCR étaient colonisés par E. coli (105). Une
augmentation de la colonisation par des E. coli associées aux muqueuses et aux tumeurs
coliques a ensuite été confirmée par de nombreuses études, suggérant fortement son
implication dans la carcinogénése colorectale (116,119). Comme évoqué, les souches de E.
coli isolées sur les échantillons tissulaires issus de patients atteints de CCR portent
fréquemment des génes qui leur procurent un pouvoir pathogeéne, comme 1’adhésion aux
cellules épithéliales intestinales, la translocation de cellules M, la modulation de
I’angiogénese et une génotoxicité (115,119). Ainsi, les cyclomodulines produites par certaines
souches virulentes de E. coli, et notamment la colibactine, peuvent interférer avec le cycle
cellulaire eucaryote et induire des dommages de I’ADN, conduisant a une instabilité
génomique impliquée dans la carcinogénése colorectale (111). Ces E. coli productrices de
colibactine sont préférentiellement détectées chez les patients porteurs de CCR (jusqu’a 66 %
des patients atteints de CCR contre environ 20 % des patients controles), et leur colonisation
est augmentée dans les muqueuses coliques des patients porteurs de CCR plus avancés, de
stades III-1V, que chez les patients atteints de CCR de stade I (116,119).

L’effet pro-carcinogene des E. coli de phylogroupe B2 a été confirmé chez 1’animal,
particulierement en ce qui concerne I’activation de voies de signalisation pro-inflammatoires
et I’induction d’une prolifération cellulaire (114,122). Aussi, dans des modeles murins de
cancers associés aux colites, la persistance des E. coli productrices de colibactine est
augmentée dans le tube digestif, induisant des dommages épithéliaux et une prolifération
cellulaire dépendants de mécanismes pro-inflammatoires, particulierement au niveau des
macrophages. Par ailleurs, des E. coli entéropathogénes ont été détectées dans le CCR et sont

capables d’induire in vitro I’inhibition du systtme MMR de réparation de I’ADN, par I’action
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post-transcriptionnelle d’effecteurs protéiques bactériens (EspF) et par I’induction de la
production d’especes réactives de 1’oxygene (ROS) par I’héte (123,124). Plus récemment,
Gagniere et al. ont décrit une augmentation de la colonisation par E. coli dans les CCR
présentant une MSI, et ont montré que des souches productrices de colibactine isolées de
patients atteints de CCR inhibaient in vitro le systéme de réparation MMR de ’ADN via la
production de ROS (117). Ces interactions entre les systemes de réparation de ’ADN et les
bactéries conduisent a une augmentation du taux de mutations dans les cellules épithéliales
intestinales de I’hdte, jouant ainsi un role dans la promotion du CCR (124). Au-dela de cette
simple interaction entre ce systéme de réparation de I’ADN et E. coli, il semblerait exister
plus largement des interactions fortes entre le microbiote intestinal, les métabolites qu’il

produit, le régime alimentaire et le systtme MMR de réparation de I’ADN (125).

Présentation de 1’étude

Méme si la littérature reste pauvre sur le sujet, il existe de plus en plus d’arguments en
faveur de I’implication du microbiote intestinal comme facteur pronostic du CCR. En effet,
des analyses comparatives du microbiote intestinal chez des patients a plusieurs stades de la
maladie ont mis en évidence des caractéristiques spécifiques de la composition du microbiote
chez les patients a plus mauvais pronostic, impliquant notamment plusieurs espéces ayant un
role reconnu dans la carcinogénése colorectale (126), dont E. coli (116). Des travaux
préliminaires de 1’équipe du laboratoire M2iSH (Microbes, Intestin, Inflammation et
Susceptibilité de I’Hote, Inserm U1071, Université Clermont Auvergne), réalisés a partir de
macrobiopsies de muqueuses et de tumeurs coliques de patients opérés de CCR dans le
service de Chirurgie Digestive du CHU de Clermont-Ferrand entre 2007 et 2010, ont montré
une augmentation de la colonisation de la muqueuse colique par E. coli chez les patients
opérés d’un CCR de stade III-IV du fait d’une corrélation avec a la fois le degré d’invasion
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pariétale, 1’envahissement ganglionnaire et I’index de prolifération (116). Vis-a-vis des
différentes caractéristiques des souches, ces travaux ont également montré une augmentation
de la colonisation des muqueuses et des tumeurs coliques par des souches de phylogroupe B2
ou productrices de cyclomodulines chez les patients atteints de CCR de stades II-III-IV. Il
s’agissait de la premiére preuve de I’implication d’E. coli comme facteur pronostic du CCR.
Au-dela du stade tumoral, ayant maintenant un recul suffisant concernant le suivi de
ces patients, le but de ce travail était d’étudier ’impact de la colonisation colique par les BGN
et des E. coli, ainsi que certaines caractéristiques de ces derniéres (clonalité, phylogroupes,
production de cyclomodulines, présence de 1’ilot pks) sur les résultats oncologiques a long
terme de ces patients opérés de CCR, notamment dans I’optique de conforter le role pronostic

d’E. coli dans le CCR.
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Matériels et Méthodes

Aspect éthique

Cette étude a été réalisée apres accord du comité d’éthique local du CHU de Clermont

Ferrand.

Design de 1’étude et population

Entre Mars 2007 et Octobre 2013, 88 patients opérés d’un cancer du coélon dans le
Service de Chirurgie Digestive du CHU de Clermont-Ferrand étaient inclus prospectivement .
Deux cohortes de patients consécutifs ont été établies, la premic¢re de Mars 2007 a Octobre
2009 (n = 46), et la seconde de Février 2012 a Octobre 2013 (n = 42). Les critéres d’exclusion
¢taient un traitement néo-adjuvant du cancer colique, un antécédent de résection colique, une
chirurgie en urgence et la prise d’antibiotiques dans les 4 semaines avant la chirurgie.

Les données cliniques (sexe, age, sicge de la tumeur, présence de métastases) étaient

collectées de maniére anonyme a 1’inclusion.

