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1. LE CANCER COLORECTAL

1.1. Généralités

Le cancer colorectal (CCR) est, selon les chiffres les plus récents, le troisième cancer dans

le monde avec une estimation de 1,02 million de nouveaux cas diagnostiqués en 2002 (Parkin

et al., 2005) et il est en progression constante depuis 1975. En terme d’incidence, il se situe 

après le cancer de la langue, de l’estomac et de la prostate chez l’homme et après le cancer du 

sein et du col de l’utérus chez la femme. Alors qu’il affecte de manière quasi-égale les

hommes et les femmes avec un sex ratio de 1,2 : 1, sa répartition dans le monde démontre une

réelle disparité (Figure 1). Si dans les régions développées (Amérique du Nord, Europe

occidentale, Australie, Nouvelle Zélande et Japon), le CCR représente 20,9% de tous les

cancers chez l’homme et 16,3% chez la femme, dans le reste du monde, il ne représente que 

respectivement 7,6% et 7%. Ces cancers sont plus rares en Amérique du sud, en Asie et

surtout en Afrique. Ces différences ne semblent pas être liées à un polymorphisme génétique

des populations puisque les émigrés perdent totalement le risque associé à leur pays ou région

d’origine (Kolonel, 1988; McMichael et al., 1980; Parkin et Khlat, 1996). Ces données

soulignent l’importance des facteurs environnementaux dans la cancérogenèse colorectale. 

Plusieurs auteurs mettent en cause le régime alimentaire, le mode de vie et la surcharge

pondérale (Key et al., 2004; Michels, 2005). De nombreuses études épidémiologiques ont

établi qu’une forte consommation de viandes rouges ou cuisinées selon des procédés 

industriels (salaison, fumage, charcuterie…) augmente les risques de développer des 

adénomes ou un cancer du côlon (Chao et al., 2005; Giovannucci et al., 1994; Norat et al.,

2002; Willett, 2005). Ces risques augmenteraient proportionnellement à la consommation

(Sandhu et al., 2001). De façon constante, la sédentarité et l’obésité sont des facteurs 

favorisant le CCR (Giovannucci, 2002) alors que l’activité physique régulière est associée à

une réduction du risque de cancer (Giovannucci, 2002; Hardman, 2001; Slattery et Potter,

2002; Thune et Furberg, 2001). Enfin, différentes études suggèrent que la consommation

d'alcool constitue un facteur de risque du CCR (Giacosa et al., 2004; Klatsky et al., 1988).
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Figure 1 : Incidence des cancers du côlon et du rectum dans le monde.
Taux pour 100000 habitants ajustés sur l’âge (Parkin et al., 2005)

Les CCR peuvent se diviser en deux grandes catégories : les cancers héréditaires à

transmission autosomique dominante et les cancers sporadiques non héréditaires, qui

représentent, respectivement, 5 à 10% et 80 à 90% des cancers colorectaux. Les cancers

héréditaires peuvent être eux-mêmes de deux types: la polypose adénomateuse familiale

(FAP) et les cancers héréditaires sans polypose (HNPCC).

Dans tous les cas, le cancer colorectal résulte d’une accumulation progressive de 

mutations génétiques et épigénétiques qui conduisent à la transformation de cellules

épithéliales coliques normales en cellules adénomateuses. La perte de la stabilité génomique

semble être l’étape pathogénétique-clé et précoce de la cancérogenèse. Deux types

d’instabilités génomiques ont été identifiés dans les CCR: l’instabilité des microsatellites et 

l’instabilité chromosomique (Lengauer et al., 1998).

L’instabilité chromosomique est décelée dans la grande majorité des cas de CCR (85%) et 

conduit à une aneuploïdie (gain ou perte de matériel chromosomique) avec un phénotype

LOH (Loss Of Heterozygoty) ou CIN (Chromosome INstability) ou MSS (MicroSatellite

Stable) car ces tumeurs ne présentent pas d’instabilité au niveau des séquences microsatellites. 

De telles aberrations génétiques peuvent être générées à l’origine par une dérégulation des 

points de contrôle de la réplication de l’ADN ou de la formation du fuseau mitotique, 
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notamment des gènes bub et mad (Cahill et al., 1998; Grady, 2004). Cette instabilité

génomique contribue à générer des mutations dans des gènes suppresseurs de tumeur, dans

des oncogènes et dans les systèmes de réparation de l’ADN. 

15 à 20 % des tumeurs du côlon et du rectum présentent une instabilité des microsatellites

(MSI) causée par une inactivation du système MMR (Mutation Mismatch Repair) de

réparation de l’ADN due à des mutations des gènes de ce système MMR, comme hMLH1,

hMSH2, hMSH3, hMSH6, hPMS1 et hPMS2, ou par une hyperméthylation du promoteur du

gène hMLH1. Ces microsatellites sont de petites séquences, d’un ou plusieurs nucléotides, 

répétées au niveau de certains gènes et sont particulièrement sensibles aux décalages du cadre

de lecture lors de la réplication de l’ADN. Le système MMR est responsable de la réparation 

de ces décalages et une inactivation des protéines formant ce système entraîne des erreurs

dans l’ADN. Si ces erreurs apparaissent dans des parties codantes, les protéines traduites sont

altérées. Nous verrons plus loin que certains gènes spécifiques sont fréquemment mutés au

cours de la cancérogenèse suite à cette instabilité des séquences microsatellites. Ce type de

tumeurs présente un phénotype MSI-H (MicroSatellite Instability-High) ou RER+

(Replication Error-positive) ou MIN+ (Microsatellite Instability-positive).

1.2. Les cancers colorectaux héréditaires

1.2.1. La FAP
Les cancers colorectaux héréditaires rassemblent deux pathologies : la FAP et le HNPCC.

La polypose rectocolique familiale ou FAP (Familial Adenomatous Polyposis) représente 2 à

4% des CCR et se caractérisent par la présence de centaines de polypes adénomateux qui se

développent le plus souvent dans la partie distale du côlon et apparaissent dès l'âge de 20 ans.

Chez les patients non traités, ces polypes peuvent évoluer en CCR vers l’âge de 40 ans. La 

FAP est causée par des mutations germinales au niveau du gène suppresseur de tumeur apc

(Adenomatous Polyposis Coli) (Bodmer et al., 1987; Groden et al., 1991; Leppert et al.,

1987). Le nombre de mutations différentes sur ce gène peut atteindre 300 mais toutes mènent

à l'expression d'une forme tronquée inactive de la protéine (Syngal et al., 2000). Le rôle de

APC sera abordé dans la section (1.4.1).

1.2.2. Le HNPCC
Le deuxième groupe de cancers héréditaires réunit, quant à lui, les cancers sans adénomes

multiples encore appelés HNPCC (hereditary non polyposis colon cancer) ou syndrome de

Lynch. Ils représentent 2 à 10% des CRC dans les pays occidentaux et affectent généralement

la partie proximale du côlon (Lynch et al., 1996). La pathogenèse de ce cancer est caractérisée
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par l’instabilité des microsatellites ou MSI causée par des mutations germinales dans les 

gènes hMSH2 (Leach et al., 1993), hMLH1 (Bronner et al., 1994), hPMS1, hPMS2

(Nicolaides et al., 1994) et hMSH6 (Miyaki et al., 1997) du système MMR. Cette MSI

conduit à des mutations fréquentes dans le gène apc et/ou de la -caténine et/ou -ras.

1.3. Les cancers colorectaux sporadiques
Le cancer colorectal sporadique n’a pas de contexte héréditaire évident et représente la 

majorité des cancers colorectaux (85 à 90%) (Potter et al., 1993). Les patients affectés par

cette maladie ne présentent pas de mutations génétiques germinales mais acquièrent des

mutations responsables du développement tumoral tout au long de leur vie par exposition à

divers cancérogènes chimiques, viraux, bactériens ou encore alimentaires.

Comme pour les CCR d’origine héréditaire, les CCR sporadiques (CCRS) peuvent suivre 

deux types de voies pathogénétiques différentes (Frattini et al., 2004) :

- La majorité des CCRS (85%) est causée par une mutation somatique du gène apc. Au

contraire, dans le cas de la FAP, cette mutation touche les cellules germinales (Kinzler et

Vogelstein, 1996; Takayama et al., 2001).

- 15 % des CCRS sont causés par une MSI due à des mutations somatiques des gènes du

système MMR (Jass, 2004; Liu et al., 1995). Cette même instabilité existe dans le cas du

HNPCC mais touche alors les lignées germinales. Les cellules présentant une forte instabilité

des microsatellites n’ont qu’un taux faible de mutation sur le gène apc. Le développement

tumoral des cellules MIN+ est conduit par une voie APC-indépendante différente du modèle

de Fearon et Vogelstein qui décrit la séquence pathogénétique suivie par près de 90% des

cancers colorectaux.

1.4. Les étapes du développement tumoral
Le concept accepté quasi-universellement, à l'heure actuelle, concernant le développement

des cancers du côlon/rectum pose l’idée que la majorité de ces cancers se développe à partir 

d'un adénome qui est une tumeur bénigne, vers un carcinome. Cette évolution est connue sous

le terme de "séquence adénome-carcinome". Les adénomes se développent en principe à partir

des foci de cryptes aberrantes ou FCA, et plus spécifiquement des FCA présentant une

dysplasie. Ces FCA constituent la phase la plus précoce de la dérégulation cellulaire et

proviennent d’une hyperprolifération des cellules des cryptes menant à une dilatation, 

élongation ou fission de ces cryptes.
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Figure 2 : Cascade des événements impliqués dans la cancérogenèse colique.
Chronologie des différentes mutations ou pertes de gènes impliquées dans l’initiation et dans le 
développement d’un cancer colorectal. Adénome au stade précoce: adénome de moins de 1 cm
de diamètre ; adénome au stade tardif: adénome d’au moins 1 cm de diamètre (D’après Fearon et 
Vogelstein, 1990)

Fearon et Vogelstein proposèrent pour la première fois en 1990 un modèle génétique

décrivant les différents stades de développement d'un CCR à partir d’un épithélium normal 

jusqu’au développement de métastases (Fearon and Vogelstein, 1990). Ce modèle identifie les

oncogènes et les gènes suppresseurs de tumeurs, nécessaires à toutes les étapes de l'évolution

d'un cancer colorectal (Figure 2). Cette "séquence adénome-carcinome", qui décrit, à

l’origine, le développement des cancers sporadiques, peut également êtretransposée à la FAP

qui est causée, elle aussi, par une mutation dans le gène apc. S’ajoutant à cette cascade 
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d’événements mutationnels, le taux des instabilités génomiques, CIN et MSI, augmente tout 

au long de la cancérogenèse colique (Hermsen et al., 2002; Meijer et al., 1998; Ried et al.,

1999).

Il est maintenant reconnu que les CCR sporadiques progressent par étapes depuis une

hyperprolifération du tissu épithélial jusqu'à la formation d’un adénocarcinome invasif, qui 

résulte d’une accumulation d’altérations génétiques et épigénétiques. La séquence des 

évènements proposée lors du développement du CCR est : (i) inactivation des gènes

suppresseurs de tumeurs, (ii) activation des oncogènes, (iii) mutations de multiples gènes et

(iv) accumulation des changements dont la nature semble plus importante que l’ordre 

chronologique (Cho et Vogelstein, 1992).

1.4.1. Voie APC/-caténine/Tcf
Dans 80% des cas sporadiques de CCR, APC est inactivée par des mutations somatiques

qui entraînent une perte d’expression ou l’expression d’une protéine tronquée (Kinzler et

Vogelstein, 1996). apc (Adenomatous Polyposis Coli) est un gène suppresseur de tumeur et sa

mutation est considérée comme le premier événement génétique intervenant dans la

« séquence adénome-carcinome » de la cancérogenèse colorectale. Cette mutation précoce

suggère que apc est un initiateur de tumeur sporadique. Pourtant, si sa mutation est suffisante

pour initier la croissance d’une tumeur bénigne elle ne suffit pas pour faire progresser cette 

dernière vers un stade plus avancé (Powell et al., 1992).

Dans l’épithélium colique normal, apc se concentre au sommet des villosités, c’est-à-dire

dans les cellules matures qui subissent l’apoptose. Lorsque la protéine APC est exprimée sous 

sa forme mutée, généralement tronquée dans sa partie carboxyterminale, elle empêche la

migration et l’apoptose des cellules, conduisant à une augmentationdu nombre de cellules à la

base de la crypte et entraînant ainsi la formation d’un foyer de cryptes anormales ou FCA 

(Smith et al., 1994). Lorsque les cellules coliques humaines mutées sur apc sont transfectées

avec le gène sauvage, la surexpression de APC normale rétablit l’apoptose (Morin et al.,

1996).

Le gène apc est localisé sur le chromosome 5q21 et code une protéine de 312 kDa

constituée de plusieurs domaines qui lui permettent de fixer divers partenaires comme la -

caténine et les microtubules. Par ces liaisons, elle exerce un rôle à la fois direct dans la

migration et l'adhésion cellulaires, mais également indirect, par la régulation de plusieurs

gènes, dans la prolifération, la différenciation et le cycle cellulaires ainsi que dans l’apoptose. 

La fonction principale de APC est de réguler le taux cytosolique de -caténine et cette
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régulation appartient à la voie de transduction du signal Wnt qui pourrait jouer un rôle

primordial dans la tumorigenèse colique (Arias et al., 1999; Giles et al., 2003).

Figure 3 : Complexe APC/-caténine. La protéine APC normale, après avoir été phosphorylée par la
GSK-3, lie la -caténine. Ce complexe est ensuite dégradé par ubiquitination. Si APC mutée ou si la
signalisation Wnt est activée, la -caténine joue son rôle de fateur de transcritpion et stimule la
transcription de nombreux gènes qui régulent le cycle cellulaire, la prolifération et l’apoptose en faveur de 
la cancérogenèse. = -caténine, = -caténine (Thorstensen et al., 2005)

En l’absence de signal extracellulaire Wnt, c’est-à-dire dans les conditions

physiologiques, les cellules inactivées maintiennent un niveau basal de -caténine cytosolique

grâce au complexe formé par APC-Axine-GSK-3 (glycogen synthase kinase-3) qui

phosphoryle la -caténine. Celle-ci peut alors être prise en charge par la -TrCP pour être

ubiquitinée et dégradée par le protéasome (Aberle et al., 1997) (figure 3). APC possède un

signal de localisation nucléaire potentiel NLS qui lui permettrait d’être transportée dans le 

noyau par un mécanisme énergétique dépendant de la phosphorylation. APC forme un

complexe avec -caténine/TCF qui pourrait ensuite être exporté hors du noyau grâce à sa

séquence NLS, régulant ainsi le taux nucléaire de -caténine (Henderson, 2000; Rosin-

Arbesfeld et al., 2003; Rosin-Arbesfeld et al., 2000)

Lorsqu’un ligand extracellulaire Wnt se lie au récepteur transmembranaire Frizzled

associé au co-récepteur LRP5 ou LRP6 (low-density lipoprotein receptor-related protein), elle
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active la voie Wnt (Nusse, 2001; Tamai et al., 2000). Les ligands Wnt constituent une grande

famille de 16 glycoprotéines sécrétées riches en cystéine et certains d’entre eux induisent la 

transformation tumorale dans des modèles animaux et des cultures tissulaires (Wodarz et

Nusse, 1998). Le récepteur Frizzled activé induit la phosphorylation de la protéine

cytoplasmique Dishevelled (Dsh). D’une part, Dsh active la voie de jun kinase (JNK) (Li et

al., 1999a; Moriguchi et al., 1999; Nateri et al., 2005) et d’autre part, en se liant à l’axine, 

dissocie le complexe APC-Axine-GSK-3et inhibe ainsi la phosphorylation de la -caténine

qui ne peut alors s’associer à la-TrCP pour être dégradée par le système ubiquitine-

protéasome. La -caténine libre s’accumule dans le cytosol et est transloquée dans le noyau 

où elle se lie aux facteurs de transcription de la famille TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid-

enhancer factor) dont seule l’isoforme TCF-4 est significativement exprimée dans

l’épithélium colique. TCF-4 complexée à la -caténine active la transcription de gènes cibles :

le gène c-myc qui régule la prolifération cellulaire et l’apoptose (He et al., 1998; Jamerson et

al., 2000), les gènes de la cycline D1 qui joue un rôle primordial dans la régulation du cycle

cellulaire (Shtutman et al., 1999; Tetsu et McCormick, 1999), de la MMP-7 (Crawford et al.,

1999), de la gastrine (Koh et al., 2000), du facteur ITF-2 (Kolligs et al., 2002) et du récepteur

PPAR(peroxisome proliferator-activated receptor ) qui est impliqué dans la transcription

des prostaglandines et des acides gras ainsi que dans le contrôle de l’apoptose (He et al.,

1999). Par ailleurs, le complexe APC/-caténine/TCF stimule l’expression du récepteur CD44 

à la surface des cellules (Wielenga et al., 1999). CD44 est un acteur important dans les

interactions de la cellule avec la matrice extracellulaire et sa surexpression stimule la mobilité

cellulaire, la progression tumorale et les métastases (Wielenga et al., 1993).

Des mutations du gène apc, l’inactivation de l’axine ou encore des mutations de la -

caténine conduisent à l’accumulation de cette -caténine dans le cytosol et ont les mêmes

effets que l’activation de la voie de signalisation Wnt. 70 à 80% des CCR comportent des 

altérations de cette voie Wnt (Bienz et Clevers, 2000; Fodde et al., 2001). Les mutations les

plus fréquentes touchent le gène apc et 50% des tumeurs coliques qui ne présentent pas

d’altération de ce gène, montrent des mutations « gain de fonction » dans le gène CTNNB1 de

la -caténine (Morin et al., 1997; Sparks et al., 1998). Toutes les études montrent que ces

deux mutations s’excluent mutuellement et ainsi on ne trouve jamais de mutations d’apc et de

CTNNB1 dans la même cellule. Alors que les mutations d’apc sont spécifiques de

l’épithélium colorectal, la dérégulation de la voie de Wnt/-caténine/TCF est commune à

plusieurs cancers humains.
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En plus de leur implication dans la voie Wnt, APC et la -caténine peuvent intervenir

dans la tumorigenèse colique par leurs interactions avec le cytosquelette de la cellule. En

effet, APC s’associe avec les microtubules du cytosquelette en se liant à EB1 («End

Binding » protein) qui appartient à la famille des protéines EB/RP associées aux microtubules

(Su et al., 1995). Elle pourrait ainsi être impliquée dans le maintien de la stabilité

chromosomique en contrôlant l’organisation des kinétochores des chromosomes en métaphase

(Kaplan et al., 2001) et jouer un rôle dans la migration cellulaire. Dans les conditions

physiologiques, la -caténine est liée, d’une part, à la glycoprotéine transmembranaire E-

cadhérine qui est essentielle dans l’adhésion cellulaire et les jonctions intercellulaires, et

d’autre part, à l’-caténine, par l’intermédiaire de laquelle la -caténine interagit avec le

cytosquelette d’actine (Jou et al., 1995; Knudsen et al., 1995).

1.4.2. Voie Wnt « non canonique »
Les ligands Wnt induisent deux types de voies de signalisation : la voie Wnt dite

« canonique » qui est celle de APC/-caténine/TCF décrite précédemment et la voie Wnt

« non canonique » qui ne dépend pas de la -caténine et qui induit un flux calcique et une

activation des Jun Kinases (Veeman et al., 2003).

Dans plusieurs types de tumeurs, il existe une augmentation de l’activité du facteur de

transcription AP1 (Eferl et Wagner, 2003). AP-1 est composé de deux membres de la famille

Jun et Fos qui forment des homo- et hétérodimères. L’activation d’AP-1 nécessite la

phosphorylation du proto-oncogène c-Jun par la c-Jun N-terminale Kinase (JNK) et stimule la

transcription de plusieurs gènes qui interviennent dans la régulation de la prolifération

cellulaire et de l’apoptose (Davis, 2000) mais induit également un rétrocontrôle positif de

l’expression de son propre gène. En effet, Nateri et al. ont récemment montré que c-Jun

phosphorylée interagit au niveau de son promoteur avec le facteur de transcription TCF-4

Figure 4 : Interaction de c-Jun avec TCF4/-caténine
sur le promoteur de c-Jun est dépendante de la voie des
JNK (Nateri et al., 2005)
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pour former un complexe c-Jun-TCF4/-caténine (figure 4) qui stimule l’expression de c-Jun.

Lorsque l’on inhibe la phosphorylation de c-Jun ou que l’on induit des mutations dans son 

gène spécifiquement au niveau de l’intestin des souris apc Min, hétérozygotes pour la mutation

non-sens du gène apc, on assiste à la diminution du nombre et de la taille des tumeurs dans la

muqueuse intestinale de ces souris (Nateri et al., 2005).

En outre, d’autres voies de signalisation sont altérées au cours de la séquence adénome-

carcinome : celle de K-ras, de p53 et de TGF-.

1.4.3. Cyclooxygénase-2
L’instabilité chromosomique qui existe dans le CCR provoque des modifications dans 

l’expression de certaines enzymes. Ainsi la cyclooxygénase-2 (COX-2) est surexprimée dans

les stades précoces de la cancérogenèse colique et semble y jouer un rôle important

puisqu’elle participe à la transition vers un épithélium hyperprolifératif (Tatsu et al., 2005).

Cette enzyme constitue une cible potentielle pour le traitement et la prévention du CCR par

les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) qui sont des inhibiteurs spécifiques de cette

COX-2. Depuis plus d’une dizaine d’années, l’effet des AINS sur l’incidence du CCR est 

reconnue (Giardiello et al., 1993; Jolly et al., 2002). L’étude menée par Langman et al (2000)

suggère que l’utilisation prolongée et régulière d’aspirine réduit le risque de mortalité pour le 

cancer de l’œsophage, de l’estomac, du côlon et du rectum. Les mécanismes impliquant la 

COX-2 dans le CCR seront développés ultérieurement (paragraphe 2.2.1.2).

1.4.4. ras et dcc

a) ras
Près de la moitié des adénocarcinomes colorectaux et des adénomes de plus de 1 cm de

diamètre présentent une mutation dans le gène ras qui n’est retrouvée que dans 9 % des 

adénomes de moins de 1 cm (Fearon et Vogelstein, 1990). Ceci suggère que la mutation k-ras

intervient dans la progression tumorale et non dans son initiation. Les mutations de ce gène ne

sont pas spécifiques de l’intestin puisqu’on les trouve dans 30 % des tumeurs chez l’homme 

(Bos et al., 1987).

Les protéines Ras (HRAS, KRAS et NRAS) font partie de la superfamille des petites

protéines G et interviennent dans le contrôle de la croissance cellulaire. Lorsque Ras est

activée sous la forme Ras-GTP, elle entraîne une cascade de phosphorylations/activations

successives de Raf1, des « mitogen-activated protein kinase kinases » 1 et 2 (MEK1 et

MEK2), puis des « extracellular signal-regulated kinases » 1 et 2 (ERK1 et ERK2). ERK1/2

sont finalement transloquées dans le noyau où elles activent des facteurs, tels que Elk1 et c-
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Myc, qui régulent la transcription de gènes stimulant la prolifération cellulaire ou ayant des

propriétés anti-apoptotiques, comme bcl-2. D’autre part, ERK1/2 phosphoryle également c-

Jun qui active le facteur de transcription AP1. Ce dernier stimule l’expression de gènes 

contrôlant le cycle cellulaire, comme la cycline D1 connue pour promouvoir la division

cellulaire, ainsi que celle des gènes de métalloprotéinases, notamment la MMP-7, qui sont des

facteurs favorisant l’angiogenèse (Smakman et al., 2005; Yamamoto et al., 1995). Par

ailleurs, RAS peut interagir directement avec la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) et active

ainsi la voie anti-apoptotique AKT qui favorise la survie cellulaire (figure 5).

Dans les tumeurs, les mutations de ras génèrent une accumulation de la forme active de la

protéine, RAS-GTP, induisant une dérégulation de la prolifération cellulaire et de l’apoptose, 

qui peut aboutir à la transformation tumorale (Burns et al., 1993; Shirasawa et al., 1993), et

favoriser l’invasion cellulaire et la formation de métastases (Smakman et al., 2005).

Figure 5 : RAS constitutivement activé dans les cellules tumorale présentant une mutation dans ce gène.

b) dcc
Simultanément, une mutation ou perte du gène dcc (Deleted in Colorectal Cancer) est

nécessaire pour l'évolution de l'adénome en carcinome. Ce gène est délété dans 47% des

adénomes et 75% des carcinomes colorectaux et semble intervenir dans une étape

intermédiaire de la cancérogenèse colique pour assurer la transition entre l’adénome 

intermédiaire et l’adénome tardif (Fearon et al., 1990). Le gène dcc, situé sur le chromosome

18q, code un récepteur transmembranaire homologue aux protéines de la famille N-CAM

(Neural Cell Adhesion Molecule) et son domaine extracellulaire comporte des motifs
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homologues à la fibronectine de type III. DCC est le récepteur de la nétrine-1 et fait partie de

la famille des récepteurs à dépendance qui sont capables d’induire l’apoptose mais 

uniquement en l’absence de leur ligand (Keino-Masu et al., 1996). Les cellules qui expriment

ces récepteurs sont donc dépendantes de la présence du ligand pour survivre. La nétrine-1 est

une protéine chimiotropique appartenant à une famille de protéines sécrétées apparentées à la

laminine et a d’abord été décrite pour guider la migration des axones lors du développement

du système nerveux (Stein et al., 2001). Dans l’intestin, DCC est exprimé tout le long des 

villosités, alors que la nétrine-1 n’est produite qu’à la base des cryptes (Hsu et al., 2001). Au

fond de ces cryptes, les cellules, qui sont en phase de prolifération, sont dans un

environnement riche en nétrine-1 qui les préserverait de la mort cellulaire, alors que les

cellules qui cessent de proliférer pour se différencier et migrer le long de la villosité

intestinale se retrouveraient progressivement dépourvue de nétrine-1 jusqu’au sommet où 

elles entrent en apoptose. Le système de dépendance généré par DCC permettrait donc de

réguler la durée de survie des cellules épithéliales afin qu’elles ne soient pas soumises trop 

longtemps aux multiples agressions qu’elles subissent dans la lumière intestinale. Ce 

mécanisme pourrait ainsi éviter l’accumulation demutations conduisant à la cancérisation de

la cellule.

Forcet et al ont montré que la mort cellulaire induite par DCC suit une nouvelle voie

apoptotique indépendante des voies classiques c’est-à-dire mitochondriale ou médiée par les

récepteurs de mort (Forcet et al., 2001). En effet, en l’absence de nétrine-1, l’extrémité C-

terminale intra-cytoplasmique de dcc est clivée par la caspase-3. Ce clivage permet à DCC

d’interagir avec la protéine adaptatrice APPL et ainsi de recruter et d’activer la caspase-9 puis

la caspase-3 (Liu et al., 2002) pour déclencher la cascade de caspases qui conduit à l’apoptose 

(figure 6A).
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Figure 6: voie de transduction de l’apoptose via le récepteur dcc dépendant de la nétrine

A: apoptose induite par l’absence de la nétrine-1, ligand spécifique du récepteur dcc
B: Inhibition de l’apoptose en présence de la nétrine-1 ou dans la cellule cancéreuse portant une mutation dans le gène dcc

Au contraire, la nétrine-1 en se liant à son récepteur entraîne une dimérisation de ce

dernier. Le dimère DCC peut alors capturer la caspase-3 et par là même empêcher son

clivage. Son domaine intra-cytoplasmique non clivé ne permet plus à DCC de recruter

l’adaptateur APPL ni la caspase-9. La protéine APPL libre active alors la voie anti-

apoptotique AKT, en se liant à la PI3K et à son adaptateur AKT2 (Hemmings, 1997). Cette

voie conduit à l’inhibition des protéines pro-apoptotiques (cytochrome c et caspase-9) et à

l’activation de NFB (figure 6B). Ce dernier active lui-même la transcription de gènes de

protéines anti-apoptotiques, telles que Bcl-2, Bcl-Xl, cycline D et IAP (inhibitors of

apoptosis) qui inhibent directement les caspases (Chen et al., 2000; Guttridge et al., 1999;

Salvesen et Duckett, 2002) mais aussi de gènes de cytokines, comme les interleukines IL-1 et

-6 (Yan et al., 2005). NFB inhibe également l’expression de la protéine pro-apoptotique

BAX (Bentires-Alj et al., 2001).

Ainsi dans le cas de cancer, cette voie anti-apoptotique serait constamment activée dans

les cellules tumorales qui portent une mutation dans le gène dcc ou qui le perdent. Elles
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pourraient de cette manière échapper à l’apoptose nétrine-dépendante. De même, il a été

montré que la surexpression de la nétrine-1 dans l’intestin conduit à une inhibition d’environ 

50 % de la mort cellulaire dans l’épithélium et à un développement des lésions hyperplasiques 

et des adénomes. Ce blocage de l’apoptose entraîne à la fois une initiation de la tumorigenèse

et une progression de cette dernière (Mazelin et al., 2004).

1.4.5. p53

Le gène TP53, suppresseur de tumeurs, est situé sur le chromosome 17, qui est le siège

fréquent de délétions chromosomiques dans les CCR (Baker et al., 1989; Delattre et al.,

1989). Les mutations dans ce gène sont les altérations les plus fréquemment trouvées dans les

cancers humains, dans plus de 50% des cas (Hollstein et al., 1991) et dans plus de 75% des

adénocarcinomes colorectaux (Kinzler et Vogelstein, 1996).

p53 est un facteur de transcription qui régule l’expression de gènes importants dans l’arrêt 

du cycle cellulaire, la réparation de l’ADN et l’apoptose. Normalement, lorsque p53 est 

activée suite à divers stress cellulaires (dommage de l’ADN, hypoxie, cytokines, 

surexpression d’oncogènes, …), elle agit comme un agent décisionnel qui provoquerait soit 

l’arrêt du cycle cellulaire en activant l’expression de p21, de cyclines, de CDK,… soit

l’apoptose: en stimulant l’expression des gènes pro-apoptotiques (c-myc, puma, noxa, bax…),

en réprimant celle des gènes anti-apoptiques (bcl-2 et bcl-xL), en induisant le relargage de

cytochrome c de la mitochondrie, en stimulant directement l’expression d’effecteurs de 

l’apoptose (APAF-1 et caspase-6) et en réprimant le gène d’un IAP, la survivine (Fridman et

Lowe, 2003; Schmitt et al., 2002; Watson, 2004; Yu et Zhang, 2005). Enfin p53 est également

capable d’inhiber la voie de survie cellulaire PI3 kinase/AKT en et l’expression de PTEN, 

l’inhibiteur de la PI3 kinase (Stambolic et al., 2001).

La perte de p53 dans de nombreux cancers conduit à une instabilité génomique, à une

dérégulation du cycle cellulaire et à l’inhibition de l’apoptose. De nombreuses études ont 

montré que les mutations de ce gène suppresseur de tumeur interviennent tardivement dans la

cancérogenèse colique et semblent être nécessaires à la transition de l’adénome vers le 

carcinome (Baker et al., 1989; Delattre et al., 1989).
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2. ROLE DE L’INFLAMMATION DANS LA CANCEROGENESE DU TRACTUS 

GRASTROINTESTINAL

2.1. Place des infections dans les cancers
Le nombre de cas de cancers dans le monde associés à des agents pathogènes est estimé à

13-20 %. Certains pathogènes sont reconnus comme des carcinogènes chez l’homme par 

l’Agence Internationale de Recherche sur le Cancer (IARC). Les agents infectieux,

principalement les virus, font partie des causes bien connues de cancer et participent au

développement de diverses tumeurs (Pisani et al., 1997). Les associations les plus répandues,

qui couvrent près de 20 % de toutes les tumeurs, sont celles des papillomavirus et le cancer du

col utérin, des polyomavirus et les tumeurs du cerveau, du virus Epstein-Barr et les

lymphomes B et les carcinomes du nasopharynx, du virus de l’herpès et le sarcome de Kaposi, 

des virus de l’hépatite B et C et le cancer du foie, et du virus HTLV1 et de la leucémie T, 

mais il existe également une association avérée entre Helicobacter pylori et le cancer

gastrique ainsi qu’entre Schistosoma haematobium et le cancer de la vessie (Pagano et al.,

2004) (Tableau 1).

Les infections pourraient être responsables de plus de 15% des cancers dans le monde

(Kuper et al., 2000; Parsonnet, 1999). Il existe trois mécanismes majeurs par lesquels un

agent infectieux pourrait intervenir dans l’initiation ou la promotion de la cancérogenèse :

1°-Il peut persister dans l’organisme de l’hôte et induire une inflammation chronique qui 

s’accompagne souvent d’une production par les phagocytes d’espèces réactives oxygénées 

(ROS) et azotées (RNS) au niveau du site de l’inflammation. ROS et RNS sont capables de

causer des lésions dans l’ADN, d’endommager les protéines et les membranes cellulaires ainsi 

que de modifier certaines activités enzymatiques et l’expression de gènes et ainsi de favoriser 

la cancérogenèse (Ohshima et Bartsch, 1994).

Ces espèces réactives peuvent aussi stimuler la prolifération cellulaire, ce qui amplifie les

mutations génétiques et génère une accumulation des cellules tumorales (Cohen et al., 1991).

2°- Il peut directement transformer les cellules en insérant ses propres gènes dans le

génome de l’hôte. Ces insertions peuvent activer l’expression d’oncogènes, réprimer celle des 

suppresseurs de tumeurs ou stimuler la mitose.