Intervention chirurgicale

La colectomie était réalisée par laparotomie ou par laparoscopie. Aucun patient n’avait
recu de préparation colique mécanique ni d’antibiothérapie en préopératoire. Tous
bénéficiaient d’une antibioprophylaxie au moment de I’incision par cefoxitime 2g (une
injection intraveineuse), selon les recommandations de la Société Frangaise d’Anesthésie et
de Réanimation (SFAR : www.sfar.org). La chirurgie réalisée suivait les bonnes pratiques de

chirurgie colique carcinologique avec le curage ganglionnaire recommandé (Figure 6). Le
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rétablissement de continuité était réalisé dans le méme temps, sans stomie de protection et

aucun drainage post-opératoire n’était laissé en place.

Figure 6 : Piéce d’"hémi-colectomie droite avec curage ganglionnaire

Prélévements coliques

A la fin de I’intervention, lors de I’extraction de la piece opératoire, cette derniere était
ouverte et nettoyée au sérum physiologique afin d’exposer la totalit¢ de la muqueuse. Des
¢chantillons macroscopiques étaient prélevés en salle d’opération immédiatement sur picce
fraiche : un fragment de muqueuse non tumorale de 5mm? situé a environ 10cm de la tumeur
primitive et un fragment de tumeur de 5mm? situé en surface de la tumeur.

Chaque fragment était a son tour divisé en 2 : une partie pour 1’analyse bactérienne
immédiate, stockée a 4°C et acheminée rapidement au laboratoire de bactériologie, 1’autre
partie congelée dans 1’azote liquide puis transférée au congélateur a — 80°C pour les autres
analyses (histologie, immunohistochimie, biologie moléculaire). Une fois les prélévements

effectués, la piece opératoire fraiche était acheminée au laboratoire d’ Anatomie Pathologique
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du CHU de Clermont Ferrand (Pr. Déchelotte) pour analyse macroscopique et
histopathologique conventionnelle a partir de coupes de Spum. Cela permettait de confirmer la
malignité et de déterminer le stade TNM des tumeurs selon la classification de I’American
Joint Comittee on Cancer (AJCC) septieme édition (38) (Figure 7), le grade de différenciation
tumorale, la présence ou non de nécrose tumorale, d’un contingent colloide, d’engainements

périnerveux ou d’emboles vasculaires.

Primary Tumor (T) Regional Lymph Nodes (N)*
Primary tumor cannot be assessed Reglonal lymph nodes cannot be assessed
No evidence of primary tumor No reglonal lymph node metastasis
CGrdnoma h'mu: ‘mmpim‘ehl Metastasis in 1-3 regional lymph nodes
oviasion of umina propri Metastasis in one regional lymph node
Temer invades submucosa . .
Termor kades S Metastasis in 2-3 regional lymph nodes
ot Tumor deposit(s) in the subserosa, mesentery,
Remar fwvades vough the muscrlads or nonperitonealized pericolic or perirectal
propria into pericolorectal tissues ; |
Temor penetrates 10 the surf, g
es ace - )
of the visceral perftoneum” Metastasis in 4 or more regional lymph nodes
Tumor directly invades or is adberent Metastasis in 46 regional lymph nodes
10 other organs or structures™’ Metastasis in 7 or more regional lymph nodes
A=
Distant Metastasis (M) = L £ .
NN ]-—Uuwsa No distant metastasis ") ‘\"".‘
UG e ‘Il'“"_i" Distant metastasis ) Ry
- P\ y J_ Metastasis confined to one organ or site vy
- < L Lamina peopeia ) -
,_}» _*’\—-\—;b— Muxu:'-:‘ mucosa ('o'mpk. m’ 'mg' ovary,
P 3 "." ! 40— Submucosa Wl node)
(RN T Metastases in more than one cegan/site or o\
\ ! the peritoneum /%
Muscularis propria 4 A@ v

- = Subserosa
D il i o BT i SO0

Analyses microbiologiques

Les prélévements (tumeurs et muqueuses saines péri-tumorales) étaient
immédiatement traités comme décrit dans de précédents travaux (116,119) pour
I’identification et la détermination des niveaux de colonisation par les BGN et les E. coli
associés aux muqueuses péri-tumorales (BGNMA et E. coliMA) et tumorales (BGNTA et E.

coliTA) ou internalisés dans les muqueuses péri-tumorales (BGNMI et E. coliMI ) et
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tumorales (BGNTI et E. coliT1 ). Les caractéristiques génotypiques des souches, telles que le
phylogroupe et la présence de génes codant pour les cyclomodulines, étaient précisées par
PCR. L’expression des cyclomodulines était enfin confirmée en développant un modele

d’étude de I’effet cytopathologique sur des cellules épithéliales HeLa (119).

Suivi

Apres réception des analyses anatomopathologiques complétes des pieces opératoires,
chaque dossier était présenté en réunion pluridisciplinaire d’oncologie. Si indiquée, les
patients recevaient une chimiothérapie adjuvante et étaient suivis tous les 3 mois pendant 3
ans puis tous les 6 mois pendant 2 ans. Un examen clinique, un dosage de I’antigéne carcino-
embryonnaire (ACE) et un scanner thoraco-abdominopelvien étaient réalisés a chaque visite.

Entre Septembre 2016 et Janvier 2017, le dossier de chaque patient inclus a été
examiné rétrospectivement et les patients et/ou leur(s) médecin(s) référent(s) ont été contactés
par téléphone afin de recueillir les informations quant au suivi de la maladie (date des
derniéres nouvelles, présence d’une récidive locale ou a distance, cause du déces le cas

¢chéant).

Critéres de jugement

Les criteres de jugement étaient la survie globale (SG) spécifique au cancer et la survie

sans récidive (SSR), métastatique et/ou locorégionale, & 5 ans de I’intervention chirurgicale.