3°-Il peut induire une immunodéficience de l’hôte. Les cancers qui surviennent dans un 

organisme immunodéprimé sont en général très agressifs (Beral et Newton, 1998).
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Les infections causant le cancer les mieux démontrées sont les infections virales. En

général, pour générer le processus tumoral, les virus doivent persister dans l’hôteet établir

une infection chronique. Une des stratégies du virus est d’intégrer son matériel génétique dans 

le génome de la cellule-hôte. Cette intégration entraîne directement l’expression d’oncogènes 

viraux, de protéines activatrices d’oncogènes ou inhibitrices de gènes suppresseurs de

tumeurs, ce qui dérégule le cycle de la cellule infectée et inhibe l’apoptose. Ce mécanisme est 

utilisé par des virus comme les papillomavirus humains dont certains causent 90 % des

cancers du col de l’utérus (IARC, 1995) ou le virus de l’hépatite B qui cause plus de la moitié

des cancers hépatiques (IARC, 1994a). D’autres virus infectent, se maintiennent et

transforment la cellule-hôte sans intégration de leur génome. C’est le cas du virus de 

l’hépatite C qui cause 25% des cancers du foie en y générant des lésions chroniques par une 

stimulation excessive de la réponse immunitaire de l’hôte (Shiratori et al., 1995), et du virus

Epstein-Barr qui, en activant l’expression de ses oncogènes, induit directement la

tumorisation des cellules infectées et est responsable de la maladie de Hodgkin et des

carcinomes du nasopharynx (IARC, 1997). Certains virus ne sont pas directement oncogènes,

comme les virus HIV, et sont impliqués dans des cancers par leurs effets délétères sur le

système immunitaire de l’hôte et, par là, procurent un environnement propice à de 

nombreuses infections opportunistes.

Des infections par des parasites sont reconnues pour être associées à certains cancers. Les

schistosomes, qui sont des vers parasitant le sang, causent des cancers, notamment de la

vessie, en induisant une inflammation chronique (IARC, 1994b). La schistosomose affecte

plus de 200 millions de personnes dans le monde et cause près de 95 % des infections

parasitaires humaines. Le cancer de la vessie est une des plus sévères complications d’une 

schistosomose chronique (Tableau 1).

Mais les tumeurs causées par des infections oncogènes sont heureusement des événements

plus rares que fréquents. En effet, la moitié de la population mondiale est infectée par H.

pylori mais seulement 1 % des porteurs développe un cancer gastrique. Ceci peut s’expliquer 

par le fait que la plupart des cancers résulte de la prolifération clonale de cellules où de

multiples altérations génétiques et moléculaires doivent s’accumuler. En outre, Le système

immunitaire est capable de contrôler le développement et d’endiguer l’expansion des cellules 

tumorales. Enfin, bien que les agents infectieux soient nécessaires, ils ne sont pas suffisants

pour le développement de certaines tumeurs et leur action requiert différents facteurs

géographiques, socioéconomiques et environnementaux (alcool, tabac, hygiène, autres agents

pathogènes, immunodéficience, …). 
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Conditions
pathologiques

Néoplasmes associés Agents étiologiques

Distomatose, cholangite Sarcome cholangieux, carcinome du côlon
Douve du foie (Opisthorchis
viverrini), acide biliaire

Cholécystite chronique Cancer de la vésicule biliaire Bactéries, calculs biliaires

Gastrite/ulcère
Adénocarcinome gastrique, lymphome du
MALT

Helicobacter pylori

Hépatite Carcinome hépatocellulaire Virus de l’hépatite B et/ou C

Mononucléose
Lymphome des cellules B non hodgkinien,
lymphome de Burkitt

Virus Epstein-Barr

SIDA
Lymphome des cellules B non hodgkinien,
carcinome des cellules squameuses, sarcome
de Kaposi

Virus de l’immunodéficience 
humaine (VIH), virus de
l’herpès de type 8

ostéomyélite Carcinome de la peau dans les sinus draînants Infection bactérienne

Maladie inflammatoire
pelvienne, inflammation du
col utérin

Carcinome des ovaires, de l’utérus, de l’anus
Gonorrhoeae, Chlamydia,
papillomavirus humain 16 et 18

Cystite chronique
Carcinome de la vessie, du rectum, du foie,
lymphome folicullaire de la rate

ver parasite (schistosome)

Tableau 1 : cancers associés à des agents infectieux (Coussens et Werb, 2002)

2.2. Inflammation chronique et cancérogenèse
Il est maintenant largement reconnu qu’il existe une relation de cause à effet entre 

l’inflammation et le cancer et que l’immunité innée y joue un rôle prépondérant. Lors de la

réaction inflammatoire induite au site d’infection, une large batterie de cytokines et de 

chimiokines sont libérées pour activer et recruter les leucocytes (neutrophiles, cellules

dendritiques, macrophages, éosinophiles, mastocytes et lymphocytes) au niveau de la lésion.

Tous ces effecteurs de l’inflammation vont, à leur tour, y libérer des cytokines, tels le TNF-

et les interleukines, des médiateurs cytotoxiques, comme les espèces réactives oxygénées et

les interférons (IFNs) et enfin des métalloprotéinases de la matrice (MMPs) et des agents

perforant la membrane. Les infections persistantes dans l’hôte induisent une inflammation 

chronique qui, par l’induction de cytokines pro- et anti-inflammatoires, peut provoquer des

cascades de phénomènes mutagènes. Les cellules inflammatoires produisent des médiateurs,

tels que les radicaux libres, les prostaglandines et les cytokines, qui participent aux différentes

phases de la réaction inflammatoire. L’exposition chronique à ces médiateurs de

l’inflammation engendre une augmentation de la prolifération cellulaire, une mutagenèse, une 

activation d’oncogènes et l’angiogenèse (Shacter et Weitzman, 2002).
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L’association la mieux reconnue entre l’inflammation chronique et une maladie

néoplasique est celle qui existe dans la cancérogenèse colique chez les patients présentant une

maladie inflammatoire de l’intestin. En effet, le risque de cancer colorectal est cinq à vingt 

fois plus important chez les malades atteints d’une colite ulcéreuse ou de la maladie de Crohn

que dans le reste de la population (Ekbom et al., 1990a; Ekbom et al., 1990b; Gillen et al.,

1994). Ce risque augmente de manière exponentielle avec la sévérité, l’étendue et la durée de 

l’inflammation. Les CCR associés à une maladie inflammatoire et les CCR sporadiques se 

développent tous les deux à partir de lésions précancéreuses de la muqueuse intestinale. Mais

à la différence de l’évolution du CCRS vers des polypes adénomateux, dans le cas de CCR 

associé à une maladie inflammatoire, la muqueuse développe des lésions dysplasiques plates

(Riddell et al., 1983). Malgré ces différences morphologiques, ces deux types de CCR

progressent l’un comme l’autre par étapes et avec une accumulation de mutations qui 

apparaissent dans les mêmes gènes mais qui ne se succèdent pas dans le même ordre au cours

du processus de cancérisation (figure 7) (Seril et al., 2003).

Par exemple, la mutation dans le gène apc, qui est considérée comme l’événement 

moléculaire majeur dans la première étape de la pathogenèse du CCRS, est beaucoup moins

fréquente et intervient généralement assez tardivement dans la séquence dysplasie-carcinome

associée à la colite ulcéreuse (Aust et al., 2002). Au contraire, les mutations de p53, qui

surviennent dans les dernières étapes de la séquence adénome-carcinome du CCR sporadique,

apparaissent très vite dans la cancérogenèse associée à la colite (Brentnall et al., 1994; Yin et
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al., 1993). Comme dans certains CCRS, l’hyperméthylation du gène hMLH1 génère une

instabilité des microsatellites qui est un phénomène très fréquent dans les néoplasmes associés

à la colite ulcéreuse (Fleisher et al., 2000).

De nombreux auteurs ont montré que les cancers associés aux maladies inflammatoires de

l’intestin se développent à partir du site où s’exerce l’inflammation chronique et que la colite 

ulcéreuse n’augmente pas le risque d’autres types de cancers (Ekbom et al., 1992). C’est 

pourquoi ils concluent que les facteurs impliqués dans cette inflammation, tel le stress

oxydatif, pourraient causer au niveau du site enflammé des altérations moléculaires

impliquées dans la cancérogenèse.

Des gènes connus pour intervenir dans l’inflammation, notamment ceux codant la COX-2,

la iNOS (inducible nitric oxide synthase) et des cytokines, voient leur expression fortement

stimulée au niveau du site d’inflammation de la muqueuse colique et cette surexpression est

maintenue dans les tumeurs qui y sont associées.

2.2.1. Médiateurs libérés lors de la réponse inflammatoire

2.2.1.1 ROS et RNS
Les radicaux libres, sous leurs formes réactives oxygénée (ROS) ou azotée (RNS), ont

normalement un rôle protecteur en neutralisant les pathogènes et en détruisant les cellules

tumorales. Mais il a été montré que iNOS, qui produit ces radicaux libres, est aussi impliquée

dans de nombreuses pathologies, telles que l’inflammation et le cancer. Il est démontré que le 

stress oxydatif qui accompagne une inflammation chronique contribue à la transformation

tumorale. Ce stress oxydatif, avec les dommages cellulaires qu’il provoque, semble jouer un 

rôle-clé dans le lien existant entre la pathogenèse de la colite ulcéreuse et celle du cancer

colorectal. Les cellules inflammatoires qui interviennent dans la colite génèrent des espèces

ROS et RNS. Ainsi, chez les patients atteints d’une maladie inflammatoire de l’intestin, non 

seulement les neutrophiles et les macrophages libèrent des radicaux libres et des molécules

pro-oxydantes lors de la réaction inflammatoire aiguë, mais les tissus enflammés expriment

également fortement la iNOS et les espèces ROS/RNS. De même la iNOS et le NO (nitric

oxide) sont détectés à des taux très élevés dans les tumeurs par rapport au taux d’expression 

basale dans les tissus normaux. Des travaux ont révélé que les souris Min (iNOS-/-)

présentaient beaucoup moins d’adénomes que les animaux Min (Ahn et Ohshima, 2001).

ROS et RNS agissent en oxydant et en endommageant l’ADN, soit directement, soit en 

interagissant avec d’autres radicaux ou des composants cellulaires (figure 8). Le NO et ses 
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dérivés, produits par les phagocytes, peuvent intervenir dans le processus séquentiel de la

cancérogenèse en générant des dommages dans l’ADN, l’ARN et les protéines ainsi que des 

péroxydations de lipides membranaires qui aboutissent à la formation de produits mutagènes

et génotoxiques (Burcham, 1998; Hussain et al., 2003; Marnett et DuBois, 2002). Les cellules

inflammatoires activées réduisent, grâce à la NADPH oxydase, l’oxygène en radicaux libres 

superoxydés qui peuvent générer des radicaux hydroxylés encore plus réactifs (Frenkel,

1992). D’autre part, l’anion superoxyde peut former de l’hydrogène peroxyde qui produit des 

lésions site-spécifiques dans l’ADN. 

Figure 8: Principaux effets des ROS et RNS impliqués dans la cancérogenèse au niveau du site d’inflammation.
L’inflammation consécutive à une agression cellulaire se traduit par le recrutement de cellules de l’inflammation dans les tissus. 
L’activation de ces cellules par des cytokines ou des composants bactériens conduit à la formation de radicaux libres, tels que ROS
(reactive oxide species) et RNS (reactive nitrogen species). Ils participent à la progression tumorale en générant des dommages dans les
lipides, les protéines et l’ADN. La peroxydation des lipides de la membrane cellulaire oxyde l’ADN, augmentant les risques de mutations.
Les radicaux libres peuvent également modifier directement des protéines impliquées dans la cancérogenèse ou encore causer des
lésions directes de l’ADN. Ils sont aussi capables d’induire l’expression de la COX-2 et la libération de VEGF favorisant la prolifération et
l’angiogenèse (Hussain et al., 2003).
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Les espèces réactives ROS et RNS peuvent causer des altérations génétiques, des

instabilités génomiques et des méthylations aberrantes de bases. En effet, H2O2 est capable

d’inactiver le système de réparation de l’ADN, en dénaturant les complexes protéiques du 

MMR, et génère ainsi un phénotype MSI caractéristique des tissus tumoraux (Chang et al.,

2002). Des études ont, en outre, montré que ces ROS et RNS peuvent induire in vitro des

modifications dans les séquences répétitives d’ADN et pourraient ainsi être à l’origine de 

l’instabilité des microsatellites au niveau de la muqueuse colique enflammée.

Les radicaux hydroxylés (OH-) et le peroxynitrite (ONOO-) sont des espèces très réactives

qui induisent des lésions oxydatives et des nitrations de l’ADN (Nam et al., 2004). Les

espèces réactives dérivées du NO sont libérées par les cellules inflammatoires et peuvent agir

sur les cellules épithéliales voisines en provoquant des mutations somatiques dans les gènes-

clés impliqués dans la cancérogenèse. Ainsi ROS et RNS sont capables d’induire une 

destruction et une prolifération cellulaires qui vont favoriser sélectivement les clones qui

comportent des mutations.

Les radicaux libres, produits pendant l’inflammation chronique, peuvent induire des 

mutations et des modifications post-traductionnelles de protéines associées au cancer. Ces

dommages peuvent aboutir à la dérégulation de processus cellulaires comme la réparation de

l’ADN (Chang et al., 2002), le cycle cellulaire (Pervin et al., 2001) et l’apoptose (Melino et

al., 1997). Les radicaux libres sont capables de moduler la croissance cellulaire et la

promotion tumorale en activant des voies de signalisation conduisant à l’induction de proto-

oncogènes, comme c-FOS, c-JUN et c-MYC.

Dans la muqueuse colique, au niveau du site d’inflammation, l’augmentation de l’activité 

de la iNOS est corrélée avec l’apparition de mutations dans p53 générées par le NO, présent

alors en forte concentration (Hofseth et al., 2003b). L’expansion sélective des clones de 

mutants p53 qui en découle pourrait participer à la cancérogenèse (Greenblatt et al., 1994).

De nombreuses études ont montré que les inhibiteurs de la iNOS réduisent l’inflammation, 

la tumorigenèse, l’angiogenèse ainsi que les métastases (Hofseth et al., 2003a). Les ROS et

RNS ont, en plus, la possibilité de stimuler l'expression de médiateurs importants dans la

cancérogenèse comme le VEGF (Ambs et al., 1998) qui permet la vascularisation des

tumeurs, ou encore la COX-2 (Landino et al., 1996).
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2.2.1.2. Les prostaglandines et la COX-2

La cyclooxygénase-2 (COX-2) est surexprimée aux stades précoces de la cancérogenèse

colique et l’augmentation de son expression est détectée dans 85% des adénocarcinomes du 

côlon (Kargman et al., 1995; Zhang et Sun, 2002).

La cyclooxygénase (Cox et al., 2004) catalyse la première étape d’oxydation de l’acide 

arachidonique aboutissant à la synthèse des prostanoïdes (PGs), qui regroupent le

thromboxane A2 (TXA2), les prostaglandines (PGE2, PGD2, PGF2) et la prostacycline (PGI2).

Les PGs interviennent dans des processus physiologiques tels que la coagulation sanguine,

l’ovulation, le métabolisme osseux, la croissance et le développement neuronal, la 

cicatrisation, la fonction rénale et les réponses immunitaires. La COX-1 et la COX-2 sont les

deux isoformes identifiées de la cyclooxygénase (Kujubu et al., 1991; Xie et al., 1991). Alors

que la COX-1 est constitutivement exprimée dans la majorité des tissus et est impliquée dans

l’homéostasie, la COX-2 constitue la forme inductible de l’enzyme et son expression est 

stimulée par des facteurs de croissance, des agents mitogènes, des hormones ou encore des

cytokines. Le taux d’expression de la COX-2 augmente fortement dans des pathologies,

souvent inflammatoires (Ashida et al., 2003; Catley et al., 2003; Singh-Ranger et al., 2003).

En effet il a été montré que cette enzyme est surexprimée au niveau des sites d’inflammation 

(Herschman et al., 1995). En outre, son expression augmente dans 40 % des adénomes

colorectaux et dans 85 % des adénocarcinomes par rapport aux tissus épithéliaux normaux,

tandis que le taux de COX-1 reste constant dans tous les cas (Eberhart et al., 1994). D’autre 

part, la COX-2 est également surexprimée dans d’autres néoplasmes épithéliaux humains 

(Soslow et al., 2000), comme le cancer du sein (Half et al., 2002), du pancréas (Tucker et al.,

1999), de l’œsophage (Shamma et al., 2000), de l’estomac (van Rees et al., 2002) et de la

langue (Wolff et al., 1998).

Modulation de l’expression de la COX-2

La surexpression de la COX-2 dans les tumeurs colorectales est due à une augmentation

de la transcription de son gène et à la stabilisation de son ARN messager (Dixon et al., 2001).

Plusieurs voies de signalisation interviennent dans la régulation de cette expression : la voie

des kinases ras/MEK/ERK, celle de Rho B ainsi que la voie Akt/PKB (Shao et al., 2000;

Sheng et al., 2001a). L’expression de la COX-2 est rapidement induite par de nombreux

stimuli: notamment par les médiateurs de l’inflammation comme l’interleukine 1(IL-1), le

TNF-, le lipopolysaccharide (LPS), l’IL-6 et l’interféron (IFN-), mais également par des
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facteurs de croissance comme l’EGF (epidermal growth factor), le TGF-et -(transforming

growth factor), le bFGF (basic fibroblast growth factor) et le PDGF (platelet-derived growth

factor), ainsi que les acides gras, les sels biliaires et les mucines sécrétées par les cellules

cancéreuses coliques (Glinghammar et Rafter, 2001; Inaba et al., 2003; Jones et al., 1993;

Wendum et al., 2004). En outre, l’expression de la COX-2 est régulée par l’activation 

d’oncogènes, comme k-ras, et la répression de gènes supresseurs de tumeurs, tels que p53,

connus pour être impliqués dans la cancérogenèse colique.

a) Principaux effets de l’expression de la COX-2 dans la cancérogenèse colique

 mécanismes indépendants de la production des PGE2

La COX-2 pourrait jouer un rôle dans la cancérogenèse colique en activant directement

des carcinogènes (figure 9). En effet, elle possède une activité peroxydase lui permettant

d’agir sur les hydrocarbures polycycliques, les aflatoxines, les pesticides halogénés et les 

phénols (Shiff et Rigas, 1997).

Figure 9 : La COX-2 est impliquée dans plusieurs phénomènes cellulaires qui participent à la tumorigenèse
gastrointestinale. La COX-2 transforme l’acide arachidonique (AA) en prostanoïdes et notamment en PGE2. Les PGE2 sont
connus pour être capables de stimuler la prolifération et l’angiogenèse, tandis qu’elles inhibent l’apoptose et les réponses 
immunitaires. L’apoptose est inhibée par l’augmentation de l’expression de Bcl-2 qui est induite par la chute du taux en acide
arachidonique converti par la COX-2 et par les PGE2, soit directement, soit via leurs récepteurs EP qu’elles activent. 
(Backlund et al., 2005; Cao et Prescott, 2002).
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D’autre part, la COX-2 transforme l’acide arachidonique en prostaglandine H2 (PGH2),

intermédiaire qui lui-même est converti ensuite en PGs par diverses prostaglandine synthases

spécifiques. Cependant, les PGH2 peuvent être transformées en malondialdéhyde qui est un

mutagène formant directement des adduits avec les désoxynucléosides (Prescott et White,

1996). Enfin, l’acide arachidonique libre, dont le taux est réduit par l’activité de la COX-2,

possède lui-même des propriétés pro-apoptotiques (Cao et al., 2000).

mécanismes dépendants des PGE2

Parmi les prostaglandines produites par la COX-2 dans les tumeurs colorectales, les PGE2

sont les plus abondamment trouvées dans les CCR (Rigas et al., 1993). Elles favorisent la

progression tumorale en stimulant la prolifération cellulaire et l’angiogenèse, en inhibant 

l’apoptose, en augmentant le pouvoir invasif des cellules et en modulant 

l’immunosuppression (Backlund et al., 2005). Les modèles animaux de tumorigenèse

intestinale ont permis de confirmer ces rôles des PGE2. En effet, l’administration de PGE2 à

des souris ApcMin, ou souris Min (multiple intestinal neoplasia), neutralise la régression des

adénomes coliques induite par le traitement par des AINS qui inhibent spécifiquement la

COX-2 (Hansen-Petrik et al., 2002). Wang et al confirment ces résultats en montrant que le

traitement des souris ApcMin par les PGE2 augmente considérablement la taille et le nombre

des adénomes intestinaux (Wang et al., 2004). Les PGE2 aggravent, en outre, les tumeurs

coliques induites chez les rats par l’azoxyméthane (AOM), un cancérigène chimique 

spécifique du côlon (Kawamori et al., 2003).

Effets des PGE2 sur la prolifération cellulaire et l’apoptose

Les PGE2 sont capables de stimuler le développement tumoral en induisant la prolifération

cellulaire (Sheng et al., 2001b) et en inhibant l’apoptose (Sheng et al., 1998). Cette

prolifération pourrait être médiée par la transactivation du récepteur de l’EGF par les PGE2

(Pai et al., 2002) et l’inhibition de l’apoptose semble être causée par l’augmentation de

l’expression de Bcl-2.

Une étude a révélé que les PGs, notamment les PGE2, augmentent la synthèse d’ADN et la 

prolifération cellulaire des hépatocytes de rats (Kimura et al., 2000).
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Effets des PGE2 sur l’angiogenèse

De nombreux travaux ont montré que la COX-2 tient un rôle important dans l’angiogenèse 

(Tsujii et al., 1998). En effet, elle est impliquée dans la libération de facteurs pro-

angiogéniques, tels que le VEGF (vascular endothelial growth factor) et le bFGF dans les

CCR (Cianchi et al., 2001). L’expression de la COX-2 et les PGE2 qu’elle produit, 

augmentent l’adhésion cellulaire, la motilité et le pouvoir invasif des cellules cancéreuses 

coliques (Sheng et al., 2001b; Tsujii et al., 1997). Ces phénomènes jouent des rôles

prépondérants dans le développement métastasique.

D’autre part, lorsque l’on surexprime la COX-2 dans les cellules cancéreuses coliques

Caco-2, le pouvoir invasif de ces cellules est amplifié, la MMP-2 est activée et le taux en

ARN de cette métalloprotéinase augmente (Tsujii et al., 1997). L’expression de la COX-2

dans les cellules des lignées Caco-2 et HCA-7 est également associée à une forte production

de VEGF, de bFGF, de TGF-1, de PDGF et d’endothéline-1. Tous ces facteurs sont connus

pour stimuler la migration des cellules endothéliales ainsi que la formation des vaisseaux

(Tsujii et al., 1998). Chez l’homme, une forte relation entre la COX-2 et la production de

VEGF est décrite dans les CCR et leur expression augmente avec la formation de capillaires

sanguins (Cianchi et al., 2001).

Enfin, Les PGE2 peuvent favoriser la progression tumorale en causant une

immunosupression chez le sujet (Kojima et al., 2001).

b) Les récepteurs des PGE2

Les prostaglandines peuvent agir localement de façon autocrine ou paracrine. Elles

activent, en s’y liant, une famille de récepteurs couplés aux protéines G, appelés EP1, EP2,

EP3 et EP4 (Coleman et al., 1994; Suda et al., 1996). Dans les cellules cancéreuses coliques,

les PGE2 stimulent la croissance et la motilité cellulaires, via le récepteur EP4, par l’activation 

de la voie PI3K/AKT/protéine kinase B (PI3K/AKT/PKB) (Sheng et al., 2001b). EP2 et EP3

sont également présents dans ces cellules et ont la même affinité pour les PGE2 que EP4. Alors

que EP1, EP2 et EP4sont impliqués dans la promotion du CCR, l’activation du récepteur EP3

réduit le développement tumoral (Shoji et al., 2004). Tout récemment, il a été montré que le

traitement de rats avec un antagoniste du récepteur EP1 entraîne une réduction du nombre de

cryptes anormales dans la muqueuse colique de ces animaux chez lesquels ces tumeurs

colorectales avaient été induites par l’AOM puis amplifiées par l’administration de PGE2
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(Niho et al., 2005). Ces récepteurs pourraient être des cibles thérapeutiques intéressantes dans

le traitement des CCR. Une autre voie thérapeutique est également très explorée : celle des

anti-inflammatoires non stéroïdiens ou AINS.

c) Les anti-inflammatoires non stéroïdiens

Dans plusieurs études épidémiologiques, une réduction significative de la mortalité des

cancers colorectaux a été observée chez les patients prenant des anti-inflammatoires non

stéroïdiens (AINS) par rapport aux individus qui n’en recevaient pas. Les AINS inhibent

l’activité enzymatique des deux isoformes de la cyclooxygénase mais seuls les inhibiteurs 

sélectifs de la COX-2, tels le rofecoxib, le celecoxib ou le valdecoxib, montrent un effet

protecteur dans la formation de polypes (Subbaramaiah et al., 1997). Des études sur les

populations révèlent que la consommation régulière d’AINS, comme l’aspirine (Baron et al.,

2003; Sandler et al., 2003), sur une période de dix à quinze ans, peut diminuer de 40 à 50 % le

risque de CCR (DuBois et al., 1996a). La même constatation est faite pour les cancers de

l’oesophage et de l’estomac (Langman et al., 2000). Mais la prise prolongée des AINS non

sélectifs peut avoir des effets secondaires indésirables comme des nausées, une dyspepsie, une

gastrite, des douleurs abdominales ou une ulcération gastro-duodénale.

L’implication de la COX-2 dans la cancérogenèse épithéliale a pu être démontrée grâce

aux modèles animaux de cancer du côlon et du sein (Backlund et al., 2005; Sinicrope et Gill,

2004; Zha et al., 2004). L’expression de la COX-2 a été révélée dans les adénomes

intestinaux des rats traités à l’AOM (DuBois et al., 1996b) et des souris ApcMin (ou souris

Min) qui portent une mutation dominante dans le gène Apc (Williams et al., 1996). Le nombre

et la taille des polypes dans la muqueuse de souris Apc716 est radicalement réduit (80 %)

chez les souris déficientes pour le gène de la COX-2, par rapport aux souris Apc716 et cox-

2+/+ (Chulada et al., 2000). Par ailleurs, le traitement de ces souris Apc716 possédant le gène

sauvage de la COX-2 avec un inhibiteur sélectif de la COX-2 réduit efficacement le nombre

des polypes (Jacoby et al., 1996; Jacoby et al., 2000; Oshima et al., 1996). Cette enzyme

constitue donc une cible potentielle pour le traitement et la prévention du CCR par les anti-

inflammatoires non stéroïdiens. En effet, depuis plus d’une dizaine d’années, l’effet des AINS 

sur l’incidence du CCR est reconnue (Giardiello et al., 1993). L’influence de ces anti-

inflammatoires sur l’incidence du cancer confirme que la COX-2 pourrait jouer un rôle

primordial dans la cancérogenèse colique.
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AINS et apoptose

Une augmentation de l’apoptose est observée après un traitement aux AINS dans 

l’épithélium intestinal des modèles animaux de CCR ainsi que chez les patients atteints de 

FAP (Sinicrope et al., 2004). Bien que le mécanisme d’action des AINS sur l’inhibition de 

l’apoptose soit encore méconnu, il apparaît qu’ils peuvent déclencher la voie apoptotique 

mitochondriale dépendante des caspases dans les cellules cancéreuses coliques (Sun et al.,

2002) et qu’ils diminuent le taux de la protéine anti-apoptique Bcl-XL (Zhang et al., 2000).

Par ailleurs, les cellules épithéliales intestinales de rats transfectées avec un ADNc codant

la COX-2 présentent une adhérence accrue à la matrice extracellulaire, une résistance à

l’apoptose induite par le butyrate et une surexpression de Bcl-2 (Tsujii et DuBois, 1995).

Cependant les fonctions normales sont restaurées par le sulindac, un inhibiteur sélectif de la

COX-2. Sun et al. (2002) ont montré que lorsqu’ils induisent la surexpression de la COX-2

dans les cellules cancéreuses coliques humaines HCT-15, l’apoptose induite par les AINS est 

inhibée. Toutes ces données suggèrent que la COX-2 peut contribuer à la progression

tumorale en réduisant l’apoptose.

AINS et angiogenèse

Dans les années 1980, les travaux de Peterson et al. montrèrent que les AINS étaient

capables d’inhiber la vascularisation dans les xénogreffes tumorales, mettant ainsi en

évidence le lien qui existe entre les PGs et l’angiogenèse (Peterson, 1983). Depuis, des études

ont montré que les inhibiteurs spécifiques de la COX-2 sont capables de réduire l’angiogenèse 

in vitro (Tsujii et al., 1998) et in vivo (Masferrer et al., 2000). L’aspirine, notamment, inhibe 

l’angiogenèse et la production de facteurs angiogéniques dans les cellules cancéreuses 

coliques qui surexprimaient la COX-2.

2.2.1.3. Les cytokines proinflammatoires

Le microenvironnement d’une tumeur épithéliale est complexe et est constitué d’une 

grande variété cellulaire : cellules tumorales, fibroblastes, cellules endothéliales et leucocytes

infiltrants. Non seulement les cellules de l’inflammation présentes au niveau de cette tumeur 

(neutrophiles, cellules dendritiques, macrophages, éosinophiles, mastocytes et lymphocytes)

mais également les cellules tumorales sont capables de produire diverses cytokines et

chimiokines qui exercent un contrôle autocrine et paracrine sur ce microenvironnement

néoplasique. Elles agissent sur la croissance et la survie des cellules tumorales, régulent le

développement et le remodelage de la matrice extracellulaire, contrôlent l’infiltration des 

leucocytes, stimulent la néovascularisation, modulent la réponse immune et semblent
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intervenir sur les processus de formation des métastases (Baier et al., 2005; Wilson et

Balkwill, 2002).

Il a été montré que les cellules néoplasiques peuvent libérer de l’IL-6 et du CSF-1

(colony-stimulating factor-1) qui stimulent la différenciation des précurseurs myéloïdes en

cellules macrophage-like (Allavena et al., 2000).

Les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) tiennent un rôle important parmi les

cellules inflammatoires dans les tissus néoplasiques et y sont recrutés par les chimiokines

MCP (monocyte chemoattractant protein). Les TAMs peuvent agir de deux façons différentes

dans les néoplasmes: activés par l’IL-2, l’IFN et l’IL-12, ils peuvent éliminer les cellules

tumorales, ou bien stimulés par CCL2/MCP-1 et CCL5/RANTES, ils peuvent participer à la

progression tumorale en produisant des facteurs de croissance angiogéniques et

lymphangiogéniques, des cytokines et des protéases (Brigati et al., 2002; Schoppmann et al.,

2002). Il a été montré que, dans les mélanomes, les macrophages produisent du TGF-, du

TNF-, de l’IL-1, de l’acide arachidonique et des protéases extracellulaires (Torisu et al.,

2000). Dans un modèle animal de cancer mammaire, les souris portant une délétion du gène

codant le CSF-1 présentent une réduction des métastases pulmonaires et un retardement du

développement des carcinomes (Lin et al., 2001). Ces modèles animaux ont ainsi permis de

confirmer l’importance des macrophages dans la cancérogenèse. 

Il a aussi été montré que les TAMs ainsi que les cellules tumorales sont capables de

libérer de l’IL-10 qui inhibe l’action anti-tumorale des cellules T cytotoxiques, participant

ainsi à l’immunosuppression observée dans les cancers.

Le microenvironnement avoisinant la tumeur contient des cellules immunitaires qui

libèrent des cytokines et des chimiokines tels le TNF-, l’IL-1, l’IL-6 et l’IL-8 mais

également des enzymes dégradant la matrice, des facteurs de croissance et des espèces

réactives ROS/RNS. De très récents travaux ont montré que l’exposition prolongée des 

cellules épithéliales coliques, à partir de trois jours de stimulation, au TNF- et/ou à l’IFN-

provoque in vitro une forte induction de la iNOS et une augmentation des lésions dans

l’ADN (Seidelin et Nielsen, 2005).

Toutes ces etudes ont montré qu’une association étroite existe entre le développement 

d’un néoplasme au niveau du tractus gastro-intestinal et une maladie intestinale inflammatoire

ou IBD. Cette dernière est caractérisée par une forte libération de cytokines pro-

inflammatoires par les leucocytes au niveau de la muqueuse. Leur production est régulée par
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le facteur de transcription NF-B (Jobin et Sartor, 2000a; Neurath et al., 1998). En l’absence 

de stimulation, NF-B est associé dans le cytoplasme à un complexe inhibiteur de B

constitué des protéines IB, IB, IBet IB. En réponse à divers stimuli (cytokines pro-

inflammatoires, produits bactériens, stress oxydatif), ces protéines peuvent être phosphorylées

par des IB kinases (IKs) puis dégradées. NF-B ainsi libéré est transloqué dans le noyau où

il se lie à l’ADN afin de réguler l’expression des gènes cruciaux dans le processus 

inflammatoire comme ceux codant le TNF-, l’IL-1, l’IL-6, l’IL-8 et la COX-2 (Jobin et

Sartor, 2000b). L’implication de l’activation de NF-B a été démontrée dans l’inflammation 

et la survie cellulaire (Chen et al., 2003; Maeda et al., 2003). En plus de l’inflammation, 

l’activation prolongée de NF-B semble contribuer à la cancérogenèse (Karin et al., 2002).

L’activation de NF-B en réponse à l’inflammation chonique semble avoir un rôle 

particulièrement important dans la cancérogenèse gastro-intestinale notamment dans le cancer

gastrique et le cancer associé à la colite ulcéreuse. NF-B est activé dans les macrophages de

la lamina propria et dans les cellules épithéliales au niveau des tumeurs coliques chez des

patients présentant une IBD (Lind et al., 2001; Rogler et al., 1998; Yu et al., 2003).

Le modèle murin de cancer associé à la colite, décrit par Greten et al. (2004) a permis

d’établir que NF-B constitue le lien central entre l’inflammation et la cancérogenèse. Dans 

ce modèle animal, l’inactivation de la voie IKNF-B entraîne une réduction de

l’inflammation et limite la tumorigenèse au niveau intestinal. NF-B semble contribuer à la

progression tumorale par deux mécanismes différents selon le type cellulaire. La voie

IKNF-B est activée dans les entérocytes ainsi que dans les cellules myéloïdes

environnantes et Kcontribue à la progression tumorale dans ces deux types cellulaires.

Dans les cellules épithéliales, K stimule la cancérogenèse en inhibant l’apoptose via la

voie mitochondriale. Il a été montré que la délétion de Kdans les entérocytes diminue

fortement l’incidence des tumeurs coliques en activant l’apoptose de ces cellules via

l’induction de Bcl-XLmais sans, cependant, réduire l’inflammation. Le deuxième mécanisme

impliquant NF-B a été mis en évidence dans les cellules de la lignée myéloïde de ces souris

où la délétion de IKentraîne une diminution significative de la taille des néoplasmes

coliques, accompagnée d’une augmentation de l’expression de cytokines proinflammatoires

mais sans affecter, dans ce cas, l’apoptose. Ces deux mécanismes médiés par NF-B

combinés semblent être impliqués dans la cancérogenèse associée à l’inflammation au niveau 

du côlon. En outre, chez les patients atteints de cancer associé à la colite, le traitement par des



49

AINS semble inhiber la voie IkK/NF-B (Yamamoto et al., 1999; Yin et al., 1998), en plus

de l’inhibition de la COX-2 et de la synthèse de PGs (Gupta et Dubois, 2001).

Ainsi, en plus de leur rôle dans l'inflammation, les cytokines et chimiokines sont

largement reconnues pour avoir des effets qui peuvent favoriser le développement tumoral en

régulant la prolifération cellulaire, l'apoptose ou encore l'angiogenèse.

a) Les chimiokines

Les chimiokines sont des cytokines chimioattractantes qui recrutent les leucocytes au

niveau du site d’inflammation. Elles appartiennent à une grande famille de molécules de 

petite taille (7-15 kDa) qui est subdivisée en quatre groupes en fonction de l’arrangement des 

résidus cystéine à l’extrémité N-terminale : les chimiokines C-X-C (un acide aminé entre

deux cystéines), les chimiokines C-C (deux cystéines adjacentes), les chimiokines C et le

groupe C-X3-C (Bazan et al., 1997; Kelner et al., 1994; Luster, 1998).

Certaines cellules tumorales non seulement régulent l’expression de leur chimiokines pour 

participer au recrutement des cellules inflammatoires mais utilisent également ces médiateurs

solubles pour favoriser la progression tumorale. Le meilleur exemple d’une telle influence des 

chimiokines sur la prolifération des cellules néoplasiques est celui des mélanomes. In vitro, la

prolifération des mélanocytes est inhibée en bloquant GRO ou le récepteur CXCR2

(Norgauer et al., 1996). La surexpression de GRO, GROou GROdans de nombreuses

lignées tumorales amplifie le développement de mélanome chez les souris dites nude

(Balentien et al., 1991; Owen et al., 1997). Les chimiokines à motif CXC présentent une

activité autocrine dans la progression des cancers du pancréas, des voies aéro-digestives

supérieures et de la langue (Farrow et Evers, 2002; Vicari et Caux, 2002). Ces mêmes

chimiokines sont reconnues comme des facteurs pro-angiogéniques qui stimulent la migration

des cellules endothéliales (Strieter et al., 1995).

Le tractus gastro-intestinal constitue le plus grand réservoir de lymphocytes de

l’organisme. Son inflammation résultant d’une infection, d’une irritation ou d’une IBD est 

associée à un recrutement et une activation des leucocytes au niveau de la muqueuse (figure

10). Les chimiokines sont libérées lors de l’initiation et la persistance de cette inflammation. 

Les chimiokines importantes dans la réponse immunitaire innée sont MCP-1/CCL-2 et

RANTES/CCL5 qui sont capables d’attirer les monocytes et les éosinophiles, ainsi que IL-

8/CXCL8 ou ENA-78/CXCL5 qui recrutent les neutrophiles et les lymphocytes T (LTs) au
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site d’infection. Les cellules épithéliales de la muqueuse interviennent également dans la 

réponse immunitaire adaptative en produisant les chimiokines IP-10/CXCL10 et Mig/CXCL9

ou MIP-3/CCL20, qui attirent les LTs et les cellules dendritiques immatures (Dwinell et al.,

2003). Cette production de chimiokines peut être induite lors de l’infection par un pathogène 

microbien ou par des cytokines proinflammatoires comme le TNF-, L’IL-1 ou l’INF-

IL-8 et CXCL5 sont sécrétées en grandes quantités par les entérocytes en réponse à la

stimulation par les cytokines proinflammatoires chez les patients atteints d’une IBD. CXCL5 

est détectée lors de l’initiation de la maladie alors que l’IL-8 est libérée à des stades plus

tardifs. CCL2/MCP-1 semble stimuler la libération de facteurs angiogéniques ou d’enzymes 

dégradant la matrice extracellulaire par les leucocytes infiltrants et pourrait ainsi participer à

la métastase. Au contraire, IP-10/CXCL10 et Mig/CXCL9 semblent réduire l’angiogenèse. En

outre, l’administration de CXCL10 ou de CXCL9, respectivement combinée à celle d’IL-12

ou d’IL-2, conduit à une réduction des adénocarcinomes coliques chez la souris. De même,

MIP-3/CCL20 participe à l’inhibition de la croissance tumorale en stimulant les LT

cytotoxiques spécifiques des tumeurs.

Figure 10 : Rôle des chimiokines dans la pathogenèse intestinale. Un large éventail de chimiokines
CXC, CC et CX3C est produit par l’épithélium intestinal en réponse à des bactéries, à des composants 
bactériens ou à des cytokines et régule les cellules immunitaires de la muqueuse intestinale. (Dwinell et
al., 2003)
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La présence de récepteurs à chimiokines, tels que CXCR4, CCR5 et CX3CR1 dans la

membrane des cellules épithéliales intestinales permet une régulation autocrine et paracrine de

la synthèse de ces chimiokines.

 Interleukine-8 ou IL-8

L’IL-8 est un membre de la superfamille des chimiokines et est produite par divers types

cellulaires dont les monocytes (Lindley et al., 1988), les neutrophiles (McCain et al., 1993),

les myoblastes (De Rossi et al., 2000), les cellules endothéliales (Gimbrone et al., 1989) et les

cellules épithéliales (Eckmann et al., 1993; Rollins, 1997). L’IL-8 possède deux récepteurs

CXCR1 et CXCR2 (ou IL-8RA et IL-8RB) qui appartiennent à la famille des récepteurs

couplés aux protéines G (Cerretti et al., 1993; Holmes et al., 1991).

In vitro, il a été montré que les lignées de cellules cancéreuses coliques produisent de l’IL-

8 mais cette dernière est également détectée dans les carcinomes de côlon humain. Les

cellules cancéreuses coliques (Brew et al., 1996; Eckmann et al., 1993; Kelly et al., 1994)

expriment constitutivement l’IL-8 mais cette production basale est stimulée lors de

l’inflammation sous l’effet de cytokines in vitro. De même, in vivo, l’IL-8 est produite de

façon constitutive par les cellules normales des cryptes de la muqueuse colique humaine et

son expression augmente dans les IBD (Gibson et Rosella, 1995). Brew et al. ont montré in

vitro que l’IL-8 stimule la prolifération des cellules des lignées cancéreuses coliques

HCT116A, HT29 et Caco-2 et que l’IL-8 peut agir comme facteur de croissance autocrine sur

ces cellules (Brew et al., 2000).

Outre son action chimioattractive sur les neutrophiles, l’IL-8 possède la capacité à

promouvoir la prolifération des cellules tumorales dans les mélanomes (Schadendorf et al.,

1994), les cancers du sein (Youngs et al., 1997), des ovaires (Venkatakrishnan et al., 2000),

de la prostate (Inoue et al., 2000), de la langue (Yao et al., 2005), du foie, du pancréas, de

l’estomac (Kitadai et al., 1998) et du côlon (Brew et al., 2000).

Dans un modèle murin de cancer obtenu après injection de cellules de fibrosarcome,

Haqqani et al. (2000) ont montré que l'infiltration des neutrophiles mais également le taux de

mutations dans l'ADN est proportionnel à l'expression d'IL-8 par les cellules tumorales. Les

mêmes auteurs ont également montré que l'IL-8 favorise la prolifération cellulaire : en effet

après injection de cellules de fibrosarcome à des souris « nude », il s'est avéré que la tumeur

croît plus vite lorsque ces cellules surexpriment l'IL-8 (Haqqani et al., 2001).

De nombreuses études ont montré que l’IL-8 stimule la réponse inflammatoire (Moser et

al., 1993), la prolifération des cellules tumorales (Brew et al., 2000) et la migration des
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cellules de lignées épithéliales coliques (Wilson et al., 1999). En effet, par sa liaison à son

récepteur CXCR, l’IL-8 induit la prolifération et la migration des cellules Caco-2. Très

récemment il a été montré que cette stimulation implique la transactivation du récepteur

EGFR médiée par l’enzyme protéolytique ADAM10 appartenant à la famille des «A

Disintegrin And Metalloproteinase » (Wolfsberg et al., 1995) qui clivent le précurseur

proHB-EGF en ligand soluble actif de l’EGFR (Itoh et al., 2005; Tanida et al., 2004).

L’expression de l’IL-8 est plus importante dans les cellules cancéreuses coliques que dans

les cellules intestinales normales, et est encore amplifiée à un stade métastatique.

L’expression de ses récepteurs est, en outre, plus importante dans les lignées KM12C et 

KM12L4 métastatiques que dans la lignée Caco-2 non métastatique (Li et al., 2001). Ceci

suggère que cette chimiokine joue un rôle important dans la croissance et la métastase des

carcinomes coliques et semble agir comme un facteur de croissance autocrine ou paracrine.

En outre, l’inhibition de la production d’IL-8 ou l’inactivation de ses récepteurs CXCR par 

des anticorps spécifiques réduit la prolifération de ces cellules coliques cancéreuses. Cette

étude montre, d’autre part, que l’IL-8 exogène augmente l’adhérence de ces dernières aux 

cellules endothéliales. Cette chimiokine semble donc contribuer à l’angiogenèse dans le 

cancer colique.

Stimulation de la production d’IL-8

Les cytokines proinflammatoires tels le TNF- et l’IL-1 et 1-, produites dans la

muqueuse intestinale durant la maladie inflammatoire sont capables elles aussi de réguler

l’expression de l’IL-8 dans l’épithélium colique (Mitsuyama et al., 1994; Sartor, 1994).

L’activation de leurs récepteurs EP4 par les PGE2 exogènes induit une augmentation

importante de l’expression de l’ARNm de l’IL-8 et de la production de la protéine dans les

cellules coliques humaines T84 (Yu et Chadee, 1998) alors que les PGE2 inhibent cette

transcription dans les macrophages et les monocytes (Wertheim et al., 1993) et n’ont aucun 

effet sur la libération d’IL-8 par les neutrophiles (Agro et al., 1996). Cependant, certains

travaux sont en contradiction avec ces données, notamment ceux de Sasaki et al. (2000) et de

Toshina et al. (2000). En effet l’administration d’un analogue des PGE2, l’enprostil, à des rats 

avec une colite aiguë, provoque une diminution du taux de GRO/CINC-1, l’homologue de 

l’IL-8 chez le rat, dans les tissus enflammés (Sasaki et al., 2000). In vitro, l’enprostil inhibe la 

production d’IL-8 par les lignées des cellules HT-29, SW620 et Caco-2 (Toshina et al., 2000).

Ces effets inverses des PGE2 rappellent le rôle à la fois protecteur et agressif du NO en

fonction de sa concentration et des cellules-cibles (Hofseth et al., 2003a).
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b) TNF-

Le TNF (tumor necrosis factor) est un polypeptide de 17 kDa dont la forme

biologiquement active est trimérique. Il peut se lier à deux récepteurs situés à la surface de la

cellule : p55 et p75 (Zambello et al., 2000). Le TNF- est un médiateur majeur de

l'inflammation. Il stimule une cascade d’autres cytokines, de chimiokines, de facteurs de 

croissance et d’adhésines endothéliales, qui recrutent et activent une série de cellules au 

niveau du tissu lésé.

L’action du TNF est  modulée par un rétrocontrôle négatif, par une répression ou une

surexpression de ses récepteurs, par la maturation de son précurseur lié à la membrane et

enfin par le clivage de ses récepteurs de la membrane. Le TNF est connu pour ses effets

inverses en fonction de sa concentration et du microenvironnement. Par exemple, dans une

maladie tumorale, à forte dose, il peut détruire sélectivement les vaisseaux sanguins

néoformés alors que sa production chronique peut contribuer au remodelage tissulaire et au

développement du stroma nécessaires à la prolifération tumorale (Fajardo et al., 1992;

Lejeune et al., 1998).

Des ARNm de TNF-sont fréquemment détectés dans les muqueuses de patients atteints

de la maladie de Crohn ou d'une colite ulcéreuse (Cappello et al., 1992). Dans le cancer

colorectal et dans divers autres cancers, cette cytokine proinflammatoire est produite par les

cellules tumorales et/ou libérée dans le stroma et son expression y est fréquemment associée à

celle de l’IL-1, de l’IL-6 et du CSF (Wilson et Balkwill, 2002).

3. LES BACTERIES DANS LA CANCEROGENESE DU TRACTUS GASTRO-

INTESTINAL

Une des premières fonctions de la flore commensale dans l’intestin est de métaboliser les 

éléments nutritifs non digestibles par l’organisme (Bergman, 1990; Cummings et Macfarlane,

1997). La dégradation des hydrates de carbones complexes par les bactéries est essentielle

dans certaines synthèses de vitamines (Hill, 1997) et dans certains mécanismes d’adsorption 

du calcium, du magnésium et du fer (Younes et al., 2001). Les bactéries résidentes de

l’intestin, essentiellement coliques, sont capables de lutter contre la colonisation par de

nouvelles espèces bactériennes, pathogènes ou non. Pour assurer cette résistance à la

colonisation, les bactéries procèdent selon trois stratégies : (i) la compétition pour le substrat

et/ou les sites d’adhésion aux mucines, (ii) l’altération des conditions physiologiques comme 

le potentiel redox, le pH… et (iii) la production de bactériocines, qui sont des protéines à 
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propriétés antibiotiques et qui empêchent le développement des autres bactéries (Bourlioux et

al., 2003). Ainsi, la flore colique peut être bénéfique et même essentielle à la santé de

l’organisme, mais certaines bactéries peuvent devenir pathogènes et parmi celles-ci, certaines

sont maintenant reconnues comme agents promoteurs du cancer colorectal.

L’infection bactérienne pourrait participer à l’initiation et/ou à la promotion de la

cancérogenèse par deux mécanismes :

la bactérie en persistant dans l’hôte peut y induire une inflammation chronique;

en interagissant directement avec les cellules de l’hôte, la bactérie ou ses composants 

pourraient moduler des voies de signalisation intracellulaires qui contrôlent la prolifération

cellulaire, l’apoptose ou encore l’angiogenèse.

3.1. Bactéries dans l’inflammation associée au cancer colorectal
De plus en plus d’études démontrent l’implication de microorganismes dans l’induction de 

l’inflammation chronique au niveau colique. La flore intestinale constitue le stimulus majeur 

de l’activation et de la maturation du système immunitaire intestinal. Le développement de 

l’inflammation chronique lors d’une IBD semble être induite en partie par la flore

commensale, puisque les souris « nude» et axéniques, élevées en l’absence de bactéries, ne 

présentent pas d’inflammation intestinale (Sellon et al., 1998). Martin et al. (2004) ont

récemment montré que les souches d’Escherichia coli isolées de muqueuses coliques

cancéreuses sont capables d’induire l’expression d’IL-8 dans les cellules coliques in vitro.

Cette stimulation ne dépend ni de l’adhérence ni de l’invasion par la bactérie. 

Balish et Warner (2002) ont montré qu’Enterococcus faecalis est capable d’induire une 

colite et le développement d’adénocarcinomes rectaux chez des souris dont le gène codant

l’IL-10 a été délété - ces souris constituent un modèle d’entérocolite chronique - alors

qu’aucune pathologie n’est observée pour les mêmes souris axéniques. Il faut noter que l’IL-

10 est connue pour ses effets inhibiteurs sur la réponse inflammatoire aiguë en réprimant la

prolifération des cellules T et la production de cytokines par les macrophages (IL-1, IL-6 et

TNF-) (Hagenbaugh et al., 1997).

Des études de plus en plus nombreuses soulèvent l’importance de la flore commensale 

colique dans l’induction de l’inflammation et le développement du CCR qui y est associé. En 

effet, des modèles animaux élevés en absence de bactérie ne présentent pas de colite ni de

tumeur associée contrairement aux mêmes animaux vivants en conditions standards (Engle et

al., 2002; Erdman et al., 2003; Kado et al., 2001).
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Plusieurs auteurs mettent en évidence la présence de bactéries associées à la muqueuse

dans la majorité des biopsies de côlons provenant de patients présentant des adénomes ou des

adénocarcinomes coliques, alors que les contrôles n’ayant pas de néoplasmes ne présentent 

pas de colonisation de la muqueuse (Martin et al., 2004; Swidsinski et al., 1998)

Onoue et al. (1997) ont montré que l’inoculation à des souris d’un mélange de bactéries 

fécales (E. coli, Enterococcus faecium, plusieurs espèces de bactéroïdes et de clostridium) ont

un pouvoir promoteur sur la carcinogenèse en augmentant le nombre et le taux de progression

des foyers de cryptes anormales ou FCA. Alors qu’il est reconnu que les bactéries, selon leur 

espèce, ont une influence plus ou moins importante sur la pathogenèse intestinale, il n’existe 

que peu d’études sur le rôle des espèces bactériennes considérées individuellement dans la

tumorigenèse colorectale. Par exemple, Horie et al., (1999) montrent que l’incidence des

adénomes coliques varie de 30 à 70 % selon l’espèce bactérienne (Mitsuokella multiacida,

Clostridium butyricum, Bifidobacterium longum, C. paraputrificum, E. coli ou Lactobacillus

acidophilus) qu’ils inoculent séparément à des souris prétraitées avec un agent cancérogène

chimique, la 1,2-dimethylhydrazine (DMH).

Fox et al. (1996) ont montré que Helicobacter hepaticus, une souche qui colonise

l’intestin murin, cause des hépatites nécrosantes pouvant évoluer vers un carcinome

hépatocellulaire.

Les mécanismes moléculaires mis en jeu dans l’implication des bactéries dans la 

cancérogenèse ne sont pas encore connus. Mais de nombreuses bactéries qui causent des

infections persistantes, produisent des toxines qui peuvent moduler spécifiquement des voies

de signalisation cellulaires, perturbant alors la régulation de processus cellulaires tels que la

prolifération ou l’apoptose, ou encore induisant une inflammation chronique. Mais d’autres 

toxines bactériennes peuvent directement agir comme des mutagènes et générer des

dommages dans l’ADN des cellules infectées. Par ces différents mécanismes, les bactéries 

peuvent agir comme des promoteurs de tumeurs et intervenir dans la cancérogenèse (Lax,

2005).

Nous avons vu précédemment comment le stress oxydatif peut intervenir dans la

cancérogenèse. Les bactéries sont connues pour participer à ce stress en produisant des

intermédiaires réactifs oxygénés qui vont causer des dommages à l’ADN et générer

notamment des instabilités chromosomiques CIN qui sont associées au cancer colorectal

(Huycke et Gaskins, 2004).
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Les travaux de Huycke et al. (2002) ont montré que, la souche commensale intestinale

humaine, E. faecalis, est capable de produire du superoxyde et du peroxyde d’hydrogène 

extracellulaires qui causent des mutations dans l’ADN des cellules épithéliales coliques in

vivo chez le rat et in vitro dans les cellules HT29. Les auteurs ont également montré que la

souche sauvage productrice de O2
- qui colonisait le côlon de rats y générait plus de lésions

génomiques que la souche mutante déficiente dans son système de production de O2
-.

3.2. « pattern recognition receptor » (PRRs)
Ce sont Medzhitov et Janeway qui, les premiers, suggérèrent que des récepteurs, appelés

« pattern recognition receptors » (PPRs) pourraient jouer un rôle central dans la

discrimination entre les microorganismes commensaux et les pathogènes par les cellules

immunitaires grâce à la reconnaissance spécifique de motifs moléculaires conservés

microbiens (Medzhitov et Janeway, 2002). Ces récepteurs situés sur les cellules mammifères

reconnaissent en effet les antigènes microbiens décrits comme des « pathogen-associated

molecular patterns » (PAMPs).

Les PRRs peuvent être classés en trois catégories :

- Les récepteurs solubles, parmi lesquels figurent le fragment C1q du complément,

la « mannan-binding protein » (MBP), la CRP (C reactive protein) et les protéines

NOD. Ces récepteurs agissent comme des opsonines solubles et facilitent la

phagocytose des agents infectieux.

- Les récepteurs induisant l’endocytose, tels que le récepteur du mannose et les

récepteurs scavenger, qui sont exprimés à la surface des cellules et facilitent

également la phagocytose.

- La dernière classe de PRRs comprend certaines intégrines et les « Toll-like

receptors » (TLRs). Ces récepteurs activent des voies de signalisation

intracellulaire impliquées dans la réponse immunitaire.

Les PRRs les plus étudiés actuellement appartiennent à la famille des TLRs (figure 11). Il

s’agit de protéines membranaires de type I, présentant un domaine extracellulaire riche en 

leucine LRR qui participe à la reconnaissance du ligand et une partie intracellulaire TIR

contenant un domaine d’homologie avec le récepteur de l’IL-1 (Akira, 2003; Tlaskalova-

Hogenova et al., 2004; Zhang et al., 2004).
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Les TLRs impliqués dans la reconnaissance de PAMPs bactériens sont :

- TLR-2 qui reconnaît des composants bactériens variés, tels que les lipoprotéines, les

acides lipotéichoïques (LTA) et le peptidoglycane (PGN) (Dziarski, 2003). TLR-2

constitue des hétérodimères avec TLR-1, TLR-6 et probablement TLR-10.

- TLR-4 est le récepteur du LPS. Il a été également montré que TLR4 reconnaît des

molécules endogènes comme les « heat-shock proteins » HSP 60 et HSP 70 ainsi que

certains composants de la matrice extracellulaire (fibronectine, acide hyaluronique et

héparane sulfate) (Takenaka et al., 2004).

- TLR-5 est le récepteur de la flagelline qui existe chez la plupart des entérobactéries

(Hayashi et al., 2001; Ramos et al., 2004).

- TLR-9 est le récepteur des oligonucléotides CpG. Il est exprimé au niveau des

endosomes, alors que les autres TLRs sont localisés dans la membrane plasmique

(Pedersen et al., 2005).

- TLR-11 a récemment été impliqué dans la reconnaissance de bactéries uropathogènes

(Lauw et al., 2005).

Certains TLRs solubles intracytoplasmiques, parfois avec une localisation endosomale,

appelés NODs, sont décrits comme des récepteurs de fragments des PGN bactériens générés

par la digestion enzymatique se produisant dans ce compartiment. Ces récepteurs ont une

structure similaire à celle des autres TLRs : ils présentent un domaine LRR qui lie le ligand,

un site d’oligomérisation qui est indispensable à son activité et un domaine CARD (caspase-

recruitment domain) qui est l’analogue fonctionnel du domaine TIR des TLRs. 

Figure 11 : TLRs et leurs ligands (Yamamoto et al., 2004)
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De récents travaux ont montré que H. pylori est capable d’injecter son PGN dans le 

cytoplasme des cellules épithéliales où il est reconnu par le récepteur NOD1, à condition que

la bactérie possède un système de sécrétion de type IV fonctionnel (Viala et al., 2004).

Diverses anomalies structurales héréditaires affectant NOD2 semblent être un facteur

prédisposant essentiel au développement de la maladie de Crohn (Hugot et al., 2001; Meinzer

et Hugot, 2005).

Un grand nombre d’études suggère que l’initiation et la persistance de l’inflammation 

intestinale dans les IBD pourraient être causées par une réaction exagérée des défenses de la

muqueuse intestinale vis-à-vis de la flore bactérienne commensale.

Dans un épithélium intestinal sain, la voie des TLRs, lorsqu’elle est activée par la flore 

normale, intervient dans la survie cellulaire et présente des effets protecteurs de la muqueuse

contre les agressions. Mais lorsque ces TLRs sont activés par des microorganismes

pathogènes, cette voie de signalisation conduit à l’inflammation de la muqueuse. Lorsque la 

muqueuse intestinale est lésée par des agressions de l’environnement ou subit des dommages 

génétiques, des anomalies dans la reconnaissance de la flore intestinale par les TLRs/NODs se

produisent. Ceci entraîne une dérégulation des voies de signalisation conduisant à une

stimulation aberrante de la production de cytokines proinflammatoires, causant une

inflammation chronique (Cario, 2005).

Lorsque cette voie des TLRs est activée dans des cellules épithéliales transformées, elle

accélère la progression tumorale.

Il est évident que les TLRs ne doivent pas être constamment activés par les constituants

bactériens de la flore intestinale car dans le cas contraire, une inflammation permanente de la

muqueuse serait entretenue. Pour restreindre l’accès des microorganismes et de leurs produits 

aux TLRs, l’intestin constitue une barrière physique et mécanique grâce à la présence de la

couche de mucus, du glycocalyx qui recouvre l’épithélium et des jonctions intercellulaires 

imperméables. En outre, une faible expression de ces TLRs à la surface de l’épithélium 

permettrait également à l’organisme de tolérer la présence de cette flore normale (Otte et al.,

2004). D’autre part, la localisation des TLRs au niveau des cellules intestinales semble 

participer à cette tolérance de la muqueuse. Certains TLRs, tel TLR5, ont été détectés au

niveau de la membrane basolatérale des cellules (Gewirtz et al., 2001), d’autres, comme 

TLR4, sont situés dans les membranes d’organelles intracytoplasmiques (Hornef et al., 2002).

Cette organisation des TLRs permettrait de surveiller l’apparition de lésions dans la barrière 
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intestinale ou toute forme d’agression ou d’invasion microbienne, tout en tolérant la présence 

de la flore normale dans la lumière intestinale.

La reconnaissance des PAMPs par les TLRs ou les protéines NODs peut activer

différentes voies de signalisation intracellulaire :

- des voies conduisant à la production des espèces ROS et RNS,

- des voies effectrices antimicrobiennes qui déclenchent la libération de peptides appelés

défensines qui constituent une protection immédiate contre l’agent infectieux et

- des voies modulant la libération de cytokines pro- et anti-inflammatoires et des molécules

d’adhésion impliquées dans l’inflammation.

 Signalisation par les TLRs/NODs

La liaison d’un PAMP à son TLR active les voies de signalisation intracytoplasmiques de

NFB et des kinases MAPKs (figure 12).

RICK

cytokines
IL-6, IL-1, TNF

chimiokines
IL-8, RANTES

enzymes
iNOS, COX-2

PAMP

NOD
LRRCARD

TLR

PAMP
LRR

TIR
adaptateur : MyD88

IRAK

TRAF6

TAK1

IK

IKIK

IB


P P

IB


NFB

NFB

dégradation

MKK 3/6

JNK / p38

cJun / ATF

MAPKKK

MAPKK

MAPK

Figure 12 : schéma des voies NFkB et MAPK activées par les PAMPs bactériens via les récepteurs TLRs
membranaires ou les protéines NODs cytoplasmiques. (Neish, 2004)
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La liaison à son ligand entraîne une dimérisation du TLR induisant un changement

conformationnel du domaine TIR qui peut alors interagir avec une protéine adaptatrice

cytoplasmique MyD88 (O'Neill et al., 2003). Ce dernier se lie ensuite à la sérine kinase IRAK

(IL-1R-associated kinase) qui phosphoryle et active la molécule adaptatrice TRAF6 (TNF

receptor-associated factor 6) (Kopp et Medzhitov, 2003). A son tour, TRAF6 active la kinase

TAK1 qui est complexée aux protéines TAB1 et TAB2 (Deng et al., 2000). Ce complexe

TAK1/TAB1/TAB2 agit comme une IB kinase kinase (IKK) et phosphoryle les IB

kinases (IK) qui elles-même vont phosphoryler le complexe IB et libérer ainsi NFB.

Lorsque qu’un PAMP intracytoplasmique se lie à la protéine NOD, cette liaison entraîne

la dimérisation de NOD et le domaine CARD, ainsi activé, peut interagir avec un adaptateur

RICK. Cette protéine RICK est une sérine/thréonine kinase qui active directement les IK

(Kobayashi et al., 2002).

Le recrutement de MyD88/IRAK/TRAF6 peut également activer la voie de signalisation

des kinases MAPK. En effet, le complexe TAK1/TAB1/TAB2 activé par TRAF6 peut agir

comme une MAP kinase kinase kinase (MAPKKK). et phosphoryler la MAP kinase kinase

(MAPKK), MKK3 ou MKK6, qui phosphoryle et active finalement les MAP kinases

(MAPK), JNK ou p38 dans le cas d’une réponse à un stimulus bactérien. JNK et p38 vont 

elles-mêmes phosphoryler et activer les facteurs de transcription c-Jun et CREB/ATF,

respectivement (Neish et al., 2000; O'Neill, 2002).

Ces deux voies de signalisation NFB et MAPK régulées par les TLRs induisent,

lorsqu’elles sont activées, la production de peptides antimicrobiens, de cytokines, de 

molécules d’adhésion comme ICAM-1, de molécules chimioattractives, de protéines anti-

apoptotiques et d’enzymes comme la iNOS etla COX-2 (Boldrick et al., 2002; Eckmann et

al., 2000).

Différents composants de Helicobacter pylori sont capables d’activer la voie de NFB en

se liant à leurs TLRs : par exemple, le LPS active cette voie dans les cellules épithéliales

gastriques via TLR-4 (Kawahara et al., 2001a; Kawahara et al., 2001b) ou TLR-2 (Smith et

al., 2003) selon les auteurs; et sa protéine HSP60 est capable d’activer NFB en se liant à

TLR-2 ou à TLR–4 des macrophages (Gobert et al., 2004). La protéine CagA semble

intervenir dans la stimulation de la libération d’IL-8 médiée par TLR2 dans ces cellules

(Mandell et al., 2004).
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D’autres travaux ont montré que Bifidobacterium lactis induit une augmentation de la

libération d’IL-6 par l’activation des voies de signalisation de NFB et des MAPK/p38 dans

les cellules épithéliales intestinales IEC de rat. Cette activation semble être médiée par TLR-2

puisqu’elle est totalement réprimée dans les fibroblastes de souris déficiente pour le gène de 

TLR-2 (Ruiz et al., 2005).

Les cellules épithéliales intestinales primaires expriment constitutivement les récepteurs

TLR-3 et TLR-5 alors que les TLR-2 et -4 sont détectés à de très faibles quantités. Ces deux

derniers ne sont présents que dans les cellules de cryptes et leur expression disparaît au cours

de la maturation cellulaire. La faible expression de TLR-4 dans l’épithélium normal 

expliquerait la tolérance de la muqueuse vis-à-vis de la flore commensale.

Des travaux ont montré que les cellules coliques de la lignée HT29 non différenciées sont

fortement activées lorsqu’elles sont incubées avec E. faecalis et présentent une augmentation

de l’expression de TLR-4 suite à cette stimulation. Au contraire, celles de la lignée Caco-2

différenciées ne répondent quasiment pas à ce stimulus bactérien (Furrie et al., 2005).

TLR-2 intervient dans la reconnaissance des PAMPs des bactéries à Gram positif, tels que

le lipopeptide, les LTA et le PGN. TLR-3 est impliqué dans la reconnaissance de l’ARN 

double brin viral (Alexopoulou et al., 2001). Le côlon normal est relativement riche en

ARNm des TLR-3, -4, -5 et –7 comparé à d’autres tissus du tractus gastro-intestinal

(Zarember et Godowski, 2002).

TLR-4 est fortement surexprimé dans les IBD, colite ulcéreuse ou maladie de Crohn, alors

que le taux d’expression des TLR-2 et –5 reste stable (Cario et Podolsky, 2000). Les auteurs

suggèrent donc que les composants de paroi des bactéries à Gram positif, qui sont les ligands

du TLR-2, n’interviennent pas dans la pathogenèse de ces maladies inflammatoires de

l’intestin. Mais cette hypothèse reste à démontrer car les travaux de Hausmann et al. (2002)

ont abouti à des résultats quelque peu contradictoires puisqu’ils ont montré que, lors de 

l’inflammation de la muqueuse intestinale, le taux d’expression de TLR-2 et TLR-4 augmente

non seulement dans des macrophages infiltrants mais également dans les cellules épithéliales.

Par ailleurs, bien que l’expression de TLR-5 reste constante dans les IBD, plusieurs études

récentes ont montré que la flagelline, en se liant à son récepteur TLR-5, contribue à la

pathogenèse de la maladie de Crohn (Lodes et al., 2004; Sitaraman et al., 2005). La flagelline

est un constituant de certaines bactéries à Gram positif ou négatif, parmi lesquelles certaines

sont commensales et d’autres entéro-invasives. In vivo, la flagelline, en se liant à son

récepteur TLR5, stimule la libération d’IL-6 et de TNF- en activant la voie des
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MAPK/MEK1/2 au niveau de la muqueuse intestinale enflammée dans un modèle de souris

de colite ulcéreuse alors qu’elle n’a aucun effet sur lamuqueuse saine (Rhee et al., 2005). Les

auteurs ont, en outre, montré que l’exposition de la muqueuse déjà lésée issue de ces souris 

présentant une colite, à la flagelline, aggrave l’inflammation, accentue les lésions intestinales 

et augmente le taux de mortalité chez ces animaux. Gewirtz et al. (2001) ont montré qu’elle 

est également capable de stimuler la libération d’IL-8 et de TNF-par les cellules épithéliales

intestinales T84 en activant la voie de NFB via son récepteur TLR-5.