Analyse statistique

Toutes les analyses ont été réalisées en formulation bilatérale pour un risque d’erreur
y p q

de premiere espece de 5% sous le logiciel Stata (version 13, StataCorp, College Station US).
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Une différence a été considérée comme statistiquement significative quand le degré de
signification (p) était inférieur a 0.05 (risque a=5%). La population était décrite par des
effectifs et pourcentages associ€s pour les variables catégorielles et par la moyenne (+/- écart-
type associ¢) ou la médiane [intervalle interquartile] pour les variables quantitatives, au
regard de leur distribution statistique (normalité étudiée par le test de Shapiro-
Wilk). S’agissant de données censurées (SG et SSR), ces derni¢res ont été estimées par
méthode de Kaplan-Meier puis comparées entre groupes par test du log-rank (analyse
univariée) ou modeéle de Cox a risques proportionnels. En situation multivariée, les
covariables ont été retenues au regard des résultats d’analyse univariée et de leur pertinence
clinique. Les résultats sont exprimés en termes d’hazard-ratio (HR) et intervalle de confiance
a 95%. La multicolinéarité entre facteurs pronostics a été étudiée. Ainsi, les comparaisons ont
considéré le test de Student ou le test de Mann-Whitney si conditions du t-test non respectées
((1) normalité et (2) homoscédasticité étudiée par le test de Fisher-Snedecor) pour les
variables quantitatives et le test du Chi2 ou le cas échéant le test exact de Fisher pour les

parametres de nature catégorielle.
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Résultats

Description de la population et caractéristiques étudiées

Entre Mars 2007 et Octobre 2013, 88 patients opérés d’un cancer colique €taient inclus
prospectivement. Le sexe ratio était de 1 pour 1 (44 hommes et 44 femmes). Au total 41
patients étaient pris en charge pour une Iésion du colon droit et 47 pour une tumeur colique
gauche. L’4ge moyen était de 69 ans au moment de I’intervention.

Les données concernant le stade tumoral et la classification TNM, le degré de
différenciation tumorale, la présence de nécrose, d’un contingent colloide, d’engainements
péri-nerveux ou d’emboles vasculaires, la réalisation d’une chimiothérapie adjuvante, qu’elle
soit théoriquement recommandée, conseillée en réunion de concertation pluridisciplinaire ou
réellement regue (en précisant la raison en cas de non respect des recommandations) sont
résumées dans le Tableau 1.

Au total, 20 patients (23%) présentaient un cancer du célon de stade I, 35 (40%) de
stade II, 21 (24%) de stade III et 12 (13%) de stade IV. Trente patients recevaient une
chimiothérapie adjuvante alors qu’elle était théoriquement recommandée pour 40 malades.
Dix patients n’avaient pas recu la chimiothérapie a cause d’un age trop élevé (n=6), de
lourdes comorbidités (n=2) et d’un déces avant le début de celle-ci (n=2).

Concernant les caractéristiques microbiologiques, la recherche portait sur
I’identification et la détermination des niveaux de colonisation des BGN associés et
internalisés aux muqueuses non-tumorales (BGNMA et BGNMI) et tumorales (BGNTA et
BGNTI). 11 en était de méme pour les E. coli (E.coliMA, E.coliMI, E.coliTA et E.coliTl). Le
nombre de clones différents, les phylogroupes d’E. coli A, B1, B2 et D, ainsi que les souches
productrices de cyclomodulines et en particulier de colibactine n’étaient disponibles que chez

les patients de la premiere cohorte. Ces données sont résumées dans le Tableau 2.
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Analyse des survies

La SG spécifique au CCR a 5 ans était de 82 % tous stades confondus. Il n’existait pas
de différence de SG spécifique au cancer entre les deux parties de la cohorte (Figure 8).
Cinquante deux pour cent des décés étaient dus a I’évolution du cancer colique, 9,5 % a des
complications chirurgicales, 9,5 % a la survenue a distance d’un second cancer et 29 % a une
autre affection non cancéreuse sans lien avec le cancer colique. La SSR a 5 ans était de 81%.
Dix neuf pour cent (n = 17) des patients ont développé des métastases et il n’existait qu'une
seule récidive locale diagnostiquée en méme temps qu’une récidive métastatique pour le
méme patient. Parmi les atteintes métastatiques, 64 % étaient hépatiques (n=11), 12 %

pulmonaires (n=2), 12 % cérébrales (n=2), 6 % osseuses (n=1) et 6 % péritonéales (n=1).

Facteurs pronostics : analyse univariée

Concernant les données cliniques et anatomopathologiques, seuls un statut
ganglionnaire positif (HR de 9,17 [2,55 ; 32,95] (p=0,001)), la présence de métastases (HR de
6,66 [2,30; 19,27] (p<0,001)) et un stade IV (HR de 15,50 [1,86; 129,14] (p=0,01))
diminuaient la SG a 5 ans (Tableau 1). Il n’existait pas d’influence du niveau de colonisation
colique par les BGN ou les E. coli sur la SG liée au CCR a 5 ans. (Tableau 2). En revanche, il
existait une altération de la SG spécifique au CCR chez les patients colonisés par des E. coli
de phylogroupes B2 (HR=2,32 [0,96 ; 5,61] (p=0,06)) et B2 + D ((HR=1,69 [0,94 ; 3,04]
(p=0,08)), ainsi que chez ceux colonisés par des E. coli productrices de colibactine (HR=7,71
[0,93 ; 64,10] (p=0,06)). La capacité pour les souches a produire une cyclomoduline n’altérait
pas la SG liée au CCR (p=0,17) (Tableau 2).

Seul un statut ganglionnaire positif altérait la SSR a 5 ans (HR=2,77 [1,04 ; 7,42]

(p=0,04)). Le niveau de colonisation colique par les BGN ou les E. coli n’influencait pas la
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SSR a 5 ans. La présence de souches productrices de cyclomodulines, notamment de

colibactine, n’altérait pas la SSR a 5 ans. Ces résultats sont repris dans les Tableaux 3 et 4.