D’autres antigènes bactériens semblent également intervenir dans lapathogenèse des IBD,

comme les oligosaccharides de Saccharomyces cerevisiae, la protéine OmpC de E. coli

(Landers et al., 2002) et l’antigène I2 de Pseudomonas (Dalwadi et al., 2001; Sutton et al.,

2000).

3.3. Exemples de bactéries impliquées dans le cancer du tractus gastro-
intestinal

3.3.1. Helicobacter pylori et cancer gastrique
Dès les années 1990, l’infection par Helicobacter pylori est associée à une augmentation

du risque d’adénocarcinome gastrique et au développement de lymphomes du MALT 

(mucosa-associated lymphoid tissue) (Forman et al., 1991; Talley et al., 1991). De

nombreuses études épidémiologiques ont en outre montré que l’incidence des 

adénocarcinomes intestinaux et gastriques est directement fonction du taux d’infection par H.

pylori (Nardone et al., 2004; Siman et al., 1997; Uemura et al., 2001).

H. pylori est une bactérie à Gram négatif présente dans l'estomac de plus de la moitié de la

population mondiale et quasiment de tous les habitants des pays en voie de développement

(Parsonnet, 1995). Cette bactérie est capable de coloniser le tractus gastrique et d’y persister, 

pourtant dans 80% des cas, les patients ne développent aucun symptôme. Une des études

épidémiologiques les plus importantes menées à ce jour montre que dans 10 à 20% des cas les

patients infectés présentent un ulcère peptique mais seulement 0,1 à 4% développent un

cancer gastrique (Uemura et al., 2001).

Le rôle de l’infection par H. pylori dans la cancérogenèse gastrique semble faire intervenir

des facteurs génétiques, la réponse immunitaire de l’hôte ainsi quele génotype de la souche et

l'expression de facteurs de virulence (Figueiredo et al., 2005).

Il semble que ce soient l’inflammation chronique à long terme et le stress oxydatif, qui en 

découle, qui induisent la progression depuis l’atrophie gastrique vers la métaplasie puis la 

dysplasie intestinale et éventuellement jusqu’au cancer (Crowe, 2005). Les facteurs de
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virulence directement impliqués dans cette pathogenèse sont les protéines Cag de l’îlot de 

pathogénicité PAI, VacA et les OMPs (outer membrane proteins).

3.3.1.1. Facteurs de virulence de H. pylori

a) Les protéines Cag du système de sécrétion de type IV PAI

Les souches de H. pylori qui contiennent le segment génomique complet de l'îlot de

pathogénicité PAI appelé cag, de 40 kb et qui couvre environ 30 gènes, induisent une réponse

inflammatoire bien plus importante lors de l’infection et sont associées avec un risque plus 

élevé de cancer gastrique que les souches qui ne possèdent pas cet îlot cag PAI (Blaser et al.,

1995).

Plusieurs de ces gènes cag PAI codent des protéines homologues aux composants du

système de sécrétion de type IV. Ce système de sécrétion est utilisé par H. pylori pour injecter

la protéine CagA (cytotoxin associated protein) et probablement d’autres éléments bactériens 

inconnus à ce jour, directement dans le cytoplasme des cellules de l’hôte. CagA est alors 

phosphorylée par des kinases de la famille Src (Selbach et al., 2003). Par cette

phosphorylation, CagA peut s’associer à la membrane où elle interagit avec la tyrosine 

phosphatase SHP2 d’une part et avec le récepteur c-Met transmembranaire d’autre part 

(Higashi et al., 2002). CagA induit alors une dispersion des cellules via l’interaction avec ce 

dernier récepteur (Churin et al., 2003). Ce même phénomène de dispersion cellulaire est

observé également avec le facteur de croissance des hépatocytes qui participe à la

cancérogenèse, notamment au développement de métastases (Jiang et al., 1999).

Plusieurs protéines codées par l’îlot cag PAI sont impliquées dans la stimulation de la

sécrétion d’IL-8 par les cellules épithéliales et participent ainsi à la pathogenèse gastrique (Li

et al., 1999b; Naumann et Crabtree, 2005). Certaines de ces protéines ont en outre un effet

stimulateur sur la motilité cellulaire (Al-Ghoul et al., 2004).

b) La protéine VacA

VacA (vacuolating cytotoxin) est une cytotoxine qui est injectée par le système de

sécrétion de type IV de H. pylori dans le cytoplasme de la cellule infectée. Les protéines

VacA peuvent s’y polymériser pour former des pores anioniques dans la membrane plasmique 

mais également dans la membrane des endosomes (Cover et Blanke, 2005). En perforant les

membranes endosomales, la toxine peut interrompre le trafic membranaire normal. VacA est

en outre capable d’induire la formation de vacuoles en s’associant à d’autres protéines, 

comme les pompes à protons, dans le cytoplasme des cellules épithéliales gastriques. D’autre 



64

part, VacA stimule la production de cytokines proinflammatoires et induit l’apoptose en 

entraînant la libération de cytochrome c (Willhite et Blanke, 2004) et en activant la caspase 3

(Cho et al., 2003). Ainsi VacA est responsable de l’inflammation générée par l’infection à H.

pylori ainsi que de la destruction de la muqueuse gastrique qui l’accompagne. 

c) Les protéines OMPs

Pour coloniser l’estomac, H. pylori doit pouvoir adhérer à la muqueuse. Cette adhérence

bactérienne contribue largement à la virulence de l’agent pathogène et plusieurs protéines 

OMPs de la membrane de H. pylori sont connues pour être des facteurs d’adhésion: BabA,

SabA, AlpAB et OipA. Les souches qui possèdent le gène babA2 codant l’adhésine BabA 

présentent une meilleure adhérence aux cellules épithéliales, montrent un phénotype bien plus

agressif et sont associées à une plus forte incidence des adénocarcinomes gastriques (Guruge

et al., 1998). L’expression de BabA semble stimuler la transcription de l’IL-8 dans la

muqueuse gastrique, accentuant ainsi l’inflammation (Rad et al., 2002). Par ailleurs

l’expression de BabA, BabB, SabA et OipA dans les souches d’H. pyloriprélevées chez des

patients est significativement associée à l’incidence de cancer gastrique et de métaplasie

intestinale (Yamaoka et al., 2005).

3.3.1.2. Inflammation causée par H. pylori

a) Cytokines proinflammatoires

Toutes les études montrent que l’infection par H. pylori s’accompagne d’une libération de 

cytokines proinflammatoires, tels IL-1, IL-6, IL-8, IFN-et TNF-, dans la muqueuse

gastrique (Permin et Andersen, 2005). Lors de cette infection, les lymphocytes T produisent

de l’IL-17 qui active, à son tour, la libération d’IL-8 en stimulant la voie des ERK1/2 dans les

macrophages et dans les cellules épithéliales gastriques (Sebkova et al., 2004). En outre, ces

dernières cellules infectées in vitro par H. pylori sécrètent de l’IL-18 qui peut activer la

production d’IL-8 dans la muqueuse gastrique (Day et al., 2004).

b) Stress oxydatif

L’inflammation persistante due à l’infection par H. pylori est associée à la formation de

produits mutagènes comme les espèces réactives ROS (Baik et al., 1996) et RNS (Fu et al.,

1999) qui pourraient directement endommager l’ADN des cellules-hôtes et ainsi causer des

mutations, ou perturber les voies de signalisation régulant la croissance et la mort cellulaires

(Stoicov et al., 2004). En plus des réactifs ROS/RNS produits par les neutrophiles recrutés en
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réponse à l’infection, le NO est synthétisé par la iNOS des cellules gastriques épithéliales et 

non épithéliales, suite à cette infection. L’augmentation de l’activité de la iNOS et la 

surproduction de NO consécutive contribuent fortement à la cancérogenèse associée à

l’infection par la bactérie (Chang et al., 2004; Goto et al., 1999; Mannick et al., 1996). Nam

et al. (2004) montrent que la iNOS est principalement exprimée dans les cellules épithéliales

des adénocarcinomes gastriques. Les auteurs mettent en évidence que l’incidence de ces 

tumeurs cancéreuses gastriques est bien moindre chez les souris déficientes pour la iNOS que

chez les animaux sauvages. Ils confirment ainsi le rôle-clé que tient cette enzyme dans

l’initiation et les stades précoces de la cancérogenèse.

c) COX-2

L’expression de la COX-2 est induite par les cytokines proinflammatoires IL-1, TNF-

et IFN-, pendant l’infection par H. pylori ou directement par l’incubation des cellules 

épithéliales gastrique avec la bactérie (Romano et al., 1998). La COX-2 est exprimée à des

taux plus élevés dans la muqueuse gastrique des patients infectés par rapport aux sujets sains

(Fu et al., 1999; Sawaoka et al., 1998). Cette augmentation est encore plus nette dans les

lésions métaplasiques, dysplasiques ou cancéreuses causées par l’infection par H. pylori (Sun

et al., 2006; Sung et al., 2000; Zhang et al., 2005). La surexpression de la COX-2 induite par

les cytokines, par des facteurs de croissance ou encore par les espèces réactives ROS/RNS

produites lors de la gastrite chronique causée par l’infection bactérienne persistante participe à 

la cancérogenèse gastrique (Konturek et al., 2005). Plusieurs études ont montré que

l’inhibition de la COX-2 par l’aspirine ou d’autres AINS s’accompagne d’une réduction des 

adénocarcinomes gastriques (Akre et al., 2001; Farrow et al., 1998).

3.3.2. Citrobacter rodentium et hyperplasie du côlon

Citrobacter rodentium est un bacille à Gram négatif responsable d’une maladie infectieuse 

et transmissible connue sous le nom d’hyperplasie du côlon de la souris. Cette affection,

spécifique de la souris, est transmise par voie fécale –orale et induit une colite et une

prolifération massive des cellules des cryptes. Elle touche le plus souvent la moitié distale du

côlon, parfois son intégralité, jusqu’au caecum. L’examen anatomo-pathologique révèle une

hyperplasie des cellules épithéliales du colon, une diminution du nombre voire une absence

des cellules à mucus, la présence de colonies de ces bacilles à Gram négatif dans la

muqueuse, et chez les jeunes animaux on note également une inflammation, une érosion et
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une nécrose de la muqueuse (Schauer et al., 1995). Ces lésions de la muqueuse rappellent

celles observées dans les maladies intestinales inflammatoires comme la maladie de Crohn et

la colite ulcéreuse (Barthold, 1979)

Cette hyperplasie de la muqueuse colique due à l’infection par C. rodentium peut aboutir à

un cancer du côlon. En effet, des études ont montré que la bactérie accélère le développement

d’adénomes chez les souris traitées par la DMH (Barthold et Jonas, 1977) et qu’elle peut 

initier la formation de tumeurs cancéreuses dans le côlon de souris transgéniques déficientes

pour les gènes suppresseurs de tumeurs apc (Newman et al., 2001).

Le génome de la bactérie présente, comme celui d’H. pylori, un îlot PAI appelé LEE

(locus for enterocyte effacement) qui code des protéines composant un système de sécrétion

de type III. Ce locus LEE existe aussi dans des souches d’E. coli humaines entéropathogènes

(EPEC) et entérohémorragiques (EHEC) et code des protéines indispensables à l’adhésion des 

bactéries aux cellules épithéliales. Un homologue du gène eae de E.coli situé dans le locus

LEE a été mis en évidence chez C. rodentium (Mundy et al., 2004). Expérimentalement, il a

été montré que la présence du gène eae est indispensable à la colonisation de l’intestin de la 

souris. Il semblerait qu’il existe un lien étroit entre l’évolution de l’hyperplasie et le degré de 

colonisation de la muqueuse par la bactérie.

Klapproth et al. (2005) ont récemment montré qu’une protéine régule la colonisation 

bactérienne, la prolifération des cellules des cryptes et la régénération cellulaire de

l’épithélium. Cette protéine est codée par le gène lifA (lymphocyte inhibitory factor A)/efa1 

(factor for adherence 1) situé sur un locus différent du LEE chez C. rodentium mais ce gène a

également été identifié dans les souches de E. coli EPEC et EHEC. Dans ces souches, lifA

code la lymphostatine que inhibe l’expression des cytokines (IL-2, IL-4 et IFN-) in vitro et

agit aussi comme un facteur d’adhésion (Klapproth et al., 2000), alors que efa1 code la toxine

Shiga qui cause des lésions dans la muqueuse intestinale (Stevens et al., 2002).

Depuis plusieurs années, les études mettant en évidence l’association entre Streptococcus

bovis et le cancer colorectal chez l’homme s’accumulent dans la littérature. Nous avons 

décidé de consacrer le chapitre suivant à une revue des connaissances actuelles concernant la

description et la classification du complexe S. bovis/S. equinus auquel appartient la souche S.

infantarius subsp infantarius qui fait l’objet de cette thèse ainsi que les données existantes qui 

supportent l’existence d’une relation entre l’inflammation générée par l’infection par S. bovis

et le cancer colorectal.
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4. COMPLEXE STREPTOCOCCUS BOVIS / STREPTOCOCCUS EQUINUS

4.1. Classification

Pyogenes (py) Groupe D et apparentés Oraux (Or) Non classés

Sous-ensemble py1
S. pyogenes

Sous-ensemble py2
S. agalactiae (= S. difficilis)

Sous-ensemble py3
S. canis
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae
S. dysgalactiae subsp. equisimilis
S. equi subsp. equi
S. equi subsp. ruminatorum
S. equi subsp. zooepidermicus

Sous-ensemble py4
S. porcinus
S. uberis
S. parauberis

Sous-ensemble py5
S. hyointestinalis
S. iniae (= S. shiloi)
S. phocae

Non classés
S. castoreus
S. didelphis
S. halichoeri
S. hyovaginalis
S. marimammalium
S. pluranimalium
S. porcinus (=S. infrequens, S. lentus,
S. subacidus)
S. suis biovar « capnophile »
S. thoraltensis
S. urinalis

S. alactolyticus (= S. intestinalis)
S. entericus
S. equinus (= S. bovis)
S. gallolyticus subsp. gallolyticus
S. gallolyticus subsp. pasteurianus
S. gallolyticus subsp. macedonicus
S. infantarius subsp. infantarius
S. lutetiensis
S. suis (80% des souches)

Sous-ensemble Or1
S. australis
S. cristatus
S. gordonii
S. infantis
S. mitis
S. oralis
S. sanguinis
S. parasanguinis
S. peroris

Sous-ensemble Or3
S. pneumoniae

Sous-ensemble Or4
S. anginosus
S. constellatus subsp. constellatus
S. constellatus subsp. pharyngis
S. intermedius

Sous-ensemble Or5
S. criceti
S. devriesei
S. downei
S. ferus
S. macacae
S. mutans
S. orisratti
S. ratti
S. sobrinus

Sous-ensemble Or6
S. salivarius subsp. salivarius
S. salivarius subsp. thermophilus
S. vestibularis

S. acidominimus
S. garvieae
S. hansenii
S. minor
S. morbillorum
S. oligofermentens
S. ovis
S. parvulus
S. plantarum
S. pleomorphus
S. pseudopneumoniae
S. raffinolactis
S. sinensis

Tableau 2: Classification des streptocoques.

Ce tableau a été réalisé à partir d’une classification rassemblant l’ensemble des taxons validement décrits, les synonymies ou les 
modifications de nomenclature ainsi que les références des publications originales (Bouvet et al., 1994 ; Euzeby, 1997). S. infantarius
subsp. coli a été renommé S. lutetiensis. = : synonyme Cette liste est mise à jour mensuellement et consultable sur le site www-
sv.cict.fr/bacterio/ (mise à jour en janvier 2006).

Les infections à streptocoques occupent une place importante dans la pathologie

infectieuse humaine car elles sont considérées comme les infections bactériennes les plus

fréquentes et les plus sévères (Efstratiou, 2000; Schuchat, 1995). Les streptocoques sont

définis comme des cocci à Gram positif et leur classification est présentée dans le tableau 2

(Bouvet, 1994; Euzeby, 1997). Parmi eux, les espèces commensales, qui appartiennent à la
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flore des muqueuses de l’homme, incluent les streptocoques oraux qui colonisent 

l’oropharynx et les streptocoques du groupe D, commensaux de l’intestin. 

La taxonomie des espèces a longtemps reposé sur la présence ou l’absence de l’antigène D 

de Lancefield (Lancefield, 1933) et sur la détermination du profil biochimique (acidification

des polyosides ou des polyalcools, production d’enzymes spécifiques) (Chang et Ellner, 1983;

Farrow et al., 1983a; Ibrahim et al., 1996). Cet antigène D, est porté par un acide

lipoteichoïque associé à la face interne de la membrane cytoplasmique (Jones et Shattock,

1960). L’identification des espèces a pu être ensuite affinée grâce aux analyses génomiques et 

la phylogénie moléculaire permet de classifier les souches en fonction de l’homologie des 

ADN et des séquences d’ARNr 16S. Les techniques actuelles de ribotypie reposent sur

l’analyse des différences de profils de restriction d’ARNr (ARNr 16S, 23S et espaces 

intergéniques), telle la technique ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis)

(Schlegel et al., 2003b).

Dans les années 80, ces études génomiques ont montré que les streptocoques du groupe D

"entérocoques" et "non-entérocoques", définis comme respectivement pouvant ou non se

multiplier en milieu hostile, appartenaient à deux genres différents. Ainsi, en 1984, Schleifer

et Kilpper-Bälz proposent le transfert des "streptocoques du groupe des entérocoques", que

sont S. faecium et S. faecalis, dans le genre Enterococcus (Schleifer et Kilpper-Bälz, 1984).

De même, l’espèce Streptococcus lactis, constituée de trois sous-espèces S. lactis subsp.

lactis, subsp. cremoris et subsp. diacetilacis, a été transférée au genre Lactococcus (Schleifer

et Kilpper-Bälz, 1987).

La plupart des streptocoques du groupe D et certaines espèces apparentées sont

regroupées dans le complexe « Streptococcus bovis/Streptococuss equinus » qui est composé

de bactéries rencontrées fréquemment dans la flore intestinale humaine et animale (Facklam,

1972). Ces streptocoques forment des cocci d’environ 2 µm de diamètre, qui s'assemblent

sous forme de chaînettes (Figure 13). Ces bactéries anaérobies facultatives possèdent un

métabolisme homofermentaire (production prédominante d’acide lactique au cours de la 

fermentation du glucose).
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Depuis l’étude de Farrow et al. de nombreux remaniements ont affecté la nomenclature de

ce complexe S. bovis/S. equinus (Farrow et al., 1983b; Farrow et al., 1984) et la classification

des espèces qui le composent ont récemment subit de nouvelles modifications.

S. bovis et S. equinus ont d’abord été considérés comme deux taxons différents. En effet, 

bien que phénotypiquement proches, ces deux souches étaient distinguées sur :

- la base de la fermentation du raffinose : résultat positif pour S. bovis et négatif pour

S. equinus,

- sur leur habitat : S. bovis est isolé principalement des fèces des ruminants et des

porcs alors que S. equinus est isolé principalement des fèces du cheval,

- sur leur pouvoir pathogène : S. bovis est éventuellement pathogène pour l'homme ou

l'animal ce qui n'est pas le cas pour Streptococcus equinus,

- sur la fermentation de l'amidon, du glycogène, de l'inuline, du lactose et la

production d'une alpha-galactosidase avec des résultats positifs pour S. bovis et

négatifs pour S. equinus.

De nombreuses études utilisant les hybridations ADN - ADN, les analyses du gène sodA

codant la superoxyde dismutase manganèse dépendante, les ribotypes et les séquences des

ARNr 16S ont finalement permis de déterminer que les souches types de S. bovis et de S.

equinus constituent une unique espèce. Poyart et al. formalisent cette synonymie et proposent

d'utiliser la nomenclature de S. equinus pour désigner aussi bien les souches de S. equinus que

les souches de S. bovis (Poyart et al., 2002; Schlegel et al., 2003a).

Ainsi, le complexe S. bovis/S. equinus comprend actuellement les espèces S. gallolyticus,

S. infantarius et S. lutetiensis, fréquemment isolées d'infections humaines, ainsi que les

espèces S. equinus et S. alactolyticus, isolées plutôt chez l’animal (tableau 3).

Au sein de l’espèce S. gallolyticus, des souches isolées de septicémies chez des pigeons,

de méningites chez des bovins ou d’endocardites chez l’homme, appartiennent au biovar I 

Figure 13 : Streptococcus infantarius NCTC8133 (X 5400) (cliché J. Hemmerlé)
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(mannitol +) et au biovar II.2 (mannitol -, tréhalose +, -glucuronidase +, -galactosidase +,

ne fermentant ni amidon et ni glycogène). Le biovar II.1 (mannitol -, tréhalose -, -

glucuronidase -, -galactosidase -, fermentant l’amidon et le glycogène) rassemble la souche 

type de S. equinus et les sous-espèces S. infantarius subsp. infantarius (esculine variable) et S.

infantarius subsp. coli (esculine positive) (Schlegel et al., 2000). Selon Poyart et al. (2002),

les souches de S. infantarius subsp. coli méritent d’être élevées au rang d’espèce et proposent 

la nomenclature de S. lutetiensis.

S. infantarius subsp. infantarius a été isolé chez l’homme (fèces, hémoculture dont une 

réalisée chez un patient atteint d’endocardite) et de denrées alimentaires (produits laitiers et

pois congelés). Les souches de S. lutetiensis ont été exclusivement isolées chez l’homme 

(fèces, urine, hémocultures dont certaines réalisées chez des patients atteints d’endocardite) 

(Bouvet et al., 1997; Schlegel et al., 2000)

ancienne nomenclature synonyme précédent nom actuel

S. equinus + souches
animales de S. bovis

S. bovis biotype I

S. bovis biotype II.2

S. waius

S. bovis biotype II.1

S. intestinalis

S. equinus = S. bovis

S. caprinus

S. pasteurianus

S. macedonicus

S. infantarius subsp infantarius

S. infantarius subsp coli

S. alactolyticus

S. equinus

S. gallolyticus subsp gallolyticus

S. gallolyticus subsp pasteurianus

S. gallolyticus subsp macedonicus

S. infantarius subsp infantarius

S. lutetiensis

S. alactolyticus

4.2. pathologies associées
Différentes études ont montré que des souches du complexe S. bovis/S. equinus sont à

l’origine de 11 à 14% des endocardites infectieuses et de 24% des endocardites à

streptocoques (Ballet et al., 1995; Delahaye et al., 1995; Kupferwasser et al., 1998).

Les données les plus récentes ont permis de distinguer parmi les souches du complexe S.

bovis/S. equinus mises en cause dans les endocardites : S. gallolyticus, qui s’avère être 

l’espèce la plus virulente puisqu’elle est responsable de 13 % des cas et S. infantarius qui

affecte seulement 1,5 % des patients (Hoen et al., 2002). Dans tous les cas, les souches du

complexe S. bovis/S. equinus semblent être associées aux endocardites les plus sévères. Ces

espèces sont, en effet, les plus fréquemment trouvées chez les patients de plus de 60 ans

Tableau 3 : Evolution de la classification des espèces du complexe S. bovis/S. equinus
La nouvelle dénomination de S. gallolyticus subsp macedonicus proposée par Schlegel et al.
rassemble les souches autrefois désignées sous les noms de S. macedonicus et S. waius (Schlegel
et al., 2003a)
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présentant une endocardite et ceci avec un taux de de mortalité plus élevé que pour n’importe 

quelle autre endocardite infectieuse (45 % contre 25 %, respectivement) (Kupferwasser et al.,

1998; Pergola et al., 2001).

L''implication d'espèces appartenant au complexe S. bovis/S. equinus a également été

montrée dans des arthrites et des arthroplasties associées à un cancer du côlon (Garcia-Porrua

et al., 2000; Vince et al., 2003), des méningites (Barragan-Casas et al., 2002; Namiduru et al.,

2003), des abcès du cerveau (Leibovitch et al., 1991), des péritonites (Vilaichone et al.,

2002)…

4.3. Complexe S. bovis/S. equinus et cancer colorectal
L’association entre une bactériémie à «S. equinus/S. bovis » et une maladie gastro-

intestinale, notamment un néoplasme colique, est largement documentée dans la littérature.

Dès 1951, McCoy et Mason décrivent le cas d'une endocardite à entérocoques chez un patient

présentant un carcinome au niveau du côlon (McCoy et Mason, 1951). Mais ce n’est qu’en 

1974, que la souche S. bovis est incriminée comme agent infectieux impliqué dans cette

association (Keusch, 1974; Roses et al., 1974). Un peu plus tard, des études montrent que le

côlon de patients atteints de colite ulcéreuse présente une augmentation de la quantité de

certaines souches de streptocoques dans leur flore intestinale. Leur côlon présente notamment

100 fois plus de streptocoques du groupe D que celui des sujets sains. Cette augmentation

concerne non seulement le nombre de germes mais également la diversité des espèces

colonisantes (van der Wiel-Korstanje et Winkler, 1975).

Une étude a montré que, dans les cas de cancer gastrointestinal associé à une bactériémie

causée par des souches de S. bovis de biotype I ou II, les bactéries de biotype I (comme S.

gallolyticus subsp. gallolyticus et S. gallolyticus subsp. macedonicus) sont mises en cause

chez 71 à 100 % des patients, alors que les souches de biotype II (comme S. gallolyticus

subsp. pasteurianus, la souche-type de S. equinus (anciennement S. bovis), S. lutetiensis et S.

infantarius subsp. infantarius) sont responsables de seulement 17 à 25 % des cas (Ruoff et al.,

1989).

Les données statistiques relevées à ce jour dans la littérature mettent en évidence

indubitablement l’association d’une bactériémie à «S. equinus/S. bovis» et d’un néoplasme 

gastro-intestinal, bien que ces données soient très variables d’une étude à l’autre. En effet, 

selon les rapports, chez 28 à 80 % des patients présentant une bactériémie et/ou une

endocardite causée par ces souches, une tumeur maligne est détectée au niveau du côlon-

rectum (Beebe et Koneman, 1995; Gold et al., 2004; Klein et al., 1979; Waisberg et al.,
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2002). L’étude de Klein et al. (1977) montre, en outre, une augmentation du portage en S.

bovis dans les selles de 56 % des malades présentant une telle tumeur et de 28 % des patients

atteints d’une maladie inflammatoire chronique de l’intestin (IBD), par rapport à une 

population de sujets sains dont 10 % présentent cette augmentation du portage fécal.

Les spécialistes recommandent une exploration approfondie du tube digestif chez tous les

patients atteints d’une bactériémie ou d’une endocardite à «S. equinus/S. bovis » (Beeching et

al., 1985; Bisno, 1991; Waisberg et al., 2002). Certains auteurs proposent également que les

anticorps anti-S. bovis pourraient être utilisés comme marqueur d’un cancer gastro-intestinal

(Beeching et al., 1985; Darjee et Gibb, 1993).
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5. OBJECTIFS DU TRAVAIL

Le laboratoire s’attache à étudier la relation entre S. infantarius et le cancer colorectal

ainsi que les phénomènes inflammatoires causés par cette bactérie. Nous nous intéressons

également à l’identification des composants de la paroi bactérienne responsables de la 

pathogénicité de S. infantarius : impliqués dans les mécanismes liés à la colonisation de

l’organisme-hôte, intervenant dans l’interaction et l’adhérence de la bactérie aux cellules ou 

jouant un rôle dans la modulation des voies de signalisation intracellulaire de l’hôte.

Des études antérieures menées au laboratoire, ont démontré que S. infantarius joue un rôle

aggravant dans le développement du cancer colorectal en accélérant la formation de lésions

tumorales au niveau du côlon de rat et que cette bactérie pouvait intervenir dès les stades

précoces de la cancérogenèse. Cet effet cancérigène s’acccompagne d’une réaction

inflammatoire mise en évidence par la libération de chimiokines CINC/GRO dans la

muqueuse colique. Ces effets proinflammatoires ont été confirmés par la stimulation in vitro

de la libération d’IL-8 par les cellules coliques humaines Caco-2 et HT29 incubées avec les

composants protéiques de la paroi de S. infantarius (Ellmerich et al., 2000a; Ellmerich et al.,

2000b). La purification des protéines de la paroi bactérienne a permis d’isoler unesous-

fraction protéique, que nous appelons S300, enrichie en facteurs proinflammatoires et

procancérigènes.

L’objectif de ce travail a été d’isoler et de caractériser le ou les PAMPs protéiques de la 

paroi de S. infantarius impliqués dans la promotion du cancer colorectal et dans

l’inflammation de la muqueuse colique qui y est associée. Ce travail a été mené en plusieurs 

étapes réclamant différentes approches méthodologiques.

La première étape a permis l’identification par spectrométrie de masse des différentes

protéines incluses dans la fraction S300 semi-purifiée obtenue par des chromatographies

successives à partir de la paroi bactérienne. De précédentes expériences avaient mis en

évidence le pouvoir procancérogène de cette fraction S300 puisque, utilisée dans le modèle de

CCR développé par le laboratoire chez le rat, elle est capable d’induire une augmentation des 

lésions précancéreuses dans le côlon de ces rats prétraités avec l’AOM. Cette fraction 

présente, outre un fort pouvoir de stimulation des cellules Caco-2 in vitro , une capacité à

induire au niveau de la muqueuse une réaction inflammatoire corrélée à un effet tumoral in

vivo.
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Dans un second temps, nous nous sommes appliqués à isoler un fragment des gènes de

trois protéines identifiées dans la fraction S300. Nous avons choisi une stratégie

d’amplification par PCR de fragments localisés à l’intérieur de la partie codante de ces gènes. 

Le clonage de ces séquences amplifiées dans des vecteurs d’expression bactériens a permis de 

surexprimer un fragment de chacune des trois protéines choisies de S. infantarius. Les

protéines recombinantes ainsi produites ont servi à générer des anticorps polyclonaux

spécifiques de chacune de ces protéines d’intérêt. Pour la production d’anticorps spécifiques 

de deux de ces protéines, nous avons également utilisé des antigènes peptidiques de synthèse.

La troisième étape a consisté à purifier séparément les trois protéines de la paroi S.

infantariusgrâce aux anticorps polyclonaux par chromatographie d’immunoaffinité.

Enfin, l’étude in vitro et in vivo des effets de ces trois protéines purifiées sur la promotion

du cancer colorectal associé à la réaction inflammatoire a été mise en œuvre. In vitro, les

cellules Caco-2 ont été utilisées pour tester la capacité de chacune de ces protéines

bactériennes à stimuler la libération d’IL-8 et de PGE2 qui sont des marqueurs d’une réponse 

inflammatoire par des cellules cancéreuses coliques. Une expérience in vivo, avec notre

modèle de CCR chez le rat, nous a permis de savoir si une ou plusieurs de ces protéines

présente un pouvoir cancérogène.

Dans une deuxième partie du travail, nous nous sommes intéressés à un complexe de haut

poids moléculaire , appelé HPM, présent dans toutes les fractions purifiées à partir de la paroi

de S. infantarius et ayant un pouvoir proinflammatoire plus important que celui de la fraction

S300. La purification de ce complexe HPM par immunoaffinité a permis de montrer qu’il 

contient plusieurs protéines dont une majoritaire de 50 kDa.

Dans un premier temps, une expérience in vivo, menée avec notre modèle animal, nous a

permis d’étudier si ce complexe HPM intervient dans la cancérogenèse colique chez le rat. 

Nous avons ensuite cherché à caractériser le(s) récepteur(s) cellulaire(s) interagissant avec

des antigènes protéiques de ce complexe HPM et présents à la surface des cellules THP-1 et

Caco-2. Des expériences de "Ligand Affinity Blotting" ont été optimisées dans ce but.

Finalement, l’identification par spectrométrie de masse de deux récepteurs mis en évidence a

été envisagée.
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1. TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

1.1. Souches bactériennes

1.1.1. Streptococcus infantarius
La souche de S. infantarius NCTC 8133, isolée d’endocardite, nous a été fourniepar le

docteur A. P. Gibb du département de Microbiologie et des Maladies infectieuses de

l’Université de Calgary, Canada. Cette souche cataloguée provient de la National Collection 

of Types Cultures ( Londres, UK). Il s’agit de l’espèce S. bovis biotype II-1, récemment

reclassée en Streptococcus infantarius subsp. infantarius (Schlegel et al., 2000).

Cette souche est cultivée dans du milieu BHI ( Brain Heart Infusion, Difco ) à 30 g/L

enrichi en glucose 1%, en conditions anaérobies en système GENbox anaer (Biomérieux,

France) et à 37°C. Les bactéries sont conservées dans le glycérol (50%) à -80°C.

1.1.2. Escherichia coli

JM109 : recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk-, mk+), relA1, supE44, (lac-proAB),

[F’, traD36, proAB, lacI
q
ZM15]

Cette souche est communément utilisée pour produire des plasmides et offre un taux de

transformation élevé. Elle  permet une sélection des transformants  par le système d’-

complémentation puisqu’elle possède le répresseur lacI
q
ZM15 inductible (Gough et Murray,

1983)

BL21(DE3) : E. coli B [F-, ompT, hsdSB (rB- mB-), gal, dcm, (DE3)

Cette souche constitue un système de choix pour la surexpression de gène et la production

de protéines recombinantes. Elle porte une mutation dans les gènes de protéases lon et ompT,

ce qui permet une stabilité des protéines recombinantes.

Les E. coli sont cultivées dans du milieu LB (Luria-Bertani) à 37°C sous agitation en

présence ou non d’ampicilline.
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1.2. Extraction de l’ADN bactérien

1.2.1. Extraction de l’ADN génomique de Streptocoques
S. infantarius (NCTC 8133) est cultivé dans 400 mL de milieu BHI à 37°C pendant 18

heures. La culture est centrifugée à 7000g pendant 10 min à 4°C. L’ADN génomique est 

extrait à partir du culot bactérien selon la méthode de Spanier et Cleary (1983). Ce dernier est

lavé deux fois avec 30 mL d’acétate de sodium 0,2 M, pH6,0 froid, puis remis en suspension

dans 20 mL de tampon T10E1 (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM) glucosé à 25 % et additionné

de 800 U de mutanolysine. La suspension est alors incubée à 37°C pendant 1h30, puis

centrifugée 15 min à 9000g à 4°C. Le culot est repris dans 20 mL de tampon T10E1 additionné

de 1 % de sarcosyl et incubé avec 200 µL de RNAse à 10 mg/mL pendant 45 min à 37°C. Le

tout est ensuite incubé avec 100 µL de protéinase K pendant 1h à 37°C.

Un volume de phénol-chloroforme (v/v) est ajouté au lysat bactérien et la phase aqueuse,

qui contient l’ADN, est recueillie après centrifugation à 10000g, 15 min à 4°C et soumise à 

une 2ème extraction au phénol-chloroforme. L’ADN génomique est ensuite précipité par 

addition de deux volumes d’éthanol absolu et 0,1 volume d’acétate de sodium 3 M, pH 5,4 

glacé (30 min, à -20°C). Le culot est récupéré par centrifugation (9000g, 20 min, 4°C) et lavé

dans 5 mL d’éthanol 75%. Il est finalement séché sous vide pendant 15 min avant d’être 

dissout dans 500 µL d’eau milliQ.

1.2.2. “ Minipreparation ” de l’ADN plasmidique
Les E. coli transformées sont cultivées dans 5 mL de milieu LB avec ampicilline (100

µg/mL), une nuit à 37°C. L’ADN plasmidique est purifié sur colonne selon un protocole 

rapide et simple grâce au système Wizard® Plus SV (Promega).

1.2.3. “ Maxipreparation ”de l’ADN plasmidique
250 mL de milieu LB sont ensemencés par 250 µL d’une préculture d’E. coli d’une nuit 

et mis en culture à 37°C sous agitation pendant un minimum de 16h. Cette méthode

d’extraction consiste en une lyse alcaline des bactéries (Birnboim et Doly, 1979; Ish-

Horowicz et Burke, 1981). Le culot bactérien est resuspendu dans 25 mL de tampon Tris-HCl

25 mM, pH 8,0, EDTA 10 mM, Glucose 50 mM, puis 50 mL de solution de NaOH 0,2 M,

SDS 1% sont ajoutés, les bactéries sont lysées dans la glace pendant 5 à 10 min. Le SDS, les

débris cellulaires et les protéines sont ensuite précipités dans la glace pendant 10 min en

présence de d’acétate de potassium 5 M, pH 5,0. Après centrifugation (10000g, 20 min, 4°C), 

le surnageant est additionné de 10 mL d’isopropanol. Après une incubation d’une heure à -
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20°C, le culot est récupéré par centrifugation (10000g, 20 min, 4°C) et lavé à l’éthanol 75% 

puis dissout dans un volume de tampon TE (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, EDTA 0,1 mM). Les

acides nucléiques sont ensuite séparés sur un gradient de chlorure de césium (1,1 g/mL,

60000rpm, 5 h). La bande inférieure correspondant à l’ADN super-enroulé est récupéré et

subit une purification à l’isopropanol. L’ADN est ensuite précipité dans 10 volumes d’éthanol 

pendant 1 h à -20°C. Après centrifugation, le culot d’ADN est rincé à l’éthanol absolu et

dissout dans un volume d’eau milliQ.

1.3. P.C.R.

La PCR consiste en une amplification exponentielle d’un fragment d’ADN spécifique 

grâce à deux amorces désoxyribonucléotidiques complémentaires aux extrémités du fragment

à amplifier. A 50 à 100 ng d’ADN matrice sont ajoutés 5 µL de tampon PCR 10X 

(Invitrogen), les dNTPs (0,5 mM chacun, Invitrogen), 400 ng de l’amorce-sens, 400 ng de

l’amorce-antisens, 1 unité de Taq polymérase (Invitrogen) et q.s.p. 50 µL d’eau.

Tableau 4 : Amorces utilisées lors des différentes amplifications par PCR et leur température
d’hybridation (Tm)

Amorces Séquences 5’-3’ Tm (°C)

dpep1F TGTACWTCWATHTTRGTYGGWAAA 44

dpep4R RACATAAGCATCATCTGGAAC 44

pgi1F GGTATTGGTGGTTCWTACCTTGGTGC 50

pgi6R CCWGGTTTWCCAAGAAGAGCAAACAT 50

pgi7F ATGWCACATATTAMATTYGAYTA 50

ampep1F AAAGCTTCWGGWCGTTGCTGGATGTTT 50

ampep5R AACACCWGTYAAVACCATRGCGTG 50

dpep11F CGGGATCCCGAAAAGCGTCTTATGATGGCT 59

dpep41R GGAATTCCGCATCATCTGGAACACGGCGAG 59

pgi11F GGAATTCCATATGGAATTCCGTGCGGCTATCGACTTC 55

pgi61R CGGGATCCCGTTTCTTGTATGCTTCTAC 55

ampep11F GGAATTCCATATGGAATTCCCAGCTCTTAATACTTTCCC 55

ampep51R CGGGATCCCGTGTCATCAAGCTTTCGCT 55
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Programme PCR :

1.4. Clonage des fragments d’ADN

1.4.1. Vecteurs bactériens

 pGEM-T

Ce vecteur dérive du plasmide pUC et possède une origine de réplication et un gène de

résistance à l’ampicilline (figure 14). Il permet d’insérer directement des fragments d’ADN 

amplifiés par PCR dans sa cassette de clonage qui se situe au niveau du gène lacZ codant la -

galactosidase. Le clonage d’un fragment d’ADN empêche ainsi la synthèse de la -

galactosidase et les clones recombinants sont détectés par -complémentation sur un milieu

avec de l’IPTG et du X-GAL

Figure 14 : carte du vecteur pGEM®-T et séquence de la cassette de clonage

Etapes
Dénaturation 5 min à 95°C
Hybridation 1 min à Tm

Polymérisation 1 min/500 pb à 72°C
Elongation finale 5 min à 72°C
Nombre de cycles 35

pGEM® - T
(3015pb)
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 pGEX-4T

Le vecteur pGEX-4T dérive du plasmide pBR322 dont il possède l’origine de réplication 

et renferme le gène de résistance à l’ampicilline (figure 15). Il renferme une cassette de 

clonage en aval du gène de la Glutathion S-transférase (GST) et permet donc d’exprimer des 

protéines fusionnées à cette GST à l’extrémité N-terminale, sous le contrôle du promoteur tac

inductible par l’IPTG.

 pET-15b

Ce vecteur d’expression possède une origine de réplication E. coli et le gène de résistance

à l’ampicilline. Il permet, sous le contrôle du promoteur du bactériophage T7, l’expression 

d’une protéine d’intérêt avec une queue poly-histidine (His6-Tag) à son extrémité N-

terminale. Ce promoteur est activé par la T7 ARN polymérase dont le gène est présent dans le

chromosome bactérien des souches d’E. coli telles que BL21 et BL21(DE3) et dont

l’expression est sous le contrôle du promoteur lacUV5, inductible par l’IPTG (figure 16).

1.4.2. Digestion de l’ADN par une enzyme de restriction

La digestion se fait pendant 2h à 37°C ou 12h à 37°C sur 1 µg d’ADN double brin en 

présence de 5U d’enzyme de restriction, dans un milieu réaction de 20 µL comportant le

tampon de digestion correspondant à l’enzyme utilisée. La digestion est vérifiée par 

électrophorèse en gel d’agarose et le produit de restriction est purifié par précipitation 

éthanolique.

1.4.3. Isolement de fragments d’ADN d’un gel d’agarose 
Ce vecteur d’expression possède une origine de réplication E. coli et le gène de résistance

à l’ampicilline (figure 15). Il permet, sous le contrôle du promoteur du bactériophage T7, 

l’expression d’une protéine d’intérêt avec une queue poly-histidine (His6-Tag) à son extrémité

N-terminale. Ce promoteur est activé par la T7 ARN polymérase dont le gène est présent dans

le chromosome bactérien des souches d’E. coli telles que BL21 et BL21(DE3) et dont

l’expression est sous le contrôle du promoteurlacUV5, inductible par l’IPTG.

1.4.4. Ligation
La ligation se fait à 4°C pendant une nuit dans un volume total de 10 µL. Le milieu

réactionnel est constitué de 100 ng de vecteur linéarisé, de 50 à 100 ng de fragment d’ADN à 

cloner, de 5 µL de tampon de ligation 2X (LigaFastTM System, Promega), de 1U de T4 DNA

ligase et qsp 10 µL d’eau.
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pET-15b
(5708 pb)

Figure 15 : carte du vecteur pGEX-4T-1 et séquence de la cassette de clonage

Figure 16 : carte du vecteur pET-15b et séquence de la cassette de clonage

pGEX-4T-1
4900 pb
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1.4.5. Transformation de E. coli
 Transformation de JM109

La transformation de la souche JM109 compétentes (Promega) se fait selon un protocole

simple par choc thermique (passage de 0 à 42°C pendant 50 secondes). Pour la sélection par

-complémentation des clones recombinants contenant le vecteur pGEM-T, nous étalons les

bactéries transformées sur des boîtes LB-Agar (1,5%) avec de l’ampicilline (100 µg/mL), du 

X-gal (2%) et de l’IPTG (80 µM). Les boîtes sont alors mises une nuit à 37°C.

 Préparation de E. coli BL21 (DE3) électrocompétentes

La veille, une préculture de 100 mL de E. coli BL21 est lancée à 37°C sous agitation toute

la nuit. A 50 mL de cette préculture sont ajoutés 450 mL de LB et les bactéries sont cultivées

à 37°C jusqu’à une DO de 0,5 à 600 nm. La culture est alors refroidie pendant 1h à 4°C puis 

centrifugée à 7000g, 10 min à 4°C. Le culot est ensuite resuspendu dans 45 mL d’eau milliQ 

stérile et froide (4°C) puis la suspension est complétée à 450 mL avec de l’eau. Après une 

nouvelle centrifugation, le culot est repris dans 30 mL d’eau froide puis complété à 300 mL 

avec de l’eau. Après une troisième centrigugation, le culot est resuspendu dans 4mL d’eau 

froide puis complété à 100 mL d’eau. Une ultime centrifugation permet de récupérer un culot

bactérien qui est repris finalement dans 1,6 mL d’une solution aqueuse 20% glycérol stérile 

qui permet de conserver les cellules à –80°C. Les bactéries compétentes sont aliquotées à 75

µL et sont ainsi prêtes à être transformées par électroporation.

 Transformation de E. coli BL21 (DE3) compétentes

Une suspension de 40 µL de bactéries compétentes est mélangées à 1 µL du produit de la

ligation et incubée 1min dans la glace. Le tout est introduit dans une cuvette d’électroporation

et soumis à une décharge électrique délivrée par un électroporateur (25 µF, 2500 V, 200 ).

Après addition de 1 mL de LB, les cellules transformées sont incubées 1h à 37°C. Puis 20 et

200 µL de la suspension bactérienne sont étalés sur un milieu LB-agar (1,5%) sélectif avec

ampicilline.

1.4.6. Criblage des clones par hybridation sur membrane

 Marquage de la sonde ADN à la digoxigénine

Les différentes sondes d’ADN double brin sont marquées de manière non radioactive en 

incorporant des désoxyribonucléotides dUTP marqués à la digoxigénine par PCR selon la

méthode de l’amorçage au hasard ou “random priming” (Feinberg et Vogelstein, 1983).



85

 Transfert des acides nucléiques de colonies d’E. coli

Les colonies transformées à analyser sont repiquées symétriquement sur deux boîtes de

milieu LB-agar avec ampicilline. Sur une des boîtes, le milieu est préalablement recouvert par

une membrane de nitrocellulose. Les deux répliques sont mises en culture une nuit à 37°C. Le

filtre de nitrocellulose est ensuite incubé avec 3 mL de tampon de dénaturation (NaCl 1,5 M,

NaOH 0,5 M) pendant 10 min, puis avec du tampon de neutralisation (Tris-HCl 0,5 M, NaCl

1,5 M, EDTA 1 mM, pH 7,0) deux fois 10 min. Il est ensuite lavé dans du tampon SSC 2X

(NaCl 0,3 M, citrate de Na 30 mM) afin d’éliminer les débris cellulaires. Après séchage à l’air 

libre, les acides nucléiques sont fixés sur la membrane par irradiation aux UV en vue d’une 

hybridation avec une sonde d’ADN.

 Hybridation sur membrane

La membrane sèche sur laquelle est fixé l’ADN bactérien est préincubée 30 min à 65°C 

dans 5 mL de tampon d’hybridation. La sonde d’ADN double brin marquée à la digoxigénine 

est d’abord dénaturée à 100°C pendant 3 min. Elle est immédiatement transférée sur la glace

fondante puis rajoutée au milieu d’hybridation pour une incubation à 65°C toute la nuit. Après 

rinçage de la membrane dans le tampon SSC 2X, elle est séchée avant détection de la sonde

avec un anticorps anti-digoxigénine conjugués à la phosphatase alcaline et la révélation se fait

après incubation avec son substrat chemiluminescent, CSPD® (disodium 3-methoxyspiro

dioxetane chloro tricyclodecanyl phenyl phosphate, Boehringer Mannheim) et exposition à un

film autoradiographique.

2. PREPARATION DES ANTIGENES BACTERIENS

2.1. Préparation des antigènes de parois

S. infantarius est cultivé dans du milieu BHI à 37°C pendant 18 heures. En phase

stationnaire, les cultures sont centrifugées à 7000g pendant 10 min à 4°C. Le surnageant est

éliminé et le culot bactérien est soumis à une extraction douce des antigènes de paroi ou WEA

(Wall Extracted Antigens) comme décrit précédemment (Scholler et al., 1981). Celle-ci est

réalisée sous agitation pendant 1 heure  à  4°C, en présence d’un tampon phosphate 0,5 M, 

pH 6,0 (25 mL/Litre de culture), et de 5% (v/v) de billes de verre (Glasperlen 0,25-0,50 mm,

Roth, Allemagne). Après centrifugation (7000g, 10 min, 4°C) le surnageant est dialysé contre
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de l’eau distillée, lyophilisé à sec, dessalé à nouveau sur colonne EconoPac 10 DG (Biorad,

France) puis repris dans un tampon Bis Tris 20 mM, pH 7,0.

2.2. Préparation des antigènes excrétés

S. infantarius est cultivé dans du milieu BHI à 37°C pendant 18 heures. En phase

stationnaire, les cultures sont centrifugées à 7000g pendant 10 min à 4°C. Le surnageant est

éliminé et le culot bactérien est remis en suspension dans du PBS 5 mM (1 L pour 10 L de

culture). Les protéines excrétées sont préparées selon une méthode précédemment décrite

(Aliprantis et al., 2001). Après 4 heures d’incubation à 37°C, la culture est centrifugée à 

7000g pendant 10 min à 4°C. Le surnageant est conservé à –80°C ou dialysé contre de l’eau 

distillée pour être concentré par lyophilisation.

2.3. Lyse des streptocoques

Le culot bactérien, obtenu après centrifugation à 7000g pendant 10 min à 4°C à partir

d’une culture de 18h de S. infantarius, est remis en suspension dans du PBS 5 mM (100 mL

pour 10L de culture) avec 1 µM de PMSF. La suspension bactérienne est lysée par cinq séries

de congélation dans l’azote liquide et décongélation à 37°C puis par plusieurs séries de 

sonications (10 min, 2 pulses/s) dans la glace. Le lysat est obtenu après centrifugation (9000g,

10 min, 4°C) et conservé à–80°C.

2.4. Purification des composants induisant une libération d’IL-8

La fraction WEA de S. infantarius est d’abord fractionnée par chromatographie 

échangeuse d’anions en système HPLC équipé d'une colonne MonoQ® HR 5/5 (Pharmacia, 

France), équilibrée avec un tampon A (BisTris 20mM, pH 7,0). L’élution est réalisée à un

débit de 1 mL/min avec un gradient de NaCl (0,05 à 1 M) dans le tampon A. L’absorbance de 

l’éluat est enregistrée à 280 nm, les fractions de 2 mL sont collectées puis testées pour leur 

capacité à induire une libération d’IL-8 par les cellules Caco-2.

La fraction active (Fraction MonoQ) est rassemblée, dialysée contre le tampon A puis

concentrée pour être à nouveau fractionnée par chromatographie d’exclusion (Sephacryl™ 

S300 column (100 x 2.5 cm; Pharmacia). La colonne est équilibrée avec un tampon A

supplémenté avec 50 mM NaCl. La séparation se fait à un débit de 0,2 mL/min, l’absorbance 

de l’éluat est enregistrée à 280 nm, des fractions de 2 mL sont collectées puis testées pour leur 

capacité à induire une libération d’IL-8 par les cellules Caco-2. La fraction active (Fraction

S300) est rassemblée, dialysée contre le tampon A puis concentrée.
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2.5. Extraction et purification de protéines recombinantes

2.5.1. Lyse des bactéries
Les clones recombinants sont mis en préculture dans 10 mL de milieu LB avec de

l’ampicilline (100 µg/mL) à 37°C pendant une nuit. Le lendemain, 2 mL de cette préculture 

est réensemencée dans 25 mL jusqu’à une DO de 0,4 à 0,6. L’addition de 1 µM d’IPTG, qui 

est l’inducteur du promoteur bactérien de la -galactosidase, permet d’activer l’expression de 

la phase codante de la protéine située en aval de ce promoteur. La surexpression est induite

pendant 3h à 37°C.

Le culot bactérien, obtenu par centrifugation à 9000g pendant 10 minutes à 4°C, est repris

dans 10 mL de PBS 10 mM avec 1 µM de PMSF, un inhibiteur de protéases. Les bactéries

sont lysées dans la glace par sonication (2 pulses/s). Le lysat est récupéré après centrifugation

(9000g, 10 min, 4°C) et conservé à–80°C.

2.5.2. Chromatographie d’affinité

Sur colonne GST-Trapp

La matrice de Sepharose de la colonne (GST-trapp FF 1mL column, Amersham

Biosciences), couplée au glutathion réduit, substrat de la GST (Glutathion S-Transferase),

permet la purification de la GST et de toute protéine fusionnée à la GST. La colonne est lavée

avec de l’eau (1 mL/min), puis équilibré avec du PBS, l’extrait protéique est déposé dans un 

tampon de liaison (PBS, pH 7,3) à un débit de 0,5 mL/min. La colonne est ensuite lavée avec

10mL de PBS. L’élution des protéines fusionnées à la GST est réalisée sous un débit de 1

mL/min dans un tampon d’élution (Tris-HCl 50 mM, glutathion réduit 10 mM pH 8,0). Les

protéines sont séparées selon leur affinité avec la colonne, et sont détectées à une longueur

d’onde de 280 nm. Les différentes fractions sont collectées etanalysées par SDS-PAGE.

Sur colonne chélatrice d’ions

L’extrait protéique est déposé sur une colonne de Nickel chélatrice de cations divalents 

(His-Bind resin, Pharmacia) dans un tampon de fixation (Tris-HCl 20 mM, pH7,9, NaCl 0,5

M, imidazole 1 M) à un débit de 1 mL/min. L’élution est réalisée à l’aide d’un tampon Tris-

HCl 20 mM, imidazole 80 mM). Les protéines sont séparées selon leur affinité pour le Nickel

et sont détectées à une longueur d’onde de 280 nm. Les différentes fractions sont collectées et 

analysées par SDS-PAGE.



88

2.6. Purification de protéines par immunoadsorbant

2.6.1. Choix des peptides à synthétiser

Pour l’aminopeptidase A et la PGI, en se basant sur les séquences nucléotidiques traduites 

trouvées chez S. infantarius, nous avons choisi des antigènes peptidiques correspondant à une

région très restreinte et très spécifique de chacune de ces deux protéines.

Les peptides ont été synthétisés et purifiés par NeoMPS (Strasbourg). La purification

(>85%) des peptides a été effectuée par HPLC. Ils ont été couplés à une protéine porteuse,

l’ovalbumine (OVA) à l’extrémité N-terminale par l’intermédiaire d’un agent couplant. 

La séquence des peptides synthétiques utilisés pour la préparation des sérums polyclonaux

est indiquée dans le tableau ci-dessous :

peptide mers séquence acide aminé
N-terminale agent couplant

AMPEP32 15 YHSDKNITPQEFFKK tyrosine bisdiazodenzidine (BDB)

PGI8 17 CKPRKNVVIPELSEDLD cystéine maleimidobenzoyl-succinimide
ester (MBS)

2.6.2. Préparation de l’antisérum polyclonal de lapin 
Nous avons réalisé l'immunisation de lapins afin d’obtenir des antisérum polyclonaux 

dirigés contre des antigènes spécifiques :

- les protéines recombinantes d’intérêt, surexprimées dans E. coli (Dipeptidase A,

Aminopeptidase C ou PGI)

- le complexe HPM (Haut Poids Moléculaire) de la fraction WEA de la souche S.

infantarius NCTC 8133. Ce complexe, préparé par migration du WEA sur un gel de

polyacrylamide 7,5%, migre au milieu du prégel à 5% de polyacrylamide,

- ou bien encore les peptides synthètiques respectivement spécifiques de l’Amino-

peptidase C et de la PGI de S. infantarius. Ils sont injectés à raison de 100 µg de peptide

couplé par injection

Pour les antigènes protéiques (les trois protéines recombinantes et le complexe HPM), les

protéines sont déposées sur un gel de polyacrylamide. Les bandes correspondant aux

différentes protéines sont découpées séparément puis broyées dans 500 µL de PBS 5 mM.

L’immunisation consiste en 4 injections par voie sous-cutanée, à 10 jours d’intervalle. En 

ce qui concerne les peptides, de l’adjuvant de Freund est ajouté à l’inoculum, sinon 

l’acrylamide sert d’adjuvant. Une ponction est effectuée 4 jours après la dernière injection au 

niveau de la veine auriculaire.
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2.6.3. Purification des IgG
Le sérum est obtenu après coagulation du sang, 1h à 37°C, puis 2h à 4°C, et centrifugation

à 200g pendant 10 min. Le surnageant contenant les immunoglobulines est précipité au sulfate

d’ammonium à 50% de saturation pendant 1h à 4°C. Le précipité est récupéré après 

centrifugation à 5000g pendant 10 min à 4°C, remis en suspension dans un tampon Tris-HCl

0,025 M, NaCl 0,035 M, pH 8,8, puis dialysé contre ce même tampon pendant 12h. La

fraction IgG est isolée selon la méthode de (Corthier et al., 1984) par chromatographie

échangeuse d’ions sur une colonne DEAE-Trisacryl M équilibrée avec un tampon Tris-HCl

0,025 M, NaCl 0,035 M, pH 8,8. Les IgG, non retenues sur la colonne, sont éluées dans le

premier pic, dosées par la méthode de Bradford puis stockées à -20°C. La régénération de la

colonne est réalisée avec un tampon Tris-HCl 0,025 M, NaCl 1 M.

2.6.4. Dosage de l’activité immune des IgG
L’activité immune des IgG est déterminée par un test ELISA double sandwich. Les 

antigènes utilisés pour immuniser le lapin sont adsorbés sur une plaque de microtitration

(Maxisorp, Nunc) à raison de 50 µL par puits et de 1 µg/mL s’il s’agit d’une protéines pure ou

20 µg/mL pour un mélange protéique, dans un tampon bicarbonate (0,1 M, pH9.6) pendant 1h

à 37°C. Après saturation des sites aspécifiques, les antigènes sont incubés avec une gamme de

dilutions des sérums à tester pendant 1h à 37°C (50 µL par puits). Puis des anticorps anti-

lapin couplés à la péroxydase alcaline dilués au 1/3000e (Amersham Bioscience) sont incubés

1h à 37°C. La lecture de la DO à 405 nm est faite après 20 à 30 min d’incubation avec le 

substrat (p-nitrophenyl phosphate ou pNPP).

2.6.5. Préparation de la colonne d’immunoaffinité
Le gel de Sepharose 4B activé par le bromure de cyanogène (CNBr-activated Sepharose®

4B, Pharmacia biotech) est hydraté 5 min dans quelques mL d’acide chlorhydrique 1 mM 

froid, puis lavé abondamment (200 mL/g de gel sec) sur verre fritté. L’acide chlorhydrique 

protège les groupements activés qui autrement s’hydrolyseraient à un pH trop élevé. Les IgG 

obtenues par chromatographie échangeuse d’ions sont fixées sur le gel. 5 mg d’IgG sont 

couplées à 1 mL de gel hydraté (0,3 g de gel sec). La solution d’anticorps, préalablement 

équilibrée dans le tampon de couplage (NaHCO3 0,2 M pH 8,3; NaCl 0,5 M), est mise en

contact avec le gel pendant 1h à température ambiante sous agitation, sans barreau

magnétique. L’excès de groupements actifs est bloqué par une solution de glycine 0,2 M pH

8,0 (2 fois le volume du gel) pendant 2h à température ambiante, sous agitation. Les IgG non

fixées sont éliminées par saut de pH, en passant alternativement un volume de tampon acétate
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0,1 M pH 4,0 et un volume de tampon de couplage (3 fois). Le gel est stocké dans un tampon

PBS 10 mM pH 7,2 avec 0,02% (v/v) d’azide de sodium à 10%, un agent antibactérien et 

antifongique.

2.6.6. Purification de la protéine sur l’immunoadsorbant
La dipeptidase A est purifiée à partir d’un extrait brut des antigènes de paroi WEA de S.

infantarius par passage sur un immunoadsorbant (gel Sepharose 4B activé par le bromure de

cyanogène et couplé aux IgG de lapin anti-dipeptidase). La fraction WEA est mise en contact

avec le gel (1 volume de gel/volume de WEA dilué dans du PBS 10 mM pH 7,2) pendant 15

minutes à température ambiante et sous agitation. Le gel est ensuite séparé des composants

non fixés, puis lavé avec un grand volume de PBS pH 7,2, afin d’éliminer les constituants

fixés de manière aspécifique.

La dipeptidase A, retenue sur le gel, est éluée à l’aide d’un tampon glycine-HCl 0,1M, pH

2,2 (3 à 4 fois le volume du gel). L’éluat est neutralisé immédiatement par 1/15e de son

volume de KH2PO4 1M, puis est dialysé contre de l’eau distillée, lyophilisé à sec, dessalé à 

nouveau sur colonne EconoPac 10 DG (Biorad) puis repris dans du Bis-Tris 20 mM, pH 7,0.

Nous suivons la même méthode pour purifier l’aminopeptidase C, la PGI et le complexe 

HPM de S. infantarius.

2.7. Biotinylation du complexe HPM

 Biotinylation des groupements carboxyles
La biotinylation du complexe HPM est effectuée avec la biotinyl-3,6-dioxaoctanediamine

en présence d’éthyldiméthylaminopropylcarbodiimide hydrochloride (EDC) et se fait entre les 

fonctions carboxyles des protéines et les fonctions amines primaires de la biotine. Le

complexe HPM (1 mg) préparé dans 1 mL de tampon acide morpholino-éthanesulfonique

0,1 M (MES) pH 4,7-5,5 est mélangé avec 1 mL d’une solution de biotine 50 mM préparée 

dans le même tampon et 100 µL d’une solution d’EDC 20 mg/ml dans le tampon MES. 

 Biotinylation des groupements amines
La biotinylation du complexe HPM est effectuée avec la sulfo-N-hydroxysuccinimide

ester biotine et se fait entre les fonctions amines primaires des protéines et la fonction ester de

la biotine. Le complexe HPM (1 mg) est dissout dans 1 mL de tampon carbonate 0,1 M pH

8,0 et mélangé avec 75 µL d’une solution de biotine à 1 mg/mL préparée dans le même 

tampon.
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Pour les deux méthodes de biotinylation, le couplage est réalisé selon les indications du

fabricant (Thongboonkerd et al.). Le mélange complexe HPM-agent de biotinylation est mis

sous agitation pendant 2h à 25°C. L’élimination de la biotine libre se fait par chromatographie 

sur colonne d’exclusion de type Biogel P-6DG équilibrée et éluée en PBS pH 7,2.

3. ANALYSES BIOCHIMIQUES

3.1. Analyse des protéines sur gel de polyacrylamide dénaturant

Après avoir été dosée selon la méthode de Bradford (1976), les protéines sont séparées en

gel 12, 10 ou 7,5% de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS et DTT). Dans

certains cas, pour dissocier totalement des complexes protéiques, il nous a fallu travailler en

présence d’urée 4 M en supplément du SDS, afin de rompre les liaisons hydrogènes. Les 

protéines peuvent ensuite être visualisées par coloration du gel au bleu de Coomassie ou

transférées sur membrane.

3.2. Western Blotting

Après électrophorèse, les protéines sont transférées sur membrane de nitrocellulose

(Amersham) préincubée dans le tampon de transfert (Towbin et al., 1979). La révélation des

protéines se fait par incubations séquentielles avec:

- une solution de saturation (PBS, 5% lait, 30 min)

- des anticorps primaires (dilués dans du PBS, 0,1 % lait, 2h).

- des anticorps secondaires couplés à la peroxydase, (dilués dans du PBS-0,05 % Tween

20, 0,1 % lait, 1h).

- le substrat chimioluminescent ECL (Amersham Life science, France), puis révélation par

autoradiographie.

Toutes les étapes sont séparées par des séquences de lavages (3x10 min.) en PBS-

Tween20
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Les anticorps primaires et secondaires utilisés sont répertoriés dans le tableau suivant.

Protéine à révéler Anticorps primaires

Protéine fusionnée à la GST ou GST Anti-GST couplés à la HRP (lapin , Amersham) au 1/1000ème, 1h

Protéine possédant une queue poly-
histidine Anti-HIS-tag (souris, Amersham) au 1/3000ème, 2h

Dipeptidase A Anti-dipeptidase au 1/800ème, 2h

Aminopeptidase C Anti-aminopeptidase au 1/200ème, 2h

Glucose-6-Phosphoisomérase Anti-PGI au 1/400ème, 2h

HPM Anti-HPM au 1/200ème, 2h

Anticorps primaires Anticorps secondaires

Anti-IgG de lapin Anti-IgG de lapin couplé à la HRP (NIF 824) (Amersham) au 1/30 000ème,
1h

Anti-IgG de souris Anti-IG de souris couplé à la HRP (NIF 825) (Amersham) au 1/20 000ème, 1h

4. ACTIVITE IN VITRO SUR LES CELLULES CACO-2

4.1. Culture cellulaire : les cellules épithéliales coliques Caco-2

Les cellules épithéliales coliques de type Caco-2 (ECACC 86010202) sont une lignée de

cellules humaines adhérentes qui proviennent d’un adénocarcinome du côlon (Chantret et al.,

1988; Jumarie et Malo, 1991). Elles ont été utilisées entre le passage 5 et 25. Les cellules

Caco-2 sont cultivées à 37°C, en présence de 5% de CO2, dans un milieu DMEM contenant

du glucose (4,5 g/L), supplémenté en L-glutamine (2 mM), pyruvate de sodium (1 mM),

acides aminés non essentiels, gentamicine (40 µg/mL), penicilline-streptomycine (100 U/100

µg/mL) ainsi que du sérum de veau fœtal décomplémenté (10% v/v). Un repiquage au 1/6e est

effectué tous les 7 jours: les cellules sont lavées puis décollées à l’aide d’une solution de 

trypsine 0,25%-EDTA 2 mM, centrifugées et remises en suspension dans du milieu frais. Le

milieu est remplacé trois jours après le repiquage. Les cellules Caco-2 sont à confluence après

7 jours de culture et sont différenciées à partir du dixième jour. Elles acquièrent alors une

structure et des fonctions enzymatiques proches des cellules coliques humaines (Pinto et al.,

1983).

4.2. Mesure de l'activité pro-inflammatoire in vitro

Les cellules Caco-2 sont repiquées en plaque de 96 puits, à raison de 4.103 cellules/puits et

amenées à confluence et différenciation après environ 12 jours de culture. Lors de
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l’activation, les cellules sont lavées trois fois avec du milieu sans sérum, puis activées par les 

fractions collectées lors des diverses chromatographies (100 µL/puits), les fractions WEA ou

celle des protéines excrétées, MonoQ, S300 ou le complexe HPM (50 µg/mL) pendant 20h à

37°C. Après activation, les cytokines ou prostaglandines sont dosées dans les surnageants de

culture par un test ELISA.

4.3. Test de viabilité au MTT

Ce test est basé sur la capacité des cellules vivantes à internaliser et à transformer, au

niveau des mitochondries, le 3-4,5-diméthylthiazol-2-yl-2,5-diphélyl-tétrazolium (MTT)

bleu en un produit orange, insoluble dans l’eau: le Formazan. Il est utilisé pour vérifier

l’absence de cytotoxicité des activateurs utilisés. Après activation, les cellules, débarrassées 

du milieu de culture contenant l'activateur, sont mises en contact avec un 100 µL de DMEM +

MTT (0,2 mM) pendant 4 heures à 37°C. Le surnageant est ensuite éliminé puis les cellules

sont lysées avec du DMSO (100 L) afin de solubiliser le Formazan. Enfin, après agitation de

la plaque (5 min.), on évalue la coloration des surnageants par spectrophotométrie (densité

optique à 540 nm).

4.4. Dosage de l'IL-8 et des PGE2 dans les surnageants cellulaires

 L’IL-8 a été dosée dans les surnageants de culture par une méthode ELISA sandwich

au moyen d’un kit de dosage commercial (R&D systems) et selon les indications du 

fournisseur :

- Adsorption des anticorps de capture monoclonaux (4 µg/mL dans du PBS 5 mM pH

7,4, 18h, 4°C, 100 µL/puits).

- Saturation avec une solution de PBS 5 mM pH 7,4; 1% de lait (1h, 20°C, 300 µL/puits).

- Addition des surnageants de culture (2h, 20°C, 100 µL/puit).

- Addition des anticorps de détection polyclonaux (20 ng/mL dans du TBS-T, 0,1% de lait,

2h, 20°C, 100 µL/puits).