Analyse multivariée : Tableaux 5 et 6

En analyse multivariée, en ajustant sur les facteurs pronostics connus mais également
identifiés dans notre analyse univariée (dge au moment de 1’opération, stade N, stade M), la
présence de E. coli productrices de colibactine était un facteur indépendant altérant la SG
spécifique au CCR a 5 ans (HR=18,58 [1,75; 197,18] (p=0,01)) (Figure 9). De plus, dans ce
méme modele d’analyse multivariée, la colonisation par des souches d’E. coli appartenant aux
phylogroupes B2 (HR=10,48 [1,77; 62,00] (p=0,01)) et B2 + D (HR=2,60 [1,08; 6,27]
(p=0,03)) était facteur indépendant altérant la SG spécifique au CCR a 5 ans.

Le tableau 6 souligne, en analyse multivariée, qu’aucun de ces facteurs
microbiologiques n’avait d’influence sur la SSR a 5 ans. Seul un statut ganglionnaire positif

apparaissait comme facteur altérant la SSR.
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Discussion

Nos travaux rapportent pour la premicre fois une altération de la SG spécifique au
cancer chez les patients atteints de CCR colonisés par des E. coli de phylogroupes B2 et D,
et/ou productrices de colibactine, ceci indépendamment du stade tumoral. En revanche, les
niveaux de colonisation colique par des BGN ou par E. coli n’influencaient pas les résultats
oncologiques aprés colectomie pour CCR. Ces résultats viennent donc conforter le role
pronostic de E. coli déja rapporté dans des résultats préliminaires du laboratoire qui avaient
montré une augmentation de la colonisation de la muqueuse colique par E. coli chez les
patients opérés d’un CCR de stade III-IV du fait d’une corrélation avec a la fois le degré
d’invasion pariétale, I’envahissement ganglionnaire et 1’index de prolifération (116).
Toutefois, les données concernant les phylogroupes et la capacit¢ a produire des
cyclomodulines, dont la colibactine, n’étaient disponibles que pour la moitié¢ des effectifs de
la cohorte, constituant un biais majeur de cette étude. Ces résultats nécessiteraient une
confirmation sur I’ensemble de la cohorte, selon les mémes techniques appliquées sur les
souches elles-mémes, ou sur une cohorte complémentaire sur laquelle ces éléments seraient
déterminés. Il est & noter que nous disposions des données concernant la détection par PCR de
I’flot génomique pks sur nos prélévements tissulaires pour I’ensemble des patients de la
cohorte, mais I’analyse de I’influence de la présence de pks sur les muqueuses et tumeurs sur
les survies n’a pas permis de reproduire ces résultats. En effet, la détection de pks sur les
tissus des patients, et non sur les souches elles-mémes (comme réalisé sur la premiére partie
de notre cohorte), refléte la présence de cet ilot indépendamment d’E. coli, celui-ci étant
¢galement porté par certaines souches de Citrobacter, de Klebsiella et d’Enterobacter
pouvant étre présentes sur les prélevements (112,127). Cette technique n’est donc pas adaptée

a I’étude spécifique de la présence des E. coli productrices de colibactine. Par ailleurs,
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certains patients de notre cohorte n’avaient pas atteint les 5 ans de suivi, et il sera nécessaire

de renouveler ces analyses une fois ce délai atteint pour I’ensemble des patients de la cohorte.

Les mécanismes selon lesquels le microbiote intestinal influencerait le pronostic chez
les patients atteints de CCR sont encore mal compris. Plusieurs hypothéses ont pu étre émises
a partir d’études réalisées sur Fusobacterium nucleatum et Bacteroides fragilis, dont la
colonisation est également augmentée chez les patients atteints de CCR avancés (stades 111 et
IV) et ayant une survie péjorée, impliquant probablement la modulation par ces bactéries de
I’expression de certains génes impliqués dans la carcinogénése colique et régulant de
nombreux mécanismes inflammatoires impliqués dans la progression tumorale et la diffusion
métastatique (126,128—-131). En revanche, les mécanismes selon lesquels ces souches de E.
coli pathogenes influenceraient la SG liée au cancer apres colectomie pour CCR sont peu
clairs. En effet, méme si 1) ’effet pro-carcinogéne des E. coli de phylogroupe B2 a été
confirmé, particulierement en ce qui concerne 1’activation de voies de signalisation pro-
inflammatoires et I’induction d’une prolifération cellulaire (114—116,122), notamment par la
production de facteurs de croissance qui pourraient diffuser au niveau systémique, et si ii) la
colonisation par ces bactéries a été reliée a ’envahissement ganglionnaire (116), dernier
rempart avant la diffusion métastatique, aucun lien mécanistique direct formel n’a été montré
entre E. coli et la diffusion métastatique dans le CCR. Notre étude n’a d’ailleurs pas mis en
¢vidence d’influence de ces souches sur la récidive métastatique. Toutefois, une hypothese
pourrait étre supportée par le modele « driver-passenger » selon lequel des bactéries « driver »
participent a I’initiation et a la promotion tumorales, notamment par I’induction de dommages
sur ’ADN des cellules épithéliales intestinales, et qui permettent la prolifération de bactéries
« passenger » qui participent a la progression tumorale (80,132). En effet, les altérations sus-

citées, engendrées par les souches de E. coli pathogénes, pourraient entrainer des
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modifications de la composition du microbiote et favoriser le développement de ces autres
bactéries (81) potentiellement impliquées dans I’évolution métastatique, dont Bacteroides
fragilis et Fusobacterium nucleatum. Cette hypothése expliquerait le fait que nous ayons relié
la présence de souches de E. coli de phylogroupes B2 et D, et/ou productrices de colibactine a
la SG, mais pas a la récidive métastatique, responsable des déces liés au CCR. Ainsi, il
pourrait étre intéressant d’étendre la caractérisation du microbiote associ¢ au CCR a une
éventuelle future cohorte de patients métastatiques, incluant notamment 1’é¢tude de ces autres

especes bactériennes.