- Addition d'avidine conjuguée à la peroxydase (extravidine-HRP, Sigma) (1/1000ème dans

du TBS-T, 0,1% de lait, 20 min, 20°C, 100 µL/puits).

- Addition du substrat de l’enzyme, la 3,3’,5,5’-tétraméthyl-benzydine (TMB), 15 min,

20°C, 100 µL/ puits. La réaction est bloquée par une solution d’H2SO4 1M et la lecture

s’effectue à 450 nm. Toutes les étapes sont séparées par des séquences de trois lavages en

tampon PBS-T.
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 Les PGE2 ont été dosées dans les surnageants de culture par une méthode ELISA au

moyen d’un kit de dosage commercial (R&D systems) et selon les indications du fournisseur:

- Utilisation de la plaque de 96 puits pré-coatée avec des anticorps polyclonaux anti-souris

(chèvre).

- Addition des surnageants de culture (100 µL/puits).

- Addition de PGE2 conjuguées à la phosphatase alcaline (50 µL/puits).

- Addition d'un anticorps monoclonal murin anti-PGE2 (50 µL/puits).

- Incubation pendant 18 à 24 heures à 4°C.

- Lavage avec 200 µL de tampon de lavage (3 fois).

- Addition du substrat de l'enzyme, le p- nitrophényl phosphate, pNPP, 1h, 37°C, 200

µL/puits). La lecture s'effectue à 405 nm.

5. ACTIVITE IN VIVO

5.1. Animaux et traitements

Les expérimentations animales ont été réalisées selon le Guide Conseil de la Recherche

Nationale pour l'Utilisation et la Protection des Animaux avec l'autorisation (n° 00573) du

ministère de l'agriculture. Des rats wistar mâles, pesant entre 230 et 245 g, vivent en

conditions standardisées (22°C, 60% d'humidité relative, 12h/12h jour/nuit, 20 change-ments

d'air /heure) avec un accès libre à un régime alimentaire contrôlé (234 kcal/kg/jour; UAR

A05), et à l'eau. Tous les animaux reçoivent des injections d'azoxyméthane (AOM) par voie

intra-péritonéale, à raison de 15 mg/kg une fois par semaine pendant deux semaines. Une

semaine après la dernière injection d'AOM, les rats sont répartis au hasard par groupes de 6.

Les rats reçoivent par gavage intra-gastrique 1 mL :

- de fraction WEA de S. infantarius (100 µg),

- ou de fraction S300 (6 µg),

- ou du complexe HPM (6µg),

- ou bien encore de chacune des trois protéines purifiées, aminopeptidase,

dipeptidase ou glucose-6-phosphate isomérase (4µg),

diluée dans du tampon PBS 5 mM, deux fois par semaine pendant 5 semaines.

Dans le but de donner la même quantité de protéines à tous les animaux, le PBS est

complété par de la gélatine de peau de porc pour obtenir une quantité finale de protéine de
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120 µg/rat/gavage. Le groupe contrôle reçoit 120 µg de gélatine de peau de porc dans 1 mL

de PBS. Un jour après le dernier gavage, les animaux sont endormis à la kétamine puis le

côlon est prélevé.

5.2. Quantification des cryptes anormales et des tumeurs dans le côlon

La quantification du nombre de cryptes anormales hyperprolifératives et des tumeurs a été

réalisée sur un segment de 5 cm de longueur correspondant à la partie distale du côlon. Le

segment est au préalable lavé avec une solution de Krebs-Ringer (KR), ouvert dans le sens de

la longueur, puis épinglé la muqueuse exposée sur une boîte de pétri contenant de la paraffine.

La fixation du tissu est réalisée dans une solution de formaldéhyde 4% pendant une nuit à

4°C. Après lavage dans du KR, le tissu est placé dans du bleu de méthylène à 0,2% pendant 5

minutes. Après lavage, les segments de côlon sont observés au microscope à un faible

grossissement (X5) pour la quantification du nombre de cryptes anormales et des tumeurs

(Bird, 1987; Pereira et al., 1994). Cette quantification est réalisée en double aveugle. Les

critères d'identification des cryptes anormales sont: une taille augmentée, une couche de

cellules épithéliales plus épaisse, l'augmentation de la zone autour de la crypte.

5.3. Dosage de CINC/GRO et de PGE2 dans les muqueuses coliques

Les échantillons de muqueuse colique sont homogénéisés dans 1 mL de PBS contenant de

l'EDTA (10 mM), du PMSF (2 mM) et de la gentamicine (40 µg/mL) puis les suspensions

sont centrifugées (10 000g, 15 min, 4°C). Les surnageants sont utilisés pour déterminer les

quantités de CINC/GRO et de PGE2 qui sont dosées avec le kit de dosage IL-8 humain (R&D

systems) et avec le kit de dosage de PGE2 (R&D systems). Les résultats sont exprimés en

picogrammes de CINC/GRO ou de PGE2 par milligramme de protéines contenues dans le

surnageant et préalablement dosées par la méthode de Bradford.

6. ANALSE PROTEOMIQUE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE

L'analyse protéomique par spectrométrie de masse est de plus en plus utilisée pour

caractériser les protéines. Jusqu'au milieu des années 80, la spectrométrie de masse était

dédiée à l'analyse de petites molécules ne dépassant pas quelques centaines de Daltons. Ceci

provenait de la difficulté à ioniser les macromolécules. Plus tard, deux nouvelles méthodes

d'ionisation sont apparues permettant l'analyse de protéines. Hillenkamp est à l'origine du

MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation): la préparation "matrice + protéine"

sous forme cristalline est irradiée par un laser UV. L'absorption de la matrice à la longueur
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d'onde du laser provoque la désorption puis l'ionisation des protéines (Karas et al., 1989). La

seconde technique d'ionisation, développée par Fenn, est l'electrospray qui permet aux

protéines en solution de se retrouver, sous l'effet d'un fort champ électrique, sous forme

ionisée en phase vapeur (Yamashita et Fenn, 1984a; Yamashita et Fenn, 1984b). C'est grâce à

ces deux techniques que la protéomique a pu se développer.

Les techniques de spectrométrie de masse classiquement utilisées pour les études

protéomiques sont le MALDI-MS (MALDI-Mass Spectrometry) et la nanoLC-ESI-MS-MS

(nanoLiquid Chromatography-Electrospray Ionisation-Mass Spectrometry). La première

permet d’identifier les protéines à partir de la mesure des masses de leurs peptides de façon 

très précise, sensible et rapide. La seconde, permet en plus de séparer les peptides par

chromatographie liquide et de disposer d’informations de séquences sur ces peptides.

La source MALDI peut-être associée à divers analyseurs mais celui le plus couramment

utilisé pour identifier les protéines est l'analyseur à temps de vol : TOF (Time Of Flight) avec

réflecteur (Cavusoglu, 2002).
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Il existe des MALDI-TOF linéaires mais la présence d'un réflecteur permet une meilleure

précision notamment par l'allongement de la distance de vol (Vestal et al., 1995). La liste des

masses des peptides générés lors d'une digestion des protéines par une endoprotéase

(généralement la trypsine) est utilisée pour la recherche dans les banques de données

protéiques. Cependant, en dépit des excellents résultats obtenus avec cette technique,

l’approche MALDI-MS souffre de plusieurs limites dues au fait qu’elle ne repose que sur 

l’établissement d’une carte peptidique massique et ne permet pas d’obtenir d’informations de 

séquences. Ainsi dans certains cas, elle ne suffit pas pour l’identification de la protéine, en 

Figure 17 : Représentation schématique du MALDI-TOF avec réflecteur (Cavusoglu, 2002).
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particulier pour les protéines d’organismes absents des banques de données. Pour répondre

aux limites du MALDI-MS, l’approche nanoLC-MS-MS a été développée pour la

protéomique.

La technique nanoLC-ESI-MS-MS qui a été utilisée dans notre cas est associée à un

spectromètre de masse hybride (ESI-Q-TOF) représenté dans la figure 18 (Cavusoglu, 2002).
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Dans ce cas aussi, les protéines, séparées sur gel, sont digérées par une endoprotéase

(généralement la trypsine). Chaque peptide est ensuite séparé par une chromatographie en

phase inverse puis ionisé après acidification de la solution. Le quadripôle analyse le courant

continu d'ions puis retient les ions les plus intenses. Ces ions parents sélectionnés sont

fragmentés en ions fils dans la chambre de collision puis analysés par l'analyseur TOF. C'est

cette fragmentation qui permet l’obtention d’informations de séquence.

Les informations obtenues par ces deux techniques sont présentées par la figure 19:

- Par l'approche MALDI-MS: La masse des peptides trypsiques qui permet d'identifier

les protéines en comparant ces masses avec les masses des peptides trypsiques théoriques

présents dans les banques de données (empreinte peptidique massique) (Jensen et al., 1996).

- Par l’approche MS-MS: La masse des peptides trypsiques et de leurs fragments qui

permet l’identification des protéines en comparant ces masses à des masses théoriques de

fragments présents dans les banques de données (Yates, 2000).

Si les protéines à identifier proviennent d'espèces non séquencées, l'identification se fait

par homologie (empreinte massique par homologie); il faut pour cela un pourcentage

Figure 18: Représentation schématique de l’interface de l’ESI-Q-TOF (Q-TOF II,
Micromass) (Cavusoglu, 2002).
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d'homologie supérieur à 80%. En dessous de ce pourcentage, l'identification par alignement

de séquences sera nécessaire.

- Le séquençage de novo: Cette étude nécessite l'étude de chaque spectre de masse afin de

déterminer une séquence correspondant aux fragments de peptides trypsiques. En effet, la

majorité des fragmentations de peptides trypsiques obtenues se situe dans la liaison

peptidique. La différence de masse entre deux fragments consécutifs de même type donne une

masse correspondant à l'un des 20 acides aminés. L'alignement des séquences peptidiques par

un programme BLAST peut permettre l'identification de la protéine, même si celle-ci est

légèrement mutée.
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Figure 19 : Principe d’indentification des protéines par spectrométrie de masse.
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7. STATISTIQUES

Les données sont exprimées ± SEM. Les différences statistiques entre chaque groupe ont

été réalisées à l'aide du test de Student (* : p< 0,05; ** : p<0,01; *** : p<0,001).
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L’association entre un streptocoque du groupe « S. equinus/S. bovis » et une maladie

néoplasique colique est aujourd’hui largement reconnue à travers les études épidémiologiques 

qui abondent dans la littérature. Mais le mécanisme d’action par lequel ces bactéries

interviennent dans le cancer colorectal reste encore très peu exploré.

Pour aborder l’étude des mécanismes d’implication de ces streptocoques dans le CCR, 

nous avons utilisé l'espèce S. infantarius subsp. infantarius dans un modèle mis au point chez

le rat, au laboratoire. Ce modèle consiste à induire chimiquement avec un cancérogène

chimique spécifique de l'intestin, l'azoxyméthane (AOM), des lésions précancéreuses au

niveau de la muqueuse colique. Ses lésions correspondent à la formation dans la muqueuse de

cryptes anormales qui ont acquis des propriétés hyperprolifératives (figure 20). Un focus de

cryptes anormales peut ensuite évoluer vers un adénome ou polype hyperplasique (Araki et

al., 1995).

Ce modèle animal a permis de démontrer que S. infantarius joue un rôle incontestable

dans la progression du cancer colorectal en aggravant son développement à partir d’un stade 

très précoce. Cet effet s’accompagne d’une réaction inflammatoire au niveau de l’épithélium 

colique mise en évidence par une libération de chimiokines CINC/GRO. Il a été également

montré qu’un extrait protéique de paroi (WEA ou «Wall Extracted Antigens») est capable 

d’entraîner un effet équivalent, voire plus important que les bactéries vivantes sur le

développement des foyers précancéreux chez l’animal. Néanmoins, dans les conditions 

expérimentales utilisées, S. infantariusseul administré à des rats non prétraités par l’AOM, ne 

provoque pas la formation de nouvelles lésions précancéreuses dans la muqueuse colique. Il

semble donc que la bactérie intervienne dans la promotion du cancer colorectal et non dans

son initiation.

Figure 20 : épithélium colique vu en microscopie. Un focus de cryptes anormales de la muqueuse colique de rat après
coloration au bleu de méthylène (a). Crypte colique de l’épithélium normal (b). Cryptes du polype hyperplasique (c) 
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une crypte anormale

un focus à 8
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L’action proinflammatoire de S. infantarius a été confirmée in vitro par la stimulation de

la libération d’IL-8 par les cellules Caco-2 et HT29 incubées avec les composants protéiques

de sa paroi (Ellmerich et al., 2000a; Ellmerich et al., 2000b).

1. LA FRACTION S300

1.1. Purification
Au vu des résultats antérieurs qui ont mis en évidence les effets proinflammatoires et

procancérogènes des protéines de la paroi S. infantarius, nous avons entrepris la purification

des constituants de cette fraction WEA afin d’isoler le ou les PAMPs protéiques impliqués

dans la pathogenèse colique associée à l’inflammation. 

L’extrait WEA a été fractionné par une première chromatographie de type échangeuse 

d'anions (MonoQ HR5/5) sur un système HPLC (Figure 21). L'élution a été réalisée par un

gradient de NaCl (0,05 à 1 M) et chaque fraction de 2 mL collectée a été testée pour sa

capacité à induire une libération d'IL-8 par les cellules Caco-2. Les fractions actives ont été

éluées entre 200 et 350 mM de NaCl et ont été rassemblées en une fraction appelée fraction

MonoQ. Cette fraction représente en quantité de protéines environ 65% de l’extrait WEA.

Cette fraction MonoQ a ensuite été fractionnée par chromatographie d'exclusion

(Sephacryl S300) (Figure 22). De la même manière, chaque fraction a été testée pour sa

capacité à induire une libération d'IL-8 par les cellules Caco-2. Les fractions actives ont été

éluées dans le volume mort puis ont été rassemblées dans une fraction appelée S300. Cette

dernière ne représente en quantité de protéines qu'environ 6% de l’extrait WEA.
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Les profils protéiques de chaque fraction ont été analysés sur gel d'acrylamide 10% en

conditions dénaturantes. La Figure 23 montre que les chromatographies successives

permettent d’isoler une fraction S300 active qui ne comporte plus que 9 bandes protéiques

visibles après coloration au bleu de Coomassie.
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Figure 21: Séparation du WEA par chromatographie échangeuse d’anions de type MonoQ HR 5/5.
L’élution est mesurée par l’absorbance à 280 nm ( ) et l’activité de chaque fraction protéique collectée est mesurée par la 
libération d’IL-8 ( ). Le gradient de NaCl appliqué ( ).

Figure 22: Séparation de la fraction MonoQ par chromatographie d’exclusion de type Sephacryl S300.
L’élution est mesurée par l’absorbance à 280 nm ( ) et l’activité de chaque fraction protéique collectée est mesurée par la 
libération d’IL-8 ( ).
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1.2. Propriétés proinflammatoire et procancérogène de la fraction S300

1.2.1. Activité proinflammatoire in vitro

a) in vitro
L'activité pro-inflammatoire des fractions WEA et S300 a ensuite été mesurée.

L'incubation des cellules Caco-2 avec ces fractions protéiques pendant 20 h à 37°C et à une

concentration de 50µg/mL induit une libération d'IL-8 et de PGE2 (Figure 24 a et b).

Les résultats sont exprimés en activité spécifique, c'est-à-dire en nanogrammes d'IL-

8/PGE2 par milligramme de protéines activatrices. La fraction WEA induit une libération

d'IL-8 et de PGE2 avec une activité de 24,9 ± 1,5 ng/mg et de 2,6 ± 0,8 ng/mg respectivement.

Par ailleurs, l'activité de la fraction S300 est de 106,7 ± 12,1 ng IL-8/mg et de 12,4 ± 2,3 ng

Figure 24: Libération d’IL-8 (a) et de PGE2 (b) par les cellules Caco-2 activées par
les fractions WEA et S300
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PGE2/mg. Cette dernière fraction semi-purifiée présente donc un enrichissement en

constituants proinflammatoires puisqu’elle montre des activités spécifiques d'environ 4 fois

celles de la fraction WEA.

b) in vivo
Les rats ont été prétraités à l'azoxyméthane afin d'induire un état précancéreux au niveau

de la muqueuse colique, puis ils ont reçu par gavage intra-gastrique 11 administrations de

WEA (100 µg) ou encore de fraction S300 (6 µg). Les quantités protéiques utilisées ont été

choisies dans le souci de garder les proportions obtenues lors de la purification. Après avoir

gratté la muqueuse colique, homogénéisé le tissu épithélial puis centrifugé l'échantillon, les

cytokines CINC/GRO sont dosées dans le surnageant. CINC/GRO sont des chimiokines-CXC

qui présentent une forte homologie avec l'IL-8 humaine et se fixant sur le même récepteur que

celui de l’IL-8 (Shibata et al., 2000; Wuyts et al., 1998). Cette activité proinflammatoire a

également été testée en mesurant la libération de PGE2 dans les muqueuses coliques.

Les résultats de ces dosages, représentés dans la figure 25 sont exprimés en picogrammes

de CINC/GRO ou PGE2 par milligramme de protéines dosées dans le surnageant de muqueuse

colique.

La fraction S300 induit une libération de CINC/GRO de 79,5 ± 8,2 pg/mg et de PGE2 de

90,1 ± 4,5 pg/mg ce qui représente une augmentation respective de 44 et 51% par rapport aux

rats contrôles, traités uniquement à l’AOM et qui est également plus importante que la 

libération provoquée par l’administration du WEA.
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Figure 25 : Dosage de CINC/GRO (a) et de PGE2 (b) dans les muqueuses de rats traités à l’AOM puis 
avec les fractions WEA (100 µg) ou S300 (6µg).
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Il faut noter que ces effets ont été obtenus in vivo après administration de quantités bien

plus faibles de fraction S300 (6µg) que de fraction WEA (100 µg).

1.2.2. Activité procancérogène in vivo
Le comptage du nombre de cryptes anormales hyperprolifératives a été réalisé sur un

segment de 5cm de longueur correspondant à la partie distale du côlon des mêmes rats chez

lesquels ont été dosés les médiateurs de l’inflammation GRO/CINC et PGE2. Les résultats

sont présentés dans le diagramme ci-dessous (figure 26).

Il est à noter que pour pouvoir comparer tous les groupes nous avons travaillé avec une

quantité constante de protéines. Chaque groupe a reçu 120 µg de protéines grâce à l'ajout de

gélatine de peau de porc en complément des fractions testées et les rats témoins ont donc reçu

120 µg de gélatine diluée dans du PBS.

Les résultats montrent que tous les rats qui ont reçu de l'AOM ont développé des cryptes

anormales quel que soit le traitement. Cependant, l'administration de 100 µg de fraction WEA

entraîne une augmentation du nombre de cryptes anormales de 1,5 fois par rapport aux rats

contrôles, confirmant ainsi les expériences antérieures (Ellmerich et al., 2000b).

L'administration de 6 µg de fraction S300 entraîne une augmentation importante, de 2,1

fois le nombre de cryptes anormales par rapport aux rats contrôles.

La taille du focus de cryptes anormales est un critère important pour l'évolution tumorale

et l'observation de ce critère a permis de mettre en évidence une tendance de la fraction S300

à induire la formation de foci à 5 cryptes anormales et plus par rapport à la fraction WEA,

ainsi que des adénomes (polypes) au niveau de la muqueuse colique contrairement à la

fractions WEA ou MonoQ.

Figure 26 : quantification des cryptes anormales au niveau de la muqueuse du
côlon distal de rats pré-traités à l’AOM puis avec les fractions WEA (100 µg) ou 
S300 (6µg). Contrôle: rats traités à l’AOM seul. 
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2. IDENTIFICATION DES PROTEINES DE LA FRACTION S300 PAR

SPECTROMETRIE DE MASSE

Les protéines de la fraction S300 ont été caractérisées par spectrométrie de masse. Ce

travail a été réalisé en collaboration avec Emmanuelle Leize-Wagner appartenant au

laboratoire de spectrométrie de masse bioorganique (CNRS) dirigé par Alain Van Dorsselaer.

Les gels en 2 dimensions (2-D) ont été réalisés par Danièle Thiersé et les analyses nanoLC-

MS/MS par Sophie Richert.

La stratégie d'identification utilisée est résumée dans la figure 27. La fraction S300 a été

séparée par SDS-PAGE 10% ou par gel bidimensionnel. Chaque spot protéique a ensuite été

excisé et soumis à une digestion enzymatique à l'aide de la trypsine. Les peptides extraits ont

été analysés par nanoLC-MS/MS sur un Q-TOF. Cette approche permet une caractérisation

plus fine que la méthode MALDI-MS courante, en fournissant une liste de masses des
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Figure 27: stratégie d’identification protéique par spectrométrie de masse
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fragments de peptides trypsiques qui sera comparée à des masses théoriques de fragments de

peptides trypsiques dans les banques de données. Elle permet également de fournir la

séquence de ces fragments de peptides, qui par alignement, peuvent aboutir à l'identification

de protéines qui ne seraient pas encore identifiées dans les banques. Cette approche de

séquençage de novo a été choisie puisque très peu de protéines sont identifiées et séquencées

chez S. infantarius. Il n'existe actuellement que 124 entrées spécifiques des espèces du

complexe S. bovis / S. equinus/S. infantarius/ S. gallolyticus dans les bases de données Swiss

Prot/TrEMBL (contre 12197 entrées pour Streptococcus pyogenes).

Après les deux étapes de purification de la fraction WEA, nous avons obtenu un

enrichissement de la fraction S300 en protéines proinflammatoires qui s'avèrent également

procancérogènes. Après les deux étapes de purification, les quantités de protéines de la

fraction S300 sont si faibles qu’il nous était impossible de poursuivre la purification par 

d'autres chromatographies. Nous avons donc poursuivi notre étude par l’identification des

protéines contenues dans cette fraction S300. Cette caractérisation a nécessité d'une part la

séparation de la fraction S300 par SDS-PAGE 10% (figure 28a) puis d'autre part une analyse

par nanoLC-MS/MS de chaque bande protéique colorée au bleu de Coomassie.

Par cette approche nous avons pu associer 6 des 9 bandes révélées à 5 protéines

homologues retrouvées chez S. infantarius et d'autres espèces voisines (Figure 28b).
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Coomassie (b)

kDa



110

Nous retrouvons dans la fraction S300 des protéines intervenant dans divers processus

cellulaires :

- Biosynthèse des acides aminés (Glutamate déshydrogénase),

- Dégradation des protéines et peptides (Dipeptidase A et Aminopeptidase C),

- Métabolisme énergétique (Glucose-6-phosphate isomérase),

- Protéines de stress (GroEL).

Nous voyons que les protéines des bandes 8 et 9 migrent à des tailles moléculaires plus

petites que la masse moléculaire théorique de GroEL. Il pourrait s'agir d'une forme dégradée

de cette protéine. Au contraire les bandes 4 à 7 présentent des distances de migration

attendues qui correspondent bien aux masses moléculaires des protéines qui y sont identifiées.

Ayant obtenu la caractérisation de seulement 6 bandes sur les 9 apparentes, nous avons

choisi de séparer la fraction S300 par un gel en 2-dimensions. Cette technique permet une

meilleure séparation et une détection d’un plus grand nombre de protéines. L'éventail de pH 

choisi a été de 4 à 7 (Figure 29).
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De façon inattendue, la quantité de spots détectés est très importante, et 72 spots

protéiques ont pu être excisés et analysés par nanoLC-MS/MS. Sur tous les spots analysés,

seuls 4 n'ont pas pu être caractérisés; les autres représentent 11 protéines distinctes (Tableau

5).

Le gel 2-D nous a permis d'identifier 7 protéines supplémentaires par rapport au gel à une

dimension :

- Superoxyde dismutase,

- Protéine de résistance aux peroxydes (Dpr),

- Aldolase de classe II,

- Enolase,

- L-Lactate déshydrogénase,

- Dipeptidase,

Fonction (spot) N° identification Espèce

BIOSYNTHESE DES ACIDES AMINES

NADP spécifique glutamate déshydrogénase putative
(17, 18, 19,21-38, 43, 47, 50, 51, 68, 72) Q8DUL2 S. mutans

HEAT SHOCK PROTEINS ET AUTRES
PROTEINES DE STRESS

GroEL (48, 55, 59, 60) Q8KJ14 S. bovis

Superoxide dismutase (48) Q8G8G2 S. infantarius subsp infatarius

Protéine de résistance aux peroxydes (Dpr)
(2-11, 42, 56, 57, 61, 72) Q9KWH3 S. mutans

METABOLISME ENERGETIQUE

Glucose 6 phophate isomérase
(20-23, 39, 40, 43-46, 49, 58) Q8VVB7 S. thermophilus

Aldolase de classe II (42, 43, 61, 65, 66, 69, 70-72) Q9FA98 S.bovis

L-lactate déshydrogénase (61, 63, 64) Q59828 S. bovis

Enolase (59, 61, 62, 65, 66) Q8E6G0 S. agalactiae

DEGRADATION DES PROTEINES

Dipeptidase putative (12,-14, 20, 39) Q8K848 S. pyogenes

Dipeptidase (1, 13, 14, 20, 54) Q8E129 S. agalactiae

Glutamyl aminopeptidase (37, 38) Q8E225 S. agalactiae

Cystéine aminopeptidase C putative (41, 42, 49, 50) Q99YLO S. pyogenes

Tableau 5 : Liste des protéines identifiées dans la fraction S300
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- Glutamyl aminopeptidase.

Cette analyse nous indique que la fraction S300 ne contient que 11 protéines différentes

mais que les diverses étapes de purification dégradent fortement ces protéines dont on peut

retrouver des fragments à des masses moléculaires beaucoup plus faibles que les masses

théoriques. C’est le cas, par exemple, de la L-lactate déshydrogénase et de l'énolase qui ne

sont détectées qu'à des spots de masses moléculaires beaucoup plus petites que celles données

dans les banques de séquences, suggérant ainsi qu'il s'agit de peptides provenant de la

dégradation de ces protéines. D’autres protéines présentent une masse moléculaire beaucoup

plus élevée que leur masse théorique : par exemple, la protéine de résistance aux peroxydes

(Dpr) est présente dans les spots 56 et 57 mais également dans les spots 2 à 11. Ceci n'est pas

étonnant étant donné que cette protéine, dont le poids moléculaire se situe en général entre 15

et 25 kDa (spots 56 et 57), forme des oligomères qui peuvent atteindre des masses

moléculaires allant jusqu'à 250 kDa et plus (spots 2 à 11).

Certaines protéines peuvent être détectées dans plusieurs spots qui correspondent chacun à

une modification post-traductionnelle différente (glycosylations, phosphorylations, acylations,

etc…) pouvant modifier le point isoélectrique des protéines portant une telle modification. 

C’est le cas, par exemple, de laDpr dont les différentes isoformes sont détectées dans les

spots 56 et 57, de la Glucose-6-phosphate isomérase dans les spots 20 à 23, de l’énolase dans 

les spots 65 et 66.

Ces résultats ont été publiés dans Carcinogenesis (Biarc et al., 2004)

3. CARACTERISATION PARTIELLE DES GENES CODANT TROIS PROTEINES DE

LA FRACTION S300 ET EXPRESSION DES PROTEINES RECOMBINANTES

La première caractérisation des protéines de la fraction S300, qui présente des activités

proinflammatoire et procancérogène, nous a permis d’identifier 5 protéines différentes: la

protéine de stress GroEL, la dipeptidase A, la glucose-6-phosphate isomérase, la cystéine

aminopeptidase C et la glutamate déshydrogènase.

Nous avons choisi de poursuivre notre étude par la purification de trois de ces protéines :

la cystéine aminopeptidase C (Aminopep), la dipeptidase A (Dipep) et la glucose-6-phosphate

isomérase (PGI). D’après les données de la littérature, elles seraient, parmi les 5 protéines

identifiées dans la fraction S300, les plus susceptibles d’avoir un rôle dans la virulence 

bactérienne, l’inflammation ou le cancer. Quant à la protéine de stress GroEL, par son 

caractère ubiquitaire chez les bactéries, son rôle dans la pathogenèse colique associée à S.

infantarius nous semblait moins intéressant à explorer. Enfin, très peu de données ont été
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rapportée sur la fonction biologique de la glutamate déhydrogénase qui ne semble pas

participer à un quelconque mécanisme infectieux ou cancéreux.

Le clonage par PCR d’une partie du gène codant chacune des trois protéines d’intérêt dans 

un vecteur plasmidique nous permettra de les surexprimer sous forme recombinante qui

pourra ensuite être utilisée comme antigène pour produire un sérum polyclonal dirigé

spécifiquement contre l’Aminopep, la Dipep ou encore la PGI. 

3.1. Clonage par PCR de fragments de gènes
Nous avons amplifié une région du gène codant chacune des 3 protéines Ampep, Dipep ou

PGI par PCR à partir de l’ADN génomique de S. infantarius, en présence d’amorces 

oligodésoxyribonuclérotidiques dégénérées, puisqu’aucun de ces gènes n’a été à ce jour 

séquencé. Ces amorces sont choisies dans des régions correspondant aux domaines

peptidiques les mieux conservés des protéines homologues des streptocoques et leurs

séquences ainsi que leur température d’hybridation sont données dans le tableau 4 (Matériels 

& Méthodes). Les domaines peptidiques bien conservés des Aminopep homologues de la

protéine identifiée dans la fraction S300, comme l’Aminopeptidase C de S. agalactiae

(SwissProt Q8E225), sont représentés dans la figure 30, des Dipep homologues à la

Dipeptidase A de S. pyogenes (Q8K848) dans la figure 31 et des PGI homologues à la PGI de

S. agalactiae (Q8E6X1) dans la figure 32.

S.pneumo MNAIQESFTDKLFAN YEANVKYQAIENAAS HNGIFAALERRQSHV DNTPVFSLDLTKDKV TNQKASGRCWMFAAL NTFRHKLISQYKLEN 90
S.mutans MSQLTQTFTDKLFAD YEANTKFHAVENAVT HNGLLKSLETRQSQV ENDHVFSIDLTKDEV SNQKASGRCWMFAAL NTFRHKLISDFKLEN 90
S.thermo MTSLSTDFTEKLFAD YEANAKYGAIENAVT HNGLLKSIETRQSEV ENDFVFSIDLTKDEV SNQKASGRCWMFAAL NTFRHKLISDFKLES 90
lactis -MTVTSDFTQKLYEN FAENTKLRAVENAVT KNGLLSSLEVRGSHA ANLPEFSIDLTKDPV TNQKQSGRCWMFAAL NTFRHKFINEFKTED 89
cremoris -MTVTSDFTQKLYEN FAENTKLRAVENAVT KNGLLSSLEVRGSHA ANLPEFSLDLTKDPV TNQKQSGRCWMFAAL NTFRHKFINEFKTED 89

S.pneumo FELSQAHTFFWDKYE KSNWFLEQVIATSDQ ELTSRKVSFLLQTPQ QDGGQWDMVVSLFEK YGVVPKSVYPESVSS SSSRELNAILNKLLR 180
S.mutans FELSQAHTFFWDKYE KSNWFLEQVIATADE ELASRKVKFLLDTPQ QDGGQWDMVVALFEK YGVVPKSVYPESISS SASRELNQYLNKLLR 180
S.thermo FELSQAHTFFWDKYE KSNWFLEQIIATADQ EIGSRKVKFLLDTPQ QDGGQWDMVVSLFEK YGVVPKSVYPESVAS SNSRELNQYLNKLLR 180
lactis FEFSQAYTFFWDKYE KSNWFMEQIIG--DI EMDDRRLKFLLQTPQ QDGGQWDMMVAIFEK YGIVPKAVYPESQAS SSSRELNQYLNKLLR 177
cremoris FEFSQAYTFFWDKYE KSNWFMEQIIG--DV AMDDRRLKFLLQTPQ QDGGQWDMMVAIFDK YGIVPKAVYPESQAS SSSRELNQYLNKLLR 177

S.pneumo QDAQILRDLLVSGAD QATVQAKKEDLLQEI FNFLAMSLGLPPRKF DFAYRDKDNNYKSEK GITPQEFYKKYVNLP LEDYVSVINAPTADK 270
S.mutans QDAQILRQILAAGAD SKAVQAKKEELLQEI FNFLAMNLGLPPRHF DFAYRDKDNHYQSEK KITPRAFYKKYVGLN LSDYVSIINAPTADK 270
S.thermo QDAQILRDLIASGAD QAAVQAKKEEFLQEI FNYLAMTLGLPPRQF DFAYRDKDDNYRSEK GITPRAFFEKYVGLK LSDYVSVINAPTADK 270
lactis QDAEILRYTIEQGGD ---VEAVKEELLQEV FNFLAVTLGLPPQNF EFAFRNKDNEYKKFV GS-PKEFYNEYVGID LNNYVSVINAPTADK 263
cremoris QDAEILRYTIEQDGD ---VQAVKEELLQEV FNFLAVTLGLPPQNF EFAFRNKDNEYKKFV GT-PKEFYNEYVGID LNNYVSVINAPTADK 263

S.pneumo PYGKSYTVEMLGNVV GSRAVRYINVPMERL KELAIAQMQAGETVW FGSDVGQLSNRKAGI LATDVYDFESSMDIK LTQDKAGRLDYSESL 360
S.mutans PYGKSYTVDMLGNVV GSPAVRYLNLEMERF KELAIAQMRAGETVW FGSDVGQVSDRQKGI LATNTYDFKAAMNID LTQDKAGRLDYSESL 360
S.thermo PYGKSYTVEMLGNVV GAPSVRYINLPMDRF KELAIAQMKAGESVW FGSDVGQVSDRQKGI LATNVYDFTASMDIN WTQDKAGRLDYSESL 360
lactis PYNKSYTVEFLGNVV GGKEVKHLNVEMDRF KKLAIAQMQAGETVW FGCDVGQESNRSAGL LTMDSYDFKSSLDIE FTQSKAGRLDYGESL 353
cremoris PYNKSYTVEFLGNVV GGKEVKHLNVEMDRF KKLAIAQMQAGETVW FGCDVGQESNRSAGL LTMDSYDFKSSLDIE FTQSKAGRLDYGESL 353