A T’heure actuelle, le principal facteur pronostic décrit du CCR reste le stade tumoral,
et les stratégies de prise en charge sont avant tout dictées par la détermination du stade TNM
(6,38). Cependant, les avancées médicales récentes tendent a rechercher d’autres facteurs
pronostics, pouvant notamment orienter les traitements adjuvants, comme des criteéres
anatomopathologiques  (emboles  vasculaires, engainements  périnerveux,  ratio
ganglionnaires,...), génétiques ou moléculaires (statut ras et raf, instabilité
microsatellitaire,...), qui sont autant de facteurs pronostics de la maladie mais aussi de réponse
aux traitements (133-140). Ainsi, comme évoqué précédemment, méme si la littérature reste
pauvre sur le sujet, il existe de plus en plus d’arguments en faveur de I’implication du
microbiote intestinal comme facteur pronostic du CCR. En effet, des analyses comparatives
du microbiote intestinal chez des patients a plusieurs stades de la maladie ont mis en évidence
des caractéristiques spécifiques de la composition du microbiote chez les patients a plus
mauvais pronostic, impliquant notamment plusieurs espéces ayant un rdle reconnu dans la
carcinogénese colorectale. Ainsi, une augmentation de la colonisation de la muqueuse colique
par E. coli a été mise en évidence chez les patients opérés d’un CCR de stade III-IV (116). De

plus, la colonisation colique par Fusobacterium nucleatum et Bacteroides fragilis est
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¢galement augmentée chez les patients atteints de CCR avancés (stades I1I et IV) et ayant une
survie péjorée (126,131). Wei et al. ont également souligné des différences marquantes de
nombreux biomarqueurs pronostics connus (kras, braf, expression de nombreux vecteurs
d’inflammation chronique) en fonction de 1’environnement microbiologique de la tumeur
(131). Par ailleurs, d’autres espéces bactériennes telles de Faecalibacterium prausnitzi sont
retrouvées en plus grande abondance chez les patients ayant une survie augmentée (131).
Toutefois, ces corrélations entre colonisation bactérienne et pronostic du CCR ont été
essentiellement mises en évidence sur des prélévements tissulaires, et laissent donc ainsi
encore peu de place a la mise en évidence non-invasive de nouveaux facteurs pronostics. Ces
nouveaux facteurs pronostics microbiologiques, bien que devant étre confirmés sur de plus
larges cohortes de patients atteints de CCR, pourraient a 1’avenir aider a affiner 1’évaluation
du pronostic de la maladie et ainsi permettre 1’adaptation de la prise en charge thérapeutique,
notamment pour la réalisation des traitements adjuvants, plus spécifiquement chez les patients

de stade II et III pour lesquels les facteurs pronostics actuels sont imparfaits (141).

L’identification de E. coli, et notamment de souches pathogénes de phylogroupes
B2/D et/ou productrices de colibactine, comme nouveau facteur pronostic du CCR,
influencant le stade tumoral et la survie, par une action directe ou indirecte via des
modifications de la composition du microbiote qu’elles engendreraient, pourrait en faire une
cible de choix pour le développement de stratégies thérapeutiques pouvant prévenir la
progression tumorale. En effet, la composition du microbiote intestinal pourrait étre modulée
par I'utilisation des probiotiques « protecteurs » de part de nombreux mécanismes. Ainsi,
certaines souches « protectrices » telles que Bifidobacterium et Lactobacillis participeraient a
I’inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires impliquées dans la progression

tumorale (142-145). Faecalibacterium prausnitzii interviendraient également dans des
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processus anti-inflammatoires (146). Par ailleurs, si I’on suppose un effet de la colibactine
dans la progression métastatique, cette génotoxine pourrait étre une cible de choix pour une
approche thérapeutique dans le cadre du CCR. 1l a ainsi été montré récemment, dans le cadre
de travaux sur les inhibiteurs de colibactine, que des dérivés de 1’acide boronique étaient
capables d’inhiber la production de colibactine par E. coli et donc son effet sur la progression
tumorale (147). Il existe également de plus en plus d’arguments chez 1’animal en faveur de
I’implication du microbiote intestinal dans I’efficacité des chimiothérapies anti-tumorales
(148,149). Méme si peu d’études sur le sujet sont spécifiquement menées dans le CCR, le
développement d’ «oncobiotiques » capables de booster les thérapies anti-tumorales pourrait
constituer une thématique d’avenir dans les recherches contre le cancer (149). En outre, bien
que les travaux soient encore rares sur le sujet, la suggestion d’'une modulation du microbiote
intestinal par le régime alimentaire ou des médicaments est de plus en plus soutenue, certaines
¢tudes montrant un lien direct entre certains traitements et la diminution de 1’inflammation
pro-carcinogeéne directement induite par la colonisation bactérienne. Li et al. le suggérent sur

un modele murin de souris prédisposées au CCR (150).
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Conclusion

Au-dela de I’implication de plus en plus évidente du microbiote intestinal dans les
processus de carcinogénese, il existe de plus en plus d’arguments en faveur du réle pronostic
joué par celui-ci dans le cancer colorectal. Nous avons montré pour la premicre fois que la
colonisation des tissus coliques par des Escherichia coli pathogenes de phylogroupes B2 et D,
et notamment productrices de colibactine, altérait significativement et de manicre
indépendante la survie globale a 5 ans des patients opérés d’un cancer colorectal. Ces résultats
viennent donc renforcer I’utilisation possible de marqueurs bactériens comme nouveaux
facteurs pronostics complémentaires dans le cancer colorectal, qui pourraient permettre, a
terme, d’affiner les stratégies thérapeutiques post-opératoires personnalisées. Ils doivent

néanmoins étre confirmés sur de plus larges cohortes.

Monsieur le Doyen, Monsieur le Président de la These,
Pr Denis PEZET
Pr Jean CHAZAL
‘/// \ A
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Tableau 1 *: Influence des facteurs cliniques sur la survie spécifique a 5 ans.