S.pneumo MTHAMVLTGVDLDEN GKSTKWKVENSWGDK VGTDGYFVASDAWMD EYTYQIVVRKELLTA EEQAAYGAEPIVLAP WDPMGALAE- 444
S.mutans MTHAMVLTGVDLDEN GKAIKWKVENSWGDK VGQKGYFVASDVWMD EYTYQIVVRKEFLTA EELAAYEEAPQVLAP WDPMGALAK- 444
S.thermo MTHAMVLTGVDLDAD GKPIKWKIENSWGDK VGQKGYFVASDAWMD EYTYQIVVRKDFLTA EELAAYEADPQVLAP WDPMGSLASK 445
lactis MTHAMVLAGVDLDAD GNSTKWKVENSWGKD AGQKGYFVASDEWMD EYTYQIVVRKDLLTE EELAAYEEKPQVLLP WDPMGALA-- 436
cremoris MTHAMVLAGVDLDAD GNSTKWKVENSWGKD AGQKGYFVASDEWMD EYTYQIVVRKDLLSE EELAAYEAKPQVLLP WDPMGALA-- 436

ampep5r

ampep1f

Figure 30: alignement des séquences protéiques d’Aminopeptidase C de diverses espèces bactériennes.
Streptococcus pneumoniae (GenBank 15902302 ), S. mutans (GenBank 24378954), S. thermophilus (GenBank
3024365), Lactococcus lactis subsp. lactis (GenBank 22653936), Lactococcus lactis subsp. cremoris (GenBank
730295).
Les zones surlignées correspondent aux motifs peptidiques conservés chez toutes ces espèces.
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dpep4r

S.pyogenes --------------M DKKIQRFSCTTILVG KKASYDGSTMVARTE DSQNGDFTPKKMIVV KPEDQPRHYRSVQSS FEMD---LPDNPMTY 73
S.agalactiae --------------- ------MACTTILVG KKASYDGSTMIARTE DSVNGDFTPKKLKVM TSKDQPRHYKSVLSN FEVD---LPDNPLPY 66
Oenococcus MRLFLYAEIYKEINM KNQFSKTSCTTILVG KKASYDGSTIVARTE DSGDGTFEAKKFIVV SPKEQPKHYVSKISK VEID---LPDNPLRY 87
Lactococcus -------------MK IENRRKGSCTTVLVG RKASIDGSTMIARND DGHE-ALDPQRFIVI QPEEQPRHYKAVLSD LELD---LPENPLRY 73
Lactobacillus --------------- ---MKQTECTTILVG KKASIDGSTMIARSE DGGR-VIIPEGFKVV NPEDQPKHYTSVISK QKIDDEDLAETPLRY 71

S.pyogenes TSVPDALGKDGIWAE AGVNEANVAMSATET ITTNSRVLGADPLVA SG---IGEEDMVTLV LPYIRSAREGVLRLG AILEDYGTYESNGVA 160
S.agalactiae TSVPDALGKDGIWGE AGINSKNVAMSATET ITTNSRVLGADPLVS DG---IGEEDILTLV LPYIQSAREGVERLG AILEKYGTYESNGIA 153
Oenococcus TSVPNADLTEGIWGE AGINSENAAMSATET ITTNERVLAADPMVT DG---IGEEDFLTIV LPYIHSAKEGVKRLG SLLEQFGTYEQNGVA 174
Lactococcus TSTPNAVLKEGIWPA AGINSANVAMSATET ITTNPRILGLDPYVE N--G-MGEEDLVTLV LPYIKSAREGVERLG QLLKTYGTYEPNGIA 160
Lactobacillus TSAPDVSGKNGIWGA AGINADNVAMTATET ITTNSRIQGVDPILD PSEGGLGEEDFVTLT LPYLHSAFDGVKRVG YLVEKYGTYEMNGMA 161

S.pyogenes FSDEHDIWWLETIGG HHWIARRVPDDAYVT NPNQFGIDHFEFNNP EDYLCSADLKDFIDT YHLDLTYSHEHFN-- PRYAFGSQRDKDRQY 248
S.agalactiae FSDTEEIWWLETIGG HHWIARRVPDDVYVT NPNQLGIDHFEFNNC DDYMCSSDLKEFIEQ YHLDLTYSNEHFN-- PRYAFGSQRDKDRHY 241
Oenococcus FSDADEIWFLETIGG HHWVAQRVPDDSYVT VPNQLGIQEINFDDS DNFVYSADLKDFIRD NHLNLSFDGKVN--- SRLTFGSHADIDHHY 261
Lactococcus FADKEEVWWLETIGG HHWAAVRIPDDSYVV APNRMNIDEFKFDN- DDYMCSSDLKQLIDA NHLNPDFEGYESHYN LRHIFGSSSIKDSVY 249
Lactobacillus FSDKDNIWYLETIGG HHWIARRIPDDAYVI APNRLNIDTFDFDDS ENFAAASDLKDLIDE YHLNPDREGYN---- MRHIFGSSTIKDAHY 247

S.pyogenes NTPRAWIMQKFLNPE IVQDPRSFALAWCQK PYRKITVEDVKYVLS SHYQDTGYDPYGSEG TPVSKKVFRPIGINR TSQTAILHIRPNKPQ 338
S.agalactiae NTPRSWAMQRFLNPE IEQDPRSLFIPWCQK PYRKITVEDIKYVLS DHYQDSVYDPYGPEG DAVSRRAFRSVGINR TSQTSILQLRPNKSL 331
Oenococcus NTPRAWFMQKFLTPS VEQDPMSDTIPFSQK PFRKVTIEDIKYVLS GHYQDTVYDPYGTSG TEAEKHMFRPIGINR TSELSVLQIRPNKPK 351
Lactococcus NNPRTWYGQNFLG-N PSEDPQNQELPFICE ASRKITVEDVKFVLS SHFENTKYDPYGSTN SPEERKLFRPIGINR NHSVHILQVRNNVPD 338
Lactobacillus NNPRAWYIHNYFDPD FGGTPADQDQPFICR ANRLISIEDIKWAES SHYQDTPYDAYGDQG TPEQKKTFRPIGINR NFETHILQIRNDVPA 337

S.pyogenes EIAAIQWMAYGSMPF NTMVPFFTQVKTIPD YFANTYENVFTDNFY WTNRLIAALADPHYN HHETDLDNYLEETMA KGHAMLHAVEVQLLA 428
S.agalactiae ETTGVQWLSYGSMPF ATMVPLFTQVETVPN YFSNTTKDASTDNFY WTNRLIAALADPHFY QHEADIESYIERTMA QGHAHINGVDREVAE 421
Oenococcus GNQAVQWIAFGSMPF NTLVPFYTNVEDTPS YLRDTTNRVSSENYY WINRIIAALADPHYR DVVAYFERYQQKTIA LGHKNLLSADKLAAG 441
Lactococcus ELAGVQWLAFGANTF NHVVPFYTAINDTPA SYRDAKGEYDPTNMY WLSATTAVLGDSNYD LFVDLRNTFELNTMA KFHEIQNETDKNFET 428
Lactobacillus EIAGVQWLAFGPNTF NSMLPFYTNVTTTPE AWQTTP-KFNLNKIF WLNKLTAQLGDTNYR VYGELEDAFEQKSLA QCHKIQHETDKEVKN 426

S.pyogenes GE----TVDLEEENQ KMSDYVQGETQTLLN KILFDASNLMTNRFS LSD- 472
S.agalactiae NK----EIDFQQKNQ EMSDYIQKESQELLN RILFDASNLMTNRFS MGD- 465
Oenococcus KSGQELTATLEAANK KITDQIKKETEDLLD QVLFTVSNLMNNKFA RSDN 490
Lactococcus AEDK--IAYLTQANE KLAEAAFKAQTELLG RMVVLGSANMKLRFD FND- 474
Lactobacillus LSGKELQDKLIAANQ KMSDTVYNNTVELLG QMVDEGHGLMTLKYD LLD- 474

dpep1f

Figure 31 : alignement des séquences protéiques de Dipeptidase A de diverses espèces bactériennes.
Streptococcus pyogenes (GenBank 18202690), S. agalactiae (GenBank 22533554), Oenococcus oeni (GenBank
23038135), Lactococcus lactis subsp. lactis (GenBank 18202788), Lactobacillus helveticus (GenBank : 1620973).
Les zones surlignées correspondent aux motifs peptidiques conservés chez toutes ces espèces.
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Cette PCR a permis l’amplification d’un fragment ampep1f-5r de 927 pb du gène de

l’aminopeptidase, d’un fragment dpep1f-4r de 180 pb du gène de la dipeptidase et de deux

fragments du gène de la PGI : pgi1f-6r de 1092 pb et pgi7f-6r de 1311 pb. Chacun de ces

fragments est inséré dans un premier plasmide pGEM-T fourni dans un kit de clonage

(Promega). Les clones recombinants positifs sont sélectionnés en présence d’ampicilline et 

grâce au test d’-complémentation de la -galactosidase en présence d’IPTG et de X-GAL.

La présence de l’insert est vérifié par PCR sur les colonies avec les amorces universelle et 

réverse et les plasmides des clones positifs sont séquencés. Les séquences des fragments

ampep1f-5r, dpep1f-4r et pgi7f-6r sont données dans les figures 33, 34 et 35, respectivement.

Le gène partiel de l’Aminopep de S. infantarius contient une phase de lecture ouverte de 307

acides aminés (AA) qui présentent 78 % d’identité avec l’aminopeptidaseC de S. mutans. Le

fragment du gène Dipep de S. infantarius présente une phase de lecture de 180 AA qui sont

identiques à 84 % à une partie de la Dipeptidase A de S. pyogenes. Le fragment pgi7f-6r code

une protéine de 436 AA qui présente 87 % d’identité avec la PGI de S. agalactiae.

pgi1f

pgi6r

agalact --------MTHITFD YSKVLGQFVGEHELD YLQPQVSAADAFLRQ GTGPGSDFLGWMDLP ENYDKEEFSRIQKAA EKIKSDSEVLVVIGI 82
pyogen --------MSHITFD YSKVLESFAGQHEID FLQGQVTEADKLLRE GTGPGSDFLGWLDLP ENYDKEEFARILTAA EKIKSDSEVLVVIGI 82
equi --------MSHITFD YSKVLEQFAGQHEID FLQGQVTEADQALRQ GTGPGSDFLGWLELP ENYDKEEFARILKAA EKIKADSDVLVVIGI 82
thermo MNFYKERLMAHIKFD YSKVLDKFVAPHEVD NLQAQVTVADEMIRK GTGPGADFLGWRDLP ENYDREEFDRILKAA EKIKEESDVLVVIGI 90
pneumo --------MSHIKFD YSKVLDKFVAPHEVE YMQSQVTAADELIRK GTGAGSDFLGWLDLP EKYDREEFDRILKAA EQIKSDSDVLVVIGI 82

agalact GGSYLGAKAAIDFLN NHFANLQTAEERKAP QILYAGNSISSTYLA DLVEYVQDKEFSVNV ISKSGTTTEPAIAFR VFKELLVKKYGQEEA 172
pyogen GGSYLGAKAAIDFLN HHFANLQTAKERKAP QILYAGNSISSTYLA DLVEYVQDKEFSVNV ISKSGTTTEPAIAFR VFKELLVKKYGQEEA 172
equi GGSYLGAKAAIDFLN SHFANLQTAKERKAP QILYAGNSISSSYLA DLVDYVQDKDFSVNV ISKSGTTTEPAIAFR VFKELLVKKYGQEEA 172
thermo GGSYLGAKAAIDFLS NHFANLQTKEERKAP QIVYAGNSISSTYLA DLLEYVEGKDFSVNV ISKSGTTTEPAIAFR LFKELLVKKYGQEEA 180
pneumo GGSYLGAKAAIDFLN HHFANLQTKEERKAP QILYAGNSISSTYLA DLVEYVADKDFSVNV ISKSGTTTEPAIAFR VFKELLVKKYGQEEA 172

agalact NKRIYATTDKVKGAV KVEADANNWETFVVP DNVGGRFSVLTAVGL LPIAASGADITALME GANAARKDLSSDKIS ENIAYQYAAVRNVLY 262
pyogen NKRIYATTDKVKGAV KVEADANNWETFVVP DNVGGRFSVLTAVGL LPIAASGADITALME GANAARKDLSSDKIS ENIAYQYAAVRNVLY 262
equi NKRIYATTDKVKGAV KVEADANHWETFVVP DNVGGRFSVLTAVGL LPIAASGADITALME GANAARKDLSSDKIS ENIAYQYAVVRNILY 262
thermo NKRIYATTDRQKGAV KVEADANGWETFVVP DDIGGRFSVLTAVGL LPIAVSGADIKALME GANAARKEYSSSKIS ENEAYQYAAIRNILY 270
pneumo NKRIYATTDRQKGAV KVEADANGWGTFVVP DDIGGRFSVLTAVGL LPIAASGADIKALME GANAARKDYTSDKIS ENEAYQYAAVRNILY 262

agalact RKGYITEILANYEPS LQYFGEWWKQLAGES EGKDQKGIYPTSANF STDLHSLGQFIQEGY RNLFETVVRVEKPRK NVTIPELTEDLDGLG 352
pyogen RKGYITEILANYEPS LQYFGEWWKQLAGES EGKDQKGIYPTSANF STDLHSLGQFIQEGY RNLFETVIRVDNPRK NVIIPELAEDLDGLG 352
equi RKGYVTEILANYEPS LQYFSEWWKQLAGES EGKDQKGIYPTSANF STDLHSLGQFIQEGY RNLFETVIRVDKPRQ NVIIPEMAEDLDGLG 352
thermo RKGYTTEILANYEPS LQYFAEWWKQLAGES EGKDQRGIYPTSANF STDLHSLGQFIQEGT RNLFETVVRVDKPRK NVVIPELAEDLDGLG 360
pneumo RKGYATEILVNYEPS LQYFSEWWKQLAGES EGKDQKGIYPTSANF STDLHSLGQFIQEGT RIMFETVVRVDKPRK NVLIPTLEEDLDGLG 352

agalact YLQGKDVDFVNKKAT DGVLLAHTDGGVPNM FVTLPTQDAYTLGYT IYFFELAIGLSGYLN SVNPFDQPGVEAYKR NMFALLGKPGFEELS 442
pyogen YLQGKDVDFVNKKAT DGVLLAHTDGGVPNM FVTLPVQDEFTLGYT IYFFELAIAVSGYMN AVNPFDQPGVEAYKR NMFALLGKPGFEALS 442
equi YLQGKDVDFVNKKAT DGVLLAHTDGGVPNM FITLPEQDEFTLGYT IYFFELAIALSGYLN GVNPFDQPGVEAYKK NMFALLGKPGFEELG 442
thermo YLQGKDVDFVNKKAT DGVLLAHTDGDVPNM FITIPEQDAFTLGYI IYFFELAIALSGYLN AVNPFNQPGVEAYKK NMFALLGKPGFEELG 450
pneumo YLQGKDVDFVNKKAT DGVLLAHTDGDVPNM YVTLPEQDAFTLGYT IYFFELAIALSGYLN AINPFDQPGVEAYKR NMFALLGKPGFEELS 442

agalact AELNARL 449
pyogen AELNARL 449
equi AALNARL 449
thermo AELNARL 457
pneumo KELNARL 449

pgi1f

Figure 32 : alignement des séquences protéiques de Glucose-6-phosphate-isomérase de diverses espèces
bactériennes.
Streptococcus agalactiae (GenBank 22533420), S. pyogenes (GenBank 23821583), S. equi subsp zooepidermicus
(GenBank 24940626), S. thermophilus (GenBank 55820292), S. pneumoniae (GenBank 15903923).
Les zones surlignées correspondent aux motifs peptidiques conservés chez toutes ces espèces.

pgi7f
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AAA GCT TCA GGA CGT TGC TGG ATG TTT GCA GCT CTT AAT ACT TTC CGT CAT AAA 54
K A S G R C W M F A A L N T F R H K 18

ATG ATC TCA GAC CTT AAC TTG GAA AAC TTC GAA CTT TCT CAA GCG CAC ACA TTC 108
M I S D L N L E N F E L S Q A H T F 36

TTC TGG GAC AAA TAC GAA AAA TCA AAC TGG TTC TTA GAA CAA GTT ATT GCA ACT 162
F W D K Y E K S N W F L E Q V I A T 54

GCT GAC CAA GAA CTT GGT AGC CGT AAA GTA AAA TTC TTA CTT GAT GTG CCA CAA 216
A D Q E L G S R K V K F L L D V P Q 72

CAA GAT GGT GGT CAA TGG GAT ATG GTT GTT GCT CTT TTT GAA AAA TAC GGT GTT 270
Q D G G Q W D M V V A L F E K Y G V 90

GTG CCC AAA GCT GCT TAC CCA GAA TCA ATT TCA TCA AGC AAC AGT CGT GAA TTG 324
V P K A A Y P E S I S S S N S R E L 108

AAC CAA TAC CTT AAC AAA TTG TTG CGT CAA GAT GCA CAA ATT TTG CGT GAA GCA 378
N Q Y L N K L L R Q D A Q I L R E A 126

ATT GCA GCA GGT GCT GAT GAC AAA GCT GTT CAA ACT AAA AAA GAA GCT TTT CTT 432
I A A G A D D K A V Q T K K E A F L 144

CAA GAA GTC TTC AAT TTC TTA GCT ATT AAT CTT GGC TTG CCA CCA CGT ACA TTT 486
Q E V F N F L A I N L G L P P R T F 162

GAT TTT GCT TAC CGT GAT AAA GAC AAT AAC TAT CAT TCA GAT AAA AAT ATC ACA 540
D F A Y R D K D N N Y H S D K N I T 180

CCA CAA GAA TTC TTC AAA AAA TAT GTT GGT TTA GAT CTT TCT GAA TAC GTA TCA 594
P Q E F F K K Y V G L D L S E Y V S 198

GTT ATC AAT GCC CCA ACA GCT GAT AAA CCT TAT GGT AAA TCA TAC ACT GTT GAA 648
V I N A P T A D K P Y G K S Y T V E 216

ATG CTT GGT AAC GTG GTT GGT AGC CGT GAT GTT CGT TAC ATC AAC CTT GAT ATG 702
M L G N V V G S R D V R Y I N L D M 234

GAA CGT TTC AAA GAA TTG GCT ATT GCT CAA ATG CAA GCT GGT GAA ACT GTT TGG 756
E R F K E L A I A Q M Q A G E T V W 252

TTT GGT TCT GAT GTT GGC CAA ATT TCA GAC CGC CAA AAA GGT ATC ATG GCA ACA 810
F G S D V G Q I S D R Q K G I M A T 270

AAT GTT TAC GAT TTT GAA ACA GCT ATG GAT ATA AAC TTC ACA CAA GAT AAA GCA 864
N V Y D F E T A M D I N F T Q D K A 288

GGT CGT CTT GAT TAC AGC GAA AGC TTG ATG ACA CAC GCT ATG GTG TTA ACA GGT 918
G R L D Y S E S L M T H A M V L T G 306

GTT 921
V 307

Figure 33 : séquence partielle du gène de l’Aminopeptidase C de S. infantarius et traduction de sa plus
grande phase de lecture.
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TGT ACA TCA ATC TTG GTC GGT AAA AAA GCG TCT TAT GAT GGC TCA ACA ATG ATT 54
C T S I L V G K K A S Y D G S T M I 18

GCC CGT ACA GAA GAT TCA CAA AGT GGT GAT TTT ACA CCG AAA CAA TTT ATT GTG 108
A R T E D S Q S G D F T P K Q F I V 36

GTT AAT CCA GAA GAC CAA CCA CGT CAC TAT AAA TCA GTT TTA TCT TCA TTT GAA 162
V N P E D Q P R H Y K S V L S S F E 54

ATC GAT TTG CCA GAC AAT CCA ATG CGC TAC ACT TCA GTG CCT GAT GCT TTG CGT 216
I D L P D N P M R Y T S V P D A L R 72

AAA GAT GGT ATT TGG GGT GAA GCA GGT ATC AAC GAA GCT AAT GTT GCA ATG AGC 270
K D G I W G E A G I N E A N V A M S 90

GAG ACA GAA ACA ATC ACA ACA AAT GCG CGT GTT TTG GGT GCT GAT CCG CTC GTT 324
E T E T I T T N A R V L G A D P L V 108

GAA TCA GGN GTC GGT GAA GAA GAT ATG TTA ACA TTG GTG CTT CCA TAT GTC CGT 378
E S G V G E E D M L T L V L P Y V R 126

ACA GCG CGT GAA GGT GCA AAA CGT CTT GGT GCG ATT CTT GAA GAA TAC GGT ACT 432
T A R E G A K R L G A I L E E Y G T 144

TAT GAA TCA AAT GGT GTT GCT ATT TCA GAC GTT GAT GAA ATT TGG TGG TTG GAA 486
Y E S N G V A I S D V D E I W W L E 162

ACA GTC GGT GGT CAC CAC TGG ATT GCT CGC CGT GTT CCA GAT GAT GCT TAT GTT 540
T V G G H H W I A R R V P D D A Y V 180

A 541

Figure 34 : séquence partielle du gène de la Dipeptidase A de S. infantarius et traduction de sa plus
grande phase de lecture. (http://www.infobiogen.fr/services/analyseq/cgi-bin/traduc_in.pl)

Aux extrémités de chacun de ces fragments de gène ont ensuite été ajoutés, par PCR, des

sites uniques de clonage présents dans des vecteurs d’expression bactériens. Nous avons 

greffé des sites différents à chaque extrémité afin d’insérer de façon orientée les fragments 

dans les vecteurs pour permettre la traduction de la bonne phase de lecture. Le couple

d’amorces dpep11f et dpep41r ont été utilisés pour ajouter les sites EcoRI et BamHI aux 

extrémités du fragment dpep1f-4r pour être inséré dans la cassette de clonage du vecteur

pGEX-4T-1. Nous avons ajouté par PCR les sites NdeI et BamHI aux extrémités du fragment

ampep1f-5r avec les amorces ampep11f et ampep51r et aux extrémités des fragments pgi1f-6r

à l’aide du couple d’amorces pgi11f/pgi61r. Malgré tous les essais d’optimisation de la PCR,

il nous a été impossible d’ajouter de site à l’extrémité 5’ du fragment pgi7f-6r. Les fragments

ampep11f-51r et pgi11f-61r sont, quant à eux, insérés dans le vecteur pET-15b.

Les vecteurs recombinants ainsi construits sont purifiés sur gel d’agarose et utilisés pour 

transformer des bactéries E. coli JM109 qui vont permettre l’amplification de ces plasmides. 

La sélection des clones positifs contenant les vecteurs recombinants sont sélectionnés par

« Southern Blot » en utilisant des sondes conjuguées à la digoxigénine synthétisées par PCR

avec les couples ampep11f/ampep51r, dpep11f /dpep41r et pgi11f/pgi61r.
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T ATG TCT CAT ATT ACA TTC GAC TAT TCA AAA CTT TTG GGT CAA TTC GTC GAA 52
M S H I T F D Y S K L L G Q F V E 17

CAA GAA GAA ATC GAC TTC ATG CAA ACA CAA GTC AAC GTT GCT GAC GAA TAC TTG 106
Q E E I D F M Q T Q V N V A D E Y L 35

CGC AAA GGT ACA GGT CCA GGT TCT GAC TTT CTT GGT TGG TTA GAC CTT CCT GAA 160
R K G T G P G S D F L G W L D L P E 53

AAC TAT GAC AAA GAA GAA TTT GCG CGT ATC CAA AAA GCT GCT GCT AAA ATC CAA 214
N Y D K E E F A R I Q K A A A K I Q 71

TCA GAC AGC GAA GTT CTT GTT GTT ATC GGT ATC GGT GGT TCT TAC CTT GGA GCT 268
S D S E V L V V I G I G G S Y L G A 89

CGT GCG GCT ATC GAC TTC TTG AGC AAC CAC TTC TAT AAC CTT CAA GCA TCT GCA 322
R A A I D F L S N H F Y N L Q A S A 107

GAC CGT AAA GGT CCA CAA ATC CTT TAC GCT GGT AAC TCA ATT TCT TCA ACT TAC 376
D R K G P Q I L Y A G N S I S S T Y 125

CTT GCA GAC CTT GTT GAA TAC GTT AAA GAT AAA GAT TTC TCA GTA AAC GTC ATC 430
L A D L V E Y V K D K D F S V N V I 143

TCT AAA TCT GGT ACA ACA ACT GAA CCA GCT ATC GCT TTC CGT GTA TTC AAA GAA 484
S K S G T T T E P A I A F R V F K E 161

CTT TTG ATT GAA AAA TAC GGT CAA GAA GAA GCT AAC AAA CGT ATC TAC GCT ACA 538
L L I E K Y G Q E E A N K R I Y A T 179

ACT GAT AAA GCT AAA GGC GCT GTT AAA GTT GAA GCT GTT GCT AAC GAT TGG GAA 592
T D K A K G A V K V E A V A N D W E 197

ACA TTT GTT GTT CCA GAT AAC GTT GGT GGA CGT TTC TCA GTA TTG ACT GCT GTA 646
T F V V P D N V G G R F S V L T A V 215

GGT CTT CTT CCA ATC GCT GCC GCT GGT ATC GAC ATC GAA GCT CTT ATG AAC GGT 700
G L L P I A A A G I D I E A L M N G 233

GCT AAC GCT GCT CGT AAA GAA TTG ACT TCT GCT GAA ATC TCA GAA AAC ATC GCT 754
A N A A R K E L T S A E I S E N I A 251

TAC CAA TAC GCT GCA GTT CGT AAC GTA CTT TAC CGT AAA GGC TAC ATC ACT GAA 808
Y Q Y A A V R N V L Y R K G Y I T E 269

ATT TTG GCT AAC TAC GAA CCA TCA CTT CAA TAT TTT GGT GAA TGG TGG AAA CAA 862
I L A N Y E P S L Q Y F G E W W K Q 287

TTA GCT GGT GAA TCA GAA GGT AAA CAC CAA AAA GGT ATC TAC CCA ACA TCT GCT 916
L A G E S E G K H Q K G I Y P T S A 305

AAC TTC TCA ACT GAC CTT CAC TCA CTT GGT CAA TTC ATC CAA GAA GGT TAC CGT 970
N F S T D L H S L G Q F I Q E G Y R 323

AAC ATC TTC GAA ACA GTT GTT CGT ATT GAC AAA CCA CGT AAA AAC GTT GTT ATC 1024
N I F E T V V R I D K P R K N V V I 341

CCT GAA TTG TCA GAA GAC CTT GAT GGT CTT GGA TAC CTT CAA GGC AAA GAT GTT 1078
P E L S E D L D G L G Y L Q G K D V 359

GAT TTT GTA AAC AAA AAA GCA ACT GAT GGT GTT CTT CTT GCT CAC ACT GAT GGT 1132
D F V N K K A T D G V L L A H T D G 377

GGT GTT CCT AAC ATG TTC TTG ACA CTT CCT CAA CAA GAT GAA TTC ACT CTT GGT 1186
G V P N M F L T L P Q Q D E F T L G 395

TAC ACA ATC TAC TTC TTC GAG TTA GCA ATT GGT CTT TCA GGT TAC CTT AAC GCT 1240
Y T I Y F F E L A I G L S G Y L N A 413

GTT AAT CCA TTT AAC CAA CCA GGT GTA GAA GCA TAC AAG AAA AAT ATG TTT GCT 1294
V N P F N Q P G V E A Y K K N M F A 431

CTT CTT GGA AAA CCT GG 1311
L L G K P 436

Figure 35 : séquence partielle du gène de la glucose-6-phophate isomérase de S. infantarius et traduction de sa plus
grande phase de lecture.
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Après vérification par séquençage des plasmides des clones positifs, les vecteurs

recombinants pGEX-dpep, pET-ampep et pET-pgi sont produits dans les bactéries JM109 et

des «maxipréparations» d’ADN plasmidique sont réalisées. Puis chacun de ces vecteurs est 

utilisé pour transformer par électroporation des bactéries E. coli BL21(DE3) compétentes qui

permettent de surexprimer des protéines recombinantes soit fusionnées à la Glutathion-S-

transférase (GST) dans le cas du plasmide pGEX-4T-1, soit conjuguées à une queue de 6

résidus histidine (His-tag) dans le cas du vecteur pET-15b. Les clones positifs contenant le

vecteur pGEX-dpep, pET-ampep ou pET-pgi sont sélectionnés par PCR sur colonies et

quelques clones positifs sont choisis arbitrairement pour subir le test de surexpression des

protéines de fusion en présence d’IPTG. 

3.2. Surexpression des protéines recombinantes
Des fragments des gènes de la Dipeptidase, de l’Aminopeptidase ou de la PGI de S.

infantarius ont été clonés dans des vecteurs d’expression plasmidique qui permettent la 

production par E. coli de protéines recombinantes conjuguées à une étiquette ou « tag » qui

permet de cribler et purifier facilement ces protéines surexprimées. Quelques clones positifs

contenant le plasmide recombinant présentant un insert avec la bonne phase de lecture après

vérification par séquençage, sont soumis à un test d’expression protéique. En présence 

d’ampicilline, l’expression de la protéine recombinante est induite dans une culture

bactérienne ayant une DO de 0,4 à 0,6 avec 1 µM d’IPTG à 37°C pendant 3h. 5 mL de cette 

culture sont centrifugés et le culot bactérien est directement déposé sur gel de polyacrylamide

afin de vérifier la production des protéines recombinantes par coloration au bleu de

Coomassie et par Western Blot.

Après induction, l’extrait protéique du clone recombinant sélectionné, contenant la 

construction pGEX-dpep, présente une bande surexprimée vers 46 kDa qui correspond à la

taille attendue pour la Dipeptidase fusionnée à la GST (figure 36a). En effet, le poids

moléculaire théorique calculé à partir de la séquence peptidique de la Dipep est de 26 kDa et

la masse de la GST de 19,7 kDa.

Figure 36: Surexpression de la protéine de fusion Dipep-GST induite dans E. coli par 1 µM d’IPTG 
(3h, 37°C). (a) gel SDS-PAGE 10% des protéines totales des bactéries transformées avec le plasmide vide
(pGEX) ou le plasmide recombinant (Dipep-GST) après coloration au bleu de Coomassie. (b) Western Blot
avec les anticorps anti-GST. ( - : sans IPTG, + : avec IPTG).

pGEX
IPTG (1 µM)- + - + - + - +

Dipep-GST pGEX Dipep-GST

46 kDa

20 kDa
a b
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Nous observons effectivement une bande vers 20 kDa, plus importante que les autres

parmi les protéines totales des bactéries transformées avec le plasmide vide. Nous vérifions

par Western Blot que ces bandes surexprimées de 46 et 20 kDa correspondent effectivement à

la Dipep-GST et à la GST, respectivement. La figure 36b montre qu’elles sont reconnues par 

des anticorps polyclonaux spécifiquement dirigés contre la GST.

Après induction, l’extrait protéique d’un clone contenant le plasmide recombinant pET-

ampep, présente une bande fortement surexprimée à 34 kDa qui correspond au poids

moléculaire attendu pour l’aminopeptidase recombinante (figure 37a). Cette bande n’est pas 

visible sur gel dans l’extrait bactérien non induit. La protéine surexprimée est reconnue par 

des anticorps monoclonaux spécifiques de l’épitope poly-histidine (figure 37b). Ceci confirme

la production d’une protéine Aminopep-His-tag recombinante de 34 kDa.

De même, l’IPTG induit la production d’une protéine majoritaire de 44 kDa, taille 

théoriquement attendue pour la PGI recombinante, par les bactéries contenant le plasmide

recombinant pET-pgi (figure 38a). Cette protéine surexprimée est reconnue par des anticorps

monoclonaux spécifique de l’épitope poly-histidine (figure 38b). Ceci confirme la production

d’une protéine PGI-His-tag recombinante de 44 kDa qui n’est pas détectée en l’absence 

d’IPTG dans le clone recombinant.

a b

Figure 37 : Surexpression de la protéine recombinante Aminopeptidase-His induite dans E. coli par
1 µM d’IPTG (3h, 37°C). (a) gel SDS-PAGE 10% des protéines totales des bactéries transformées avec le
plasmide vide (pET) ou le plasmide recombinant (pET-ampep). (b) Western Blot avec les anticorps anti-His-
tag. ( - : sans IPTG, + : avec IPTG)

IPTG (1 µM)- + - + - + - +

pET pET-
ampep pET

34 kDa

pET-
ampep

IPTG (1 µM)- + - + - + - +
pET PET-pgi pET

44 kDa

a b

Figure 38 : Surexpression de la protéine recombinante PGI-His induite dans E. coli par 1 µM d’IPTG 
(3h, 37°C). (a) gel SDS-PAGE 10% des protéines totales des bactéries transformées avec le plasmide vide
(pET) ou le plasmide recombinant (PGI-His). (b) Western Blot avec les anticorps anti-His-tag. ( - : sans
IPTG, + : avec IPTG)

PET-pgi
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Ainsi, nous avons sélectionné 3 clones capables de surexprimer les 3 protéines

recombinantes d’intérêt: l’Aminopep-His-tag, la Dipep-GST et la PGI-His-tag. Il s’agit 

ensuite de produire une quantité suffisante de protéine recombinante soluble afin de purifier

ces différentes protéines par chromatographie d’affinité.

3.3. Essai de solubilisation des protéines surexprimées
Dans les conditions standards d’induction de l’expression protéique par l’IPTG (1 µM 

pendant 3h à 37°C), les 3 protéines recombinantes sont surexprimées sous forme insoluble.