Facteur de risque Pas de déces  Déces liés au HR IC 95% p
lié¢ au cancer cancer
(n=72) (n=16)
Sexe Male (vs. F) 36 (50) 8 (50) 1,00 [0,35;2,85] 1,00
Age a I’opération 69,2+13,0 67,1+13,0 1,00 [0,96 ; 1,04] 0,92
(mean+sd)
Localisation
Gauche (vs. Droit) 36 (50) 11 (69) 1,41 [0,47 ;4,21] 0,54
T 3+4 (vs. 1+2) 52 (72) 14 (87) 2,10 [0,47 ;9,42] 0,33
N
0 54 (76) 4(25) REF' REF REF
1 11 (16) 7 (44) 7,83 [1,95;31,37] 0,004
2 6 (8) 5@31) 11,57 [2,75 ; 48,62] 0,001
N+ (142 vs. 0) 17 (24) 12 (75) 9,17 [2,55;32,95] 0,001
M 1 (vs. 0) 5(7) 7 (43) 6,66 [2,30; 19,27] <0,001
Stade
1 19 (26) 1 (6) REF REF REF
1I 32 (44) 3(19) 1,28 [0,11; 14,13] 0,84
1 16 (22) 5@31) 5,66 [0,66 ; 48,59] 0,11
v 5(7) 7 (43) 15,50 [1,86; 129,14] 0,01
Différenciation’
1 2(3) 2 (13) REF REF REF
2 36 (50) 8 (50) 0,23 [0,05; 1,18] 0,08
3 31 (43) 5@31) 0,24 [0,05; 1,27] 0,09
4 34) 1 (6) 0,56 [0,05; 6,21] 0,64
Nécrose 1 (vs. 0) 19 (29) 8 (50) 2,40 [0,84 ; 6,84] 0,10
Colloide 1 (vs. 0) 15 (22) 1(6) 0,34 [0,04 ; 2,57] 0,29
Engainements 1 (vs. 0) 9 (14) 1(6) 0,67 [0,09; 5,11] 0,70
Emboles 1 (vs. 0) 11 (17) 7 (44) 1,96 [0,66 ; 5,86] 0,23
Chimio théorique
1 (vs. 0) 28 (39) 12 (80) 4,40 [1,21; 15,99] 0,02
Chimio reco staff
1 (vs. 0) 23 (32) 9 (60) 2,05 [0,69 ; 6,10] 0,20
Chimio regue
1 (vs. 0) 22 (31) 8 (53) 1,58 [0,53 ; 4,72] 0,41
Respect des reco’
1 (vs. 0) 22 (79) 8 (67) 0,34 [0,10; 1,24] 0,10

* données exprimées sous forme de n (%) et moyenne + écart-type
'REF : référence
’Différenciation : 1=trés peu différencié, 2=peu différencié, 3=moyennement
différencié, 4= bien différencié

SComparaison entre le groupe ayant regu la chimiothérapie (n=30) et le groupe
(n=10) ne ’ayant pas regue alors qu’elle était recommandée
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Tableau 2 * : Influence des facteurs microbiologiques sur la survie spécifique a 5 ans

Variable Nombre de  Log(Nombre Pas de Déces HR 1IC 95% p
bactéries de bactéries) déces li¢ liés au
au cancer cancer
(n=72) (n=16)
BGNMA (log) / / 9,6£3,8  89+4,1 1,01 [0,88;1,16] 0,87
Ql 2731.796 7.911782 17 (24) 5(31) REF? REF  REF
MED 44297.05 10.69866 36 (50) 8(50) 0,87 [0,25 ;2,96] 0,82
Q3 180314.8 12.10222 19 (26) 3(18) 0,84 [0,19;3,78] 0,33
High (vs. Low)' 10.69866 36 (50) 8(50) 1,45 [0,50 ; 4,19] 0,49
BGNMI (log)® / / 3,5:3,7  23%3,7 0,96 [0.82;1.11] 057
Colonisé (vs. non colonisé) / / 36 (50) 5(1) 0,68 [0,23;2,04] 0,49
BGNTA (log) / / 11,2#3,9  11,0«4,8 1,02 [0,90;1,17] 0,71
Q1 12361 9.422382 15 (23) 5(@1) REF REF REF
MED 167785.2 12.03045 34 (52) 6(38) 0,73 [0,21 ; 2,60] 0,63
Q3 962963 13.77777 16 (25) 5@31) 1,08 [0,27 ; 4,32] 0,91
High (vs. Low) 12.03045 31 (48) 9(56) 1,49 [0,52;4,30] 0,46
BGNTI (log) / / 6,6+4,6 5,6+5,5 0,95 [0,85;1,07] 0,40
Q1 0 0 17 (26) 7(44) REF REF  REF
MED 1064 6.97073 32 (49) 531) 047 [0,14; 1,56] 0,22
Q3 30144.93 10.31381 16 (25) 4(25) 0,46 [0,11;1,88] 0,28
High (vs. Low) 6.97073 33 (51) 8(50) 0,99 [0,35;2,85] 0,99
E.coliMA (log) / / 92+3,7  7,7%¢5,0 0,95 [0,84;1,07] 041
Q1 2060.857 7.62719 17 (24) 5@31) REF REF REF
MED 25722.5 10.15508 37 (51) 7(44) 0,69 [0,19; 2,45] 0,57
Q3 118608 11.67895 18 (25) 4(25) 1,03 [0,26 ; 4,12] 0,97
High (vs. Low) 10.15508 37 (51) 7(44) 1,03 [036 ;2,95] 0,95
E.coliMI (log) / / 3,4+3,6 1,9«32 0,92 [0,78 ; 1,09] 0,34
Colonisé (vs. non colonisé) / / 36 (50) 5(1) 0,65 [0,22 ; 1,96] 0,45
E.coliTA (log) / / 10,7+4,1 9,6+5,8 097 [0,87 ; 1,08] 0,62
Q1 7727.273 8.952641 15 (23) 6 (37) REF REF REF
MED 76844.78 11.24956 33(51) 6(37) 0,60 [0,18 ;1,98] 0,41
Q3 377682.4 12.84181 17 (26) 4(25) 0,54 [0,13;2,29] 0,41
High (vs. Low) 11.24956 32 (49) 8(50) 1,05 [0,37 ;2,99] 0,93
E.coliTI (log) / / 6,2+4.,6 53+54 094 [0,84 ; 1,05] 0,26
Q1 0 0 17 (26) 7 (44) REF REF REF
MED 1221.374 7.10855 30 (46) 6(37) 0,62 [0,20 ; 1,94] 0,41
Q3 27522.94 10.22281 18 (28) 3(19) 0,28 [0,05; 1,39] 0,12
High (vs. Low) 7.10855 34 (52) 7(44) 0,70 [0,24 ; 2,04] 0,52
Nombre de clones / / 18+1.1 18+15 1,01 [0,56 ; 1,84] 0,96
A / / 0,5+0,8 0:0 NA® NA NA
Bl / / 0,3+0,5 0,3+0,5 0,82 [0,19; 3,54] 0,79
B2 / / 0,7¢0,7  1,1209 2,32 [0,96 ; 5,61] 0,06
D / / 0,3+0,5 0,4+0,7 1,22 [0,34 ; 4,38] 0,76
B2+D / / 1,00,7 1,514 1,69 [0,94;3,04] 0,08
Cyclo + (vs. -) / / 18 (53) 7087 434 [0,52 ;36,04] 0,17
pks + (vs. -) / / 14 (41) 6(75) 17,71 [0,93 ; 64,10] 0,06

* données exprimées sous forme de n (%) et moyenne + écart-type

'valeur médiane (log) : comparaison groupe High Abundance au groupe Low Abundance

’REF : référence

*pas de catégorisation selon les quartiles au regard de la distribution de la variable a I'étude ; autrement dit pourcentage de 0 (non

colonisés) important
“NA : non applicable
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Tableau 3 * : Influence des facteurs cliniques sur la survie sans récidive a 5 ans.

Facteur de risque Pas de récidive Récidive HR 1C 95% p
(n=71) (n=17)

Sexe Male (vs. F) 37 (52) 7 (41) 0,78 [0,29; 2,10] 0,62

Age a I’opération 69,1£12,5 67,6+15,1 0,98 [0,95; 1,02] 0,46

(meanssd)

Localisation

Gauche (vs. Droit) 37 (52) 10 (59) 1,38 [0,50; 3,80] 0,53

T 3+4 (vs. 1+2) 51(72) 15 (88) 2,29 [0,52 ; 10,09] 0,27

N

0 50 (71) 8 (47) REF! REF REF

1 13 (19) 6(29) 2,60 [0,85 ; 7,96] 0,09

2 7 (10) 4 (24) 3,13 [0,83; 11,84] 0,09

N+ (142 vs. 0) 20 (29) 9(53) 2,77 [1,04;7,42] 0,04

M 1 (vs. 0) 9(13) 3(18) 1,87 [0,53; 6,58] 0,33

Stade

I 18 (25) 2(12) REF REF REF

I 30 (42) 5(29) 1,42 [0,28 ; 7,35] 0,67

I 14 (20) 7 (41) 3,60 [0,73; 17,9] 0,12

v 9(13) 3(18) 3,39 [0,56 ;20,39] 0,18

Différenciation’

1 203) 2(12) REF REF REF

2 33 (46) 11 (65) 0,73 [0,09 ; 5,63] 0,76

3 33 (46) 3(18) 0,21 [0,02;2,01] 0,17

4 3(4) 1(6) 0,73 [0,04 ; 11,66] 0,82

Nécrose 1 (vs. 0) 20 (31) 7 (41) 1,59 [0,57 ; 4,37] 0,37

Colloide 1 (vs. 0) 14 (21) 2(12) 0,55 [0,12;2,41] 0,42

Engainements 1 (vs. 0) 8(12) 2 (12) 1,24 [0,28 ; 5,46] 0,78

Emboles 1 (vs. 0) 11(17) 7 (41) 2,31 [0,84 ; 6,36] 0,10

Chimio théorique

1 (vs.0) 28 (40) 12 (70) 3,09 [1,07 ; 8,91] 0,04

Chimio reco staff

1 (vs. 0) 22 (31) 10 (59) 2,99 [1,08 ; 8,23] 0,03

Chimio regue

1 (vs. 0) 21 (30) 9 (53) 2,45 [0,91 ; 6,59] 0,07

Respect des reco’

1 (vs. 0) 21 (75) 9 (75) 0,92 [0,20 ; 4,29] 0,91

* données exprimées sous forme de n (%) et moyenne + écart-type
'REF : référence
’Différenciation : 1=trés peu différencié, 2=peu différencié, 3=moyennement

différencié, 4= bien différencié
Comparaison entre le groupe ayant re¢u la chimiothérapie (n=30) et le groupe
(n=10) ne I’ayant pas regue alors qu’elle était recommandée
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Tableau 4 * : Influence des facteurs microbiologiques sur la survie sans récidive a 5 ans.

Variable Nombre de  Log(Nombre  Pas de récidive Récidive HR IC 95% P
bactéries de bactéries) (n=71) (n=17)
BGNMA (log) / / 9,3x4,0 10,0+3,1 1,03 [0,90;1,18] 0,63
Q1 2731.796 7.911782 19 (27) 3(18) REF? REF REF
MED 44297.05 10.69866 32(45) 12(70) 1,83 [0,51;6,57] 0,35
Q3 180314.8 12.10222 20 (28) 2(12) 0,66 [0,11 ;3,96] 0,65
High (vs. Low)' 10.69866 33 (46) 11(65) 1,79 [0,65 ; 4,93] 0,26
BGNMI (log)’® / / 3,437 2,4%3.6 0,95 [0,82;1.09] 0,46
Colonisé (vs. non colonisé) / / 35 (49) 6 (35) 0,70 [0,25; 1,92] 0,49
BGNTA (log) / / 11,154,1 11,34,1 0,99  [0,88;1,12] 0,92
Q1 12361 9.422382 17 (26) 3(18) REF REF REF
MED 167785.2 12.03045 29 (45) 11 (65) 2,01 [0,56 ; 7,20] 0,28
Q3 962963 13.77777 18 (28) 3(18) 0,80 [0,13;4,78] 0,80
High (vs. Low) 12.03045 31 (48) 9 (53) 1,16 [0,43 ;3,09] 0,77
BGNTI (log) / / 6,5+4,6  5,8+5,6 0,95 [0,86 ; 1,06] 0,37
Q1 0 0 17 (26) 7 (41) REF REF REF
MED 1064 6.97073 32 (50) 5(29) 0,43 [0,14 ; 1,38] 0,16
Q3 30144.93 10.31381 15(23) 5(29) 0,69 [0,20 ; 2,36] 0,55
High (vs. Low) 6.97073 33 (52) 8 (47) 0,87 [0,32;2,34] 0,79
E.coliMA (log) / / 8,7+4,1  9,9+3,1 1,06 [0,92;1,22] 0,42
Q1 2060.857 7.62719 20 (28) 2 (12) REF REF REF
MED 25722.5 10.15508 33 (46) 11(65) 2,42 [0,53;11,07] 0,25
Q3 118608 11.67895 18 (25) 4(23) 1,97 [0,36;10,78] 0,43
High (vs. Low) 10.15508 32 (45) 12 (71) 2,36 [0,82; 6,81] 0,11
E.coliMI (log) / / 3,3£3,6 2,436 0,94 [0,82; 1,09] 0,45
Colonisé (vs. non colonisé) / / 35 (49) 6 (35) 0,65 [0,24 ; 1,79] 0,41
E.coliTA (log) / / 10,3+4,6 11,2+4,3 1,02 [0,91;1,14] 0,74
Q1 7727.273 8.952641 18 (28) 3(18) REF REF REF
MED 76844.78 11.24956 29 (45) 10(59) 1,88 [0,52 ; 6,85] 0,34
Q3 377682.4 12.84181 17 (26) 4(23) 1,10 [0,22 ; 5,44] 0,91
High (vs. Low) 11.24956 30(47) 10(59) 1,46 [0,54 ;3,92] 0,46
E.coliTI (log) / / 6,3x4,6 6,4+54 0,98 [0,88 ; 1,09] 0,72
Q1 0 0 18 (28) 6 (35) REF REF REF
MED 1221.374 7.10855 30 (47) 6 (35) 0,64 [0,21 ; 2,00] 0,44
Q3 27522.94 10.22281 16 (25) 5(29) 0,71 [0,20; 2,51] 0,59
High (vs. Low) 7.10855 32 (50) 9 (53) 1,10 [0,41 ;2,93] 0,85
Nombre de clones / / 1912 12=x0.7 0,52 [0,24;1,12] 0,09
A / / 0,4+0,8  0,2+0,5 0,70 [0,21 ;2,32] 0,56
Bl / / 0,3x0,5 0,1x0,3 NA* NA NA
B2 / / 0,8+0,7  0,70,7 085  [030;243] 0,77
D / / 0,4+0,6  0,1x0,3 0,36 [0,05;2,65] 0,31
B2+D / / 1,2+0,9  0,9+0,8 0,63 [0,23;1,72] 0,37
Cyclo, + (vs. -) / / 21 (60) 4(57) 0,74 [0,15;3,69] 0,72
PKS, + (vs. -) / / 16 (46) 4(57) 1,32 [0,26 ; 6,53] 0,74

* données exprimées sous forme de n (%) et moyenne * écart-type

valeur médiane (log) : comparaison groupe High Abundance au groupe Low Abundance

’REF : référence

*pas de catégorisation selon les quartiles au regard de la distribution de la variable a ’étude ; autrement dit pourcentage de 0 (non

colonisés) important
“NA : non applicable
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Tableau 5 : Analyse multivariée sur la survie spécifique a 5 ans, apres ajustement sur 1’age au
moment de 1’opération et sur N et M

Variable HR IC 95%
pks + 18,58 [1,75; 197,18] 0,01
Age 1,06 (0,99 ; 1,13] 0,11
N 11,20 [1,25; 100,01] 0,03
M 3,87 [0,58 ; 25,76] 0,16
Cyclo + 0,28 [0,03 ; 2,34] 0,24
Age 1,02 [0,97 ; 1,09] 0,42
N 7,10 [0,79 ; 64,00] 0,08
M 1,89 [0,35; 10,25] 0,46
B2 10,48 [1,77 ; 62,00] 0,01
Age 1,09 [0,99 ; 1,20] 0,05
N 2491 [1,58;391,99] 0,02
M 4,92 [0,98 ; 24,81] 0,05
B2+D 2,60 [1,08; 6,27] 0,03
Age 1,03 [0,97 ; 1,10] 0,33
N 16,44 [1,26 ; 215,00] 0,03
M 1,96 (0,43 ; 8,83] 0,38
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Tableau 6 : Analyse multivariée sur la survie sans récidive a 5 ans, apres ajustement sur 1’age

au moment de I’opération et sur N et M

Variable HR IC 95%
pks + 1,53 [0,21 ; 11,16] 0,67
Age 0,99 (0,92 ; 1,06] 0,81
N 10,90 [1,23;96,30] 0,03
M 0,85 (0,09 ; 7,67] 0,89
Cyclo + 1,72 (0,30 ;9,83] 0,54
Age 0,98 [0,91 ; 1,04] 0,47
N 10,98 [1,23;97,69] 0,03
M 0,93 [0,10 ; 8,66] 0,95
B2 0,54 (0,14 ; 2,03] 0,36
Age 0,96 (0,89 ; 1,03] 0,23
N 9,45 [1,35;65,92] 0,02
M 0,75 [0,08 ; 6,85] 0,80
B2+D 0,38 (0,09 ; 1,57] 0,18
Age 0,96 (0,89 ; 1,02] 0,18
N 11,81 [1,38;101,41] 0,02
M 0,98 [0,11;9,01] 0,99
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