L’insolubilité des protéines peut s’expliquer soit par leur agrégation dans des corps 

d’inclusion qui se forment suite à une surexpression trop importante les protéines qui ne

peuvent alors se replier correctement, soit par la nature hydrophobe de la protéine produite

elle-même. Les protéines insolubles ne pouvant être purifiées par chromatographie d’affinité, 

il nous a fallu optimiser les conditions d’induction afin de solubiliser au mieux les protéines 

produites. Il est possible de ralentir la production des protéines bactériennes en diminuant la

quantité d’IPTG et/ou la température d’incubation. Nous avons ainsi induit la production des

protéines recombinantes avec différentes concentration d’IPTG (0.1, 0.5 et 1 µM) sous 

différentes températures : 37°C pendant 3h, 25°C pendant 24h, 15°C et 7°C pendant 72h.

La figure 39 montre que lors d’une induction à 37°C pendant 3h avec 1 µM d’IPTG, la 

quasi-totalité de la Dipeptidase recombinante est produite sous forme insoluble (I). En

ralentissant la vitesse d’expression, en abaissant la température à 15°C, l’induction pendant 

72h permet de solubiliser une grande partie de la protéine surexprimée (S) avec 1 µM d’IPTG, 

ce qui est confirmé par Western Blot qui révèle une bande importante à 46 kDa par les

anticorps anti-GST dans le surnageant de lyse (S) des bactéries.

0,1 0,5 1 0,1 0,5 11 IPTG (µM)

37°C 25°C 15°C

S I S I S I S IS I S I S I

46 kDa

S I S I S I
37°C 25°C 15°C

46 kDa

Figure 39 : Surexpression de la Dipeptidase fusionnée à la GSTdans différentes conditions d’induction.
(en haut) SDS-PAGE 10% de la fraction soluble (S) et insoluble (I) d’extraits protéiques de E. coli transformées par le
vecteur recombinant pGEX-dipep. (en bas) Western blot des extraits protéiques, après induction avec 1 µM d’IPTG et 
révélation avec un anticorps anti-GST.
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A 37°C avec 1 µM d’IPTG, une induction de 3h entraîne la surexpression d’une 

Aminopeptidase recombinante sous une forme exclusivement insoluble qui est visualisée sur

gel de polyacrylamide vers 34 kDa (figure 40). En effet, les anticorps anti-His-tag ne

semblent détecter aucune protéine dans le surnageant de lyse S dans ces conditions. La

protéine reste insoluble quelles que soient les conditions de température et de concentration en

IPTG utilisées dans les précédents essais de solubilisation de la Dipep. Il faut abaisser la

température à 7°C et induire l’expression pendant 72h en présence de 1 µM d’IPTG pour 

solubiliser une fraction de la protéine dont on révèle la présence dans le surnageant de lyse S

par Western Blot.

L’incubation des bactéries E. coli BL21 (DE3) avec 1 µM d’IPTG à 37°C pendant 3h 

induit une expression de la PGI-His-tag recombinante visualisée dans la fraction insoluble C

du lysat sous forme d’une bande vers 44 kDa colorée au bleu de Coomassie (figure 41). Il n’a 

été possible de solubiliser qu’une faible quantité de cette protéine PGI-His-tag, en induisant la

surexpression avec 1 µM d’IPTG à 7°C pendant 72h. Sa présence dans le surnageant de lyse 

est confirmée par Western Blot.

Nous avons observé que, dans tous les cas, quelle que soit la concentration d’IPTG (0.1, 

0.5 ou 1 µM) utilisée pour l’induction, nous avions le même profil d’expression de la protéine 

recombinante avec quasiment le même taux de solubilisation pour une même température

d’induction. 

0,1 0,5 1 0,1 0,5 11

34 kDa

37°C 25°C 15°C 7°C

IPTG (µM)
S C S I S I S IS I S I S I SI

1

34 kDa

S I S I S I
37°C 7°C15°C

Figure 40: Surexpression de l’Aminopeptidase recombinante dans différentes conditions d’induction.
(en haut) SDS-PAGE 10% de la fraction soluble (S) et insoluble (I) d’extraits protéiques de E. coli transformées par le
vecteur recombinant pET-ampep. (en bas) Western blot des extraits protéiques, après induction avec 1 µM d’IPTG et 
révélation avec un anticorps anti-His-tag.
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I

3.4. Essais de purification sur colonne d’affinité
Un litre de culture de bactéries E. coli BL21 recombinantes (DO de 0,4 à 0,6) est incubé

avec 1 µM d’IPTG pour induire la surexpression des protéines recombinantes dans les 

conditions déterminées précédemment et qui favorisent la production des protéines sous

forme soluble en quantité suffisante pour être purifiées ensuite par chromatographie d’affinité. 

Ainsi, l’expression de la Dipeptidase-GST est induite dans le clone recombinant pGEX-dipep

pendant 72h à 15°C, celle de l’Aminopeptidase-His-tag et de la PGI-His-tag est induite

pendant 72h à 7°C dans les clones pET-ampep et pET-pgi, respectivement.

Après induction, les bactéries sont centrifugées et le culot est repris dans 60 mL de

tampon de fixation de la colonne de chromatographie puis les bactéries sont lysées par

sonication. 5 mL du surnageant de lyse sont déposés sur la colonne de chromatographie

d’affinité: une colonne de type GST-trapp pour la Dipeptidase-GST ou une colonne de nickel

pour l’Aminopep-His-tag ou la PGI-His-tag.

44 kDa

44 kDa

44 kDa

0,1 0,5 1 0,1 0,5 11 IPTG (µM)
S I S I S IS I S I S I SI

37°C 25°C 15°C

S I
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0,5 IPTG (µM)

0,1 0,5 1 0,50,5 11 IPTG (µM)
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Figure 41: Surexpression de la PGI recombinante dans différentes conditions d’induction.
(en haut) SDS-PAGE 10% de la fraction soluble (S) et insoluble (I) d’extraits protéiques de E. coli transformées avec le
vecteur recombinant pET-pgi. (en bas) Western blot avec un anticorps anti-His-tag.
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3.4.1. Chromatographie sur colonne GST-trapp

Le surnageant de lyse des bactéries E. coli transformées par le plasmide recombinant

pGEX-dipep est séparé sur la colonne GST-trapp (Amersham, Biosciences) dans le tampon de

liaison (PBS pH 7,3). Le chromatogramme correspondant à cette purification est présenté ci-

dessous : les protéines sont détectées à une longueur d’onde de 280 nm et l’absorbance est 

reportée en ordonnée (figure 42a). Le fragment de la Dipeptidase conjuguée à la GST se fixe à

la colonne qui est constituée d’une matrice Sépharose couplée au glutathion réduit, substrat de 

la GST, alors que les autres protéines ne sont pas retenues et sont exclues dans l’effluent. 

Le chromatogramme montre un pic unique et ne correspond pas au profil qui est

théoriquement attendu: aucun pic d’élution n’apparaît après application du tampon d’élution. 

Les différentes fractions collectées (effluent, lavage et éluat) sont analysées par Western Blot

(figure 42b). La protéine de fusion de 46 kDa est détectée avec les anticorps anti-GST dans

l’effluent et le lavage mais aucun signal n’est révélé dans les fractions éluées: la Dipeptidase

n’a pas été retenue sur la colonne. Plusieurs hypothèses peuvent être émises pour expliquer ce 

problème : (i) une déficience de la colonne, (ii) les sites de liaison pourraient être

inaccessibles dans les conditions natives de la chromatographie, (iii) une absence de

Figure 42: profil d’élution (a) d’un extrait protéique de E. coli surexprimant la protéine de fusion Dipeptidase-GST sur
colonne d’affinité GST-trapp.
(b) Révélation des protéines fusionnées à la GST dans les fractions collectées. C+ : extrait contenant la Dipep-GST, Eff :
effluent, L : lavage.
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décrochage de la protéine lors de l’élution ou (iv) quantité trop faible de Dipeptidase 

recombinante dans l’éluat pour être détectée.

3.4.2. Chromatographie sur colonne His-Trapp

a) purification de l’Aminopep-His
5 mL du lysat des bactéries E. coli transformées par le vecteur pET-aminopep sont

déposés sur la colonne His-trapp (Amersham, Biosciences) dans le tampon de fixation. Après

lavage de la colonne, l’élution de l’Aminopeptidase-His-tag permet d’obtenir le profil 

représenté dans la figure 43: les protéines sont détectées à une longueur d’onde de 280 nm et 

l’absorbance est reportée en ordonnée.

Le fragment de l’Aminopeptidase couplée à l’épitope de poly-histidine, chargé

négativement à pH basique, se lie normalement à la colonne sur laquelle sont greffés des ions

Zn2+, et va en être décroché par application du tampon d’élution qui contient de l’imidazole. 

Les autres protéines ne sont pas retenues et sont exclues dans l’effluent. Nous pouvons 

observer un pic d’élution qui correspond au décrochage de l’Aminopeptidase-His-tag. Les

différentes fractions (effluent, lavage et éluat) sont collectées et analysées sur gel de

polyacrylamide et par Western Blot (figure 44)

Figure 43: profil d’élution d’un extrait protéique de E. coli surexprimant la protéine recombinante
Aminopeptidase-His-tag sur colonne de nickel His-trapp.
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La protéine recombinante de 34 kDa est détectée avec les anticorps anti-GST dans toutes

les fractions aussi bien dans l’effluent, le lavage que dans l’éluat. Malheureusement, le gel de 

polyacrylamide révèle, après coloration, que la fraction éluée contient non seulement

l’Aminopep-His-tag, qui est en plus présente en faible quantité, mais également plusieurs

autres protéines dont une bande majoritaire vers 75 kDa qui n’est pas reconnue par les 

anticorps anti-His-tag. Cette chromatographie ne nous a donc pas permis de purifier de façon

satisfaisante notre protéine recombinante d’intérêt. 

b) purification de la PGI-His

5 mL du lysat des bactéries BL21 (DE3) transformées avec le vecteur pET-pgi sont

déposés sur la colonne His-trapp dans le tampon de fixation. Suivant le même protocole que

pour la purification de l’Aminopep-His, l’élution de la PGI-His-tag permet d’obtenir le profil 

représenté figure 45. Nous observons un pic d’élution qui correspond au décrochage de la

PGI-His-tag après application du tampon d’élution. Les différentes fractions (effluent, lavage 

et éluat) sont collectées et analysées sur gel de polyacrylamide et par Western Blot (figure

46).

Figure 44 : (a) profil SDS-PAGE 10 % des différentes fractions obtenues lors de la
chromatographie sur colonne His-trapp de l’extrait protéique des bactéries transformées 
par le vecteur pET-aminopep. (b) Détection des protéines couplées à la poly-histidine dans les
fractions collectées. Eff : effluent, L : lavage.
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La protéine PGI-His-tag de 44 kDa est détectée avec les anticorps anti-GST dans toutes

les fractions: l’effluent, l’éluat et un peu dans le lavage. Cette chromatographie ne nous a pas 

permis de purifier de façon satisfaisante notre protéine recombinante d’intérêt, PGI-His-tag

puisque l’éluat présente de nombreuses protéines dont une majoritaire vers 75 kDa qui n’est 

pas reconnue par les anticorps anti-His-tag. Le gel de polyacrylamide montre en outre, après

coloration, que la fraction éluée ne contient qu’une très faible quantité de PGI-His-tag.

Figure 45: profil d’élution d’un extrait protéique de E. coli surexprimant la protéine
recombinante PGI-His-tag sur colonne de nickel His-trapp.
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Figure 46 : (a) profil SDS-PAGE 10 % des différentes fractions obtenues lors de la chromatographie sur colonne
His-trapp de l’extrait protéique des bactéries transformées par le vecteur pET-pgi. (b) Détection des protéines couplées
à la poly-histidine dans les fractions collectées. Eff : effluent, L : lavage.
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4. PURIFICATION DES PROTEINES NATIVES DE S. infantarius

L’étape de séparation par chromatographie d’affinité des protéines extraites des bactéries 

E. coli BL21 recombinantes devait permettre de purifier la Dipeptidase-GST, l’Aminopep-

tidase-His et la PGI-His en quantité suffisante pour immuniser des lapins en vue de la

production d’anticorps dirigés spécifiquement contre ces protéines. Or les essais sur colonne 

d’affinité n’ayant pas permis d’obtenir des protéines recombinantes suffisamment purifiées,

nous avons choisi d’injecter aux animaux les bandes correspondant à ces protéines découpées 

sur le gel de polyacrylamide coloré au bleu de Coomassie.

4.1. Préparation des sérums anti-aminopeptidase, anti-dipeptidase et anti-PGI
Après induction de la surexpression de la protéine recombinante (Dipep-GST, Aminopep-

His ou PGI-His) dans E. coli à 37°C pendant 3h (conditions pour produire la plus forte

expression), l’extrait de protéines totales est séparé par SDS-PAGE avec un maximum de

résolution (figure 47). Après coloration du gel, les bandes correspondant aux protéines

d’intérêt sont découpées puis broyées dans du tampon PBS pour être injectées aux lapins par 

voie sous-cutanée. L’immunisation de trois lapins avec chacun des broyats permet, après au 

moins 4 injections, d’obtenir des sérums dirigés contre chacune des trois protéines 

recombinantes.

4.2. Activité et spécificité de reconnaissance des IgG
5 jours après la dernière immunisation, le sérum des lapins est préparé à partir du sang

prélevé. Après purification des immunoglobulines IgG par précipitation au sulfate

d’ammonium (50%) suivie d’une chromatographie DEAE Trisacryl M, l’activité immune des 

anticorps est testée par ELISA. L’activité de chaque sérum est comparée à celle du sérum non 

immun (SNI)correspondant, qui a été prélevé au préalable avant toute injection de l’antigène 

et qui sert de témoin. L’activité de tous ces anticorps polyclonaux est mesurée par rapport aux 

protéines de la fraction WEA de S. infantarius puisque ces IgG seront utilisées pour purifier

les protéines issues de sa paroi.

Figure 47 : SDS-PAGE 12 % des protéines totales des bactéries E. coli BL21 surexprimant les protéines
recombinantes Aminopep-His-tag (A), Dipep-GST (D) ou PGI-His-tag (P).
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4.2.1. IgG anti-Dipeptidase
Les IgG anti-Dipep-GST, anti-Aminopep-His et anti-PGI-His sont préparées à partir des

sérums ponctionnés après la septième immunisation des animaux. Ils sont testés en ELISA sur

les protéines du WEA qui sont coatées en plaque de microtitration.

Nous observons que tous les sérums SNI développent la même activité vis-à-vis du WEA

donc, dans un souci de simplicité, nous ne représentons dans le diagramme suivant que

l’activité d’un seul SNIqui correspond au lapin « anti-Dipep-GST ».

La figure 48 montre que le sérum anti-Dipep-GST présente une activité immune accrue

pour le WEA par rapport au SNI, c’est-à-dire qu’il est enrichi en IgG reconnaissant 

spécifiquement des antigènes présents dans la fraction WEA. Ces IgG sont, en principe, des

anticorps anti-Dipep-GST. Le titre en IgG anti-dipeptidase est suffisamment élevé pour

permettre l’utilisation de ce sérum afin de préparer un immunoadsorbant qui servira à la 

purification de la Dipeptidase de S. infantarius.

Ces IgG sont épuisées sur une matrice de Sépharose sur laquelle ont été fixés de façon

covalente les protéines extraites de bactéries E. coli sauvages puis, une nouvelle fois, sur

membrane de nitrocellulose sur laquelle les extraits protéiques de E. coli sauvages ont été

transférés. Cet épuisement permet d’éliminer un maximum d’anticorps dirigés contre E. coli

et non spécifiques de la Dipeptidase-GST. Par Western Blot, nous avons effectivement vérifié

que les IgG ainsi épuisés ne donnent plus de signal détectable sur un extrait de protéines

totales de E. coli sauvages BL21 transformés ou non avec le plasmide pGEX-4T-1 vide mais

reconnaissent toujours la protéine recombinante Dipep-GST.

Figure 48 : Activité immune des IgG polyclonaux anti-Dipep-GST , anti-Aminopep-His , anti-
PGI-His , SNI sur le WEA de S. infantarius.
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Par contre, même après 7 immunisations, les lapins n’ont pas développé de réponse 

immunitaire détectable par ELISA vis-à-vis des antigènes Aminopep-His ou PGI-His. En

effet, la courbe de reconnaissance des protéines du WEA par le sérum anti-Aminopep-His ou

anti-PGI-His est aussi faible que la courbe d’activité du sérum pré-immun. Alors que ces

anticorps reconnaissent leur protéine recombinante respectives en Western Blot. Ces résultats

suggèrent que les IgG produites sont capables de se fixer sur les protéines dénaturées, dans les

conditions du Western Blot, mais pas sur les protéines natives, dans les conditions non

dénaturantes de l’ELISA. Ces anticorps semblent donc dirigés contre des épitopes enfouis 

dans la structure tridimensionnelle des protéines. Ils ne sont donc pas utilisables pour la

purification des protéines natives de S. infantarius par chromatographie d’immunoaffinité.

Des peptides ont alors été choisis dans une région très restreinte et très spécifique de

l’Aminopeptidase et la PGI de S. infantarius pour être utilisés comme antigène dans la

production de nouveaux sérums.

4.2.2. IgG anti-peptides
Les peptides ont été synthétisés et purifiés par NeoMPS (Strasbourg). Ils ont été couplés à

l’extrémité N-terminale, par l’intermédiaire d’un agent couplant, à l’ovalbumine (OVA) qui 

joue le rôle de protéine porteuse.

Des sérums dirigés contre ces peptides synthétiques ont ensuite été préparés par

immunisation de lapins. Les sérums sont testés contre le peptide antigènique libre, la protéine

recombinante correspondante et le WEA. Le sérum non immun prélevé avant immunisation

des animaux sert de témoin. Le peptide AMPEP32, de séquence 5’-YHSDKNITPQEFFKK-3’ 

est spécifique de l’Aminopeptidase et le peptide PGI8, de séquence 5’-

CKPRKNVVIPELSEDLD-3’, de la PGI. La structure cristallographique de la PGI de Bacillus

stearothermophilus est connue et possède une séquence peptidique homologue à celle de S.

infantarius (Sun et al., 1999). Nous avons choisi le peptide PGI8 dans une boucle bien

exposée de la protéine, indiquée par une flèche dans la figure 49.

Figure 49 : structure tridimentionnelle de la PGI de B. stearothermophilus. (Sun et al., 1999)
http://www.rcsb.org/pdb/cgi/explore.cgi?job=summary&pdbId=1C7R&page
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Nous espérons ainsi produire des anticorps dirigés contre des épitopes qui seraient, eux

aussi, dirigés vers l’extérieur de la PGI de S. infantarius et donc plus accessibles.

Les sérums anti-peptides obtenus présentent une forte activité immune pour leur peptide

libre respectif par rapport au SNI, comme le montre la figure 50. Les deux anticorps anti-

peptides se fixent sur leur peptide respectif et sur la protéine recombinante correspondante.

L’affinité pour le peptide est supérieure à celle pour la protéine recombinante. Ceci suggère 

que seule une partie des anticorps dirigés contre les peptides synthétiques sont capables de se

fixer sur la protéine recombinante, ou bien encore que les séquences qui correspondent aux

peptides ne sont pas entièrement exposées ou que dans la protéine eles sont maintenues dans

des configurations telles qu’elles ne peuvent être totalement reconnues par les anticorps anti-

peptides. En effet, la conformation d’un peptide libre, même couplé à une protéine porteuse, 

n’est pas la même que celle qu’il pourrait avoir au sein de la protéine entière.

Nous pouvons observer que le sérum non immun des animaux contient déjà des anticorps

reconnaissant des protéines de E. coli, ce qui est normal puisque les lapins ne sont pas élevés

en milieu stérile.

Une petite partie des anticorps anti-peptides se fixe sur les antigènes du WEA puisqu’ils 

donnent un léger signal en ELISA plus important que celui qui est détecté avec le SNI. Cette

reconnaissance sera vérifiée par Western Blot.

Figure 50 : Activité immune des IgG polyclonaux anti-peptide-AMPEP32 (a) et anti-peptide-PGI8 (b) vis-
à-vis de son peptide libre respectif , de la protéine recombinante correspondante , du WEA de
S. infantarius et activité du sérum pré-immun SNI pour le peptide libre et pour la protéine
recombinante
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Les IgG anti-peptides sont précipités au sulfate d’ammonium (50%) puis purifiés par 

chromatographie sur DEAE Trisacryl M, avant d’être épuisés sur membrane de nitrocellulose 

sur laquelle des extraits protéiques d’E. coli ont été transférés.

Le Western blot représenté figure 51 montre que les IgG anti-peptide-AMPEP32

reconnaissent la protéine recombinante Aminopep-His de 34 kDa et une protéine de 27 kDa

dans la fraction WEA de S. infantarius. Une très légère bande vers 30 kDa également est

révélée avec ces anticorps dans l’extrait de protéines totales de E. coli BL21 (DE3). Ces

bactéries semblent donc exprimer une protéine de même poids moléculaire que la protéine de

27 kDa du WEA et qui possède une homologie suffisante avec cette dernière pour être

reconnue par les mêmes anticorps. Le signal plus faible dans les bactéries E. coli BL21 (DE3)

suggère que les anticorps anti-AMPEP32 présentent une affinité moindre pour cette protéine

de E. coli que pour celle de S. infantarius, ou bien que cette protéine est plus faiblement

exprimée dans E. coli.

Les anticorps anti-peptide-PGI8 reconnaissent la protéine recombinante PGI-His de 44

kDa et une protéine de 51 kDa dans la fraction WEA de S. infantarius.

Les anticorps anti-peptides se fixent spécifiquement sur leur protéine recombinante

respective, ne reconnaissent pas la protéine hétérologue et ne révèlent aucune bande dans le

témoin V correspondant à l’extrait des bactéries transformées par le vecteur pET-15b vide.

Ces résultats suggèrent que S. infantarius exprime une protéine de 27 kDa contenant un

peptide spécifique de l’Aminopeptidase et une protéine de 51 kDa présentant un peptide

spécifique de la PGI. Rappelons que l’Aminopeptidase C de S. pneumoniae a un poids

moléculaire de 50,2 kDa et que la PGI de S. agalactiae est une protéine de 49,6 kDa. Il est

possible que la bande de 27 kDa révélée pour l’Aminopeptidase chez S. infantarius

corresponde à une protéine dégradée dans le WEA.

Figure 51 : Reconnaissance des protéines recombinantes et des antigènes de WEA de S. infantarius par les
IgG anti-peptides AMPEP32 (a) et PGI8 (b) purifiées et épuisées contre E. coli.
A : extrait des bactéries E. coli BL21 surexprimant l’Aminopeptidase-His, P : extrait des bactéries surexprimant la PGI-
His, W : WEA, BL : extrait total de E. coli BL21, V+ : extrait total de E. coli transformé par le vecteur pET-15b vide.
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4.3. Chromatographie d’immunoaffinité
Les anticorps polyclonaux anti-Dipeptidase reconnaissent dans la fraction WEA une

protéine qui migre à 60 kDa en SDS-PAGE (figure 52a).

Les IgG anti-peptide-AMPEP32 révèlent dans le WEA au moins 3 bandes dont les

principales migrent à 89, 27 et 15 kDa. Nous révélons ici deux bandes supplémentaires par

rapport au Western Blot de la figure 51. Ceci peut être dû à une différence de quantité

protéique de WEA déposé sur le gel. Les bandes qui migrent à 27 et 15 kDa pourraient

correspondre à une dégradation de la protéine révélée à 89 kDa.

Les anticorps anti-peptide-PGI8 se fixent à une protéine de 51 kDa du WEA, ceci

confirmant les résultats obtenus précédemment et représentés dans la figure 51.

Les anticorps polyclonaux anti-Dipeptidase, anti-peptide-AMPEP32 et anti-peptide-PGI8

sont fixés sur une matrice de Sepharose afin de préparer 3 immunoadsorbants différents. Les

antigènes de la fraction WEA reconnus par ces anticorps sont retenus spécifiquement lors du

contact avec le gel. L’effluent est constitué des protéines non retenues sur le gel et les 

antigènes fixés spécifiquement aux anticorps sont décrochés lors de l’élution réalisée grâceà

un saut de pH en appliquant un tampon glycine pH 2,2.

Les protéines du WEA retenues sur l’immunoadsorbant sur lequel ont été fixés les 

anticorps anti-Dipep-GST ont été éluées à pH 2,2 et déposées sur un gel de polyacrylamide 10

%. La coloration au bleu de Coomassie montre les protéines reconnues par les anticorps anti-

Dipeptidase-GST correspondent à deux bandes de poids moléculaire de 78 et 60 kDa (figure

52b). Mais le Western blot réalisé sur cet éluat avec ces anticorps anti-Dipep-GST ne révèle

que la bande de 60 kDa. Il est possible que la protéine de 78 kDa se fixe aux anticorps dans

les conditions non dénaturantes de la chromatographie sur immunoadsorbant mais que sa

conformation dans les conditions dénaturantes du SDS-PAGE soit telle que la protéine ne soit

plus reconnue par ces anticorps. Ou bien, les deux protéines de 78 et 60 kDa peuvent être

Figure 52 : (a) reconnaissance des protéines de la fraction WEA de S. infantarius par les IgG anti-
Dipeptidase (D) et les anticorps anti-peptides AMPEP32 (A) et PGI8 (P). (b) Protéines Dipep (D),
Aminopep (A) et PGI (P) purifiées à partir du WEA (W) et révélées par les anticorps spécifiques
correspondants.
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associées au sein d’un même complexe où seule la protéine de 60 kDa est fixée aux anticorps 

anti-Dipep mais les deux protéines sont copurifiées sur l’immunoadsorbant.

Les protéines éluées du gel sur lequel ont été fixés les anticorps anti-peptide-AMPEP32

sont déposées sur gel qui, après coloration montre une bande majoritaire de 60 kDa qui est

également révélée par Western Blot avec ces mêmes anticorps. Ce résultat est inattendu

puisque ces anticorps avaient reconnu trois bandes dans le WEA à 89, 27 et 15 kDa (figure

52a). Il est possible que les épitopes des protéines de 27 et 15 kDa révélées dans les

conditions dénaturantes du Western Blot par ces IgG anti-peptide-AMPEP32 soient enfouis

au sein de la conformation native de ces protéines lors de la chromatographie

d’immunoaffinité qui se fait en conditions non dénaturantes. De cette manière, ces protéines 

ne seraient pas fixées sur le gel d’immunoadsorbant. La protéine de 60 kDa purifiée par cet

immunoadsorbant et révélée par les anticorps anti-peptide-AMPEP32 pourrait provenir de la

dégradation de la protéine ou du complexe de 89 kDa mis en évidence dans le WEA. En effet,

l’élution lors de la purification sur immunoadsorbant nécessite une étape de décrochage à pH

très acide qui peut rompre certaines liaisons hydrogène.

La protéine éluée du gel sur lequel ont été fixés les anticorps anti-peptide-PGI8 montre en

SDS-PAGE une taille de 51 kDa et est révélée avec les mêmes anticorps.

Une fois purifiée séparément, chacune des trois protéines de la paroi S. infantarius est

utilisée dans des études in vitro sur des cellules Caco-2 et in vivo chez le rat. Ces analyse

permettent d’observer les effets individuels de chacune de ces protéines sur la cancérogenèse

colique et sur l’inflammation de la muqueuse.

5. ETUDE DES PROPRIETES PROINFLAMMATOIRES ET PROCANCEROGENES

DES TROIS PROTEINES PURIFIEES

In vitro, les cellules Caco-2 ont été utilisées pour tester la capacité de chaque protéine

purifiée de la paroi de S. infantarius à stimuler la libération des marqueurs de l’inflammation 

que sont l’IL-8 et les PGE2. D’autre part, une expérience in vivo, avec notre modèle de cancer

colorectal chez le rat, nous a permis de tester le pouvoir cancérogène de ces protéines

purifiées.

5.1. Activité pro-inflammatoire in vitro

L'activité pro-inflammatoire des protéines purifiées a été mesurée en suivant le même

protocole que celui déjà utilisé au début de ce travail (section 1.2.1) et comparée à l’activité 

des fractions WEA et S300. Ainsi, des cellules Caco-2 sont incubées avec ces différentes
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protéines pendant 20 h à 37°C et à une concentration de 50µg/mL pour le WEA, 25 µg/mL

pour la S300 et 10 µg/mL pour les trois protéines pures. La libération d'IL-8 et de PGE2 est

mesurée par ELISA et la survie cellulaire est déterminée grâce à un test MTT.

5.1.1. Survie cellulaire
Avant de réaliser les expériences d’activation avec les différentes protéines, nous avons 

étudié la viabilité des cellules Caco-2 en présence de concentrations croissantes de ces

activateurs protéiques. Après une stimulation de 20h à 37°C, les cellules sont débarrassées de

leur surnageant d’activation et incubées avec le réactif MTT qui permet d’évaluer le 

pourcentage de cellules vivantes.

La figure 53 montre que l’incubation avec la Dipeptidase entraîne une diminution de la 

viabilité des cellules Caco-2 de manière dose-dépendante pour des quantités de protéine de 1

à 5µg par puits (5 à 25 µg/mL). Seules 40% des cellules sont encore vivantes lorsqu’elles sont 

activées par 25 µg/mL de Dipeptidase et entre 25 et 50 µg/mL, la viabilité des cellules

diminue encore mais de façon beaucoup moins marquée.

Au contraire, l’Aminopeptidase et la PGI provoquent une prolifération des cellules Caco-2

qui s’accentue avec la concentration des protéines pour atteindre un plateau à partir de 25 

µg/mL de protéine. A cette dose, on assiste à un quasi-doublement de la population cellulaire

soit une augmentation de 1,85 et 1,86 fois la population témoin non stimulée avec,

respectivement, la PGI et l’Aminopeptidase.
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Figure 53 : pourcentage de survie des cellules Caco-2 après 20h
d’activationavec la Dipeptidase ( ), l’Aminopeptidase ( ), la PGI
( ) par rapport à la survie des cellules non activées ( ).
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Ainsi, alors que la Dipeptidase de S. infantarius présente un effet cytotoxique sur les

cellules coliques humaines Caco-2, son Aminopeptidase et sa PGI possèdent un pouvoir

hyperprolifératif sur les mêmes cellules.

5.1.2. Libération d’IL-8 et de PGE2 par les cellules Caco-2
Les résultats sont exprimés en activité spécifique, c'est-à-dire en nanogrammes d'IL-

8/PGE2 par milligramme de protéines activatrices et sont présentés dans la figure 54. La

fraction WEA induit une libération d'IL-8 et de PGE2 avec une activité de 25 ng/mg et de 3

ng/mg respectivement. Par ailleurs, l'activité de la fraction S300 est de 125 ± 10 ng IL-8/mg et

de 13 ± 1,05 ng PGE2/mg. L’Aminopeptidase présente une activité de 195ng IL-8/mg et de

221 ± 19,7 ng PGE2/mg, la Dipeptidase une activité de 281 ± 46 ng IL-8/mg et de 142 ± 38,7

ng PGE2/mg et enfin l’activité de la PGI est de 195 ± 12 ng IL-8/mg et de 154 ± 76,98 ng

PGE2/mg.

Les trois protéines purifiées présentent toutes une activité pro-inflammatoire in vitro

significativement plus élevée que la S300. En effet, la Dipeptidase provoque une libération

d’IL-8 par les cellules Caco-2, 11 fois plus élevée que celle induite par la fraction WEA et

environ 2 fois plus que la fraction S300. L’Aminopeptidase et la PGI stimulent la même 

libération d’IL-8 et elles sont 8 fois plus actives que le WEA. Mais ces trois protéines sont

surtout de puissants stimulateurs de la libération de PGE2: en effet, l’Aminopeptidase entraîne

une synthèse de 74 fois plus de PGE2 que le WEA et 17 fois plus que la S300. La Dipeptidase

et la PGI présente quasiment le même pouvoir activateur en induisant une libération de

prostaglandines d’au moins 47 fois supérieure au WEA et 12 fois plus importante que celle

induite par la fraction S300.
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Figure 54 : Libération d’IL-8 (a) et de PGE2 (b) par les cellules Caco-2 activées pendant 20h par les protéines purifiées de la
paroi de S. infantarius. A : Aminopeptidase, D : dipeptidase, P : phosphoglucose-isomérase
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5.2. Activité pro-inflammatoire in vivo

Les propriétés proinflammatoires des trois protéines purifiées ont été testées dans notre

modèle animal de cancer colorectal selon le même protocole que précédemment (section

1.2.2). Ainsi, les rats prétraités à l'azoxyméthane reçoivent par gavage intra-gastrique 11

administrations de WEA (100 µg), de fraction S300 (6 µg), de Dipeptidase,

d’Aminopeptidase ou de PGI (4 µg chacune). 

L’activité proinflammatoire a été testée en mesurant la libération des cytokines

CINC/GRO ainsi que des PGE2 dans les muqueuses coliques. Les résultats de ces dosages,

représentés figure 55 sont exprimés en picogrammes de CINC/GRO ou PGE2 par

milligramme de protéines dosées dans le surnageant de muqueuse colique.

Nous avions vu dans les expériences précédentes que 6 µg de la fraction S300 induisaient

une libération de CINC/GRO et de PGE2, respectivement, 44 et 51% plus importante que

celle mesurée dans les rats contrôles traités uniquement à l’AOM. 

Dans cette expérience animale, nous voyons que l’Aminopeptidase induit une libération 

de 75,9 ± 3,96 pg CINC/GRO /mg, ce qui représente une libération de 1,36 fois plus

importante que celle observée dans les rats contrôles. Les deux autres protéines purifiées ont

une activité comparable à celle du WEA et l’augmentation modérée observée n’est pas 

statistiquement significative. L’Aminopeptidase et la Dipeptidase provoquent quasiment la 

même libération de PGE2, respectivement, de 92,07 ± 15,3 pg /mg et 89,62 ± 10,7 pg /mg,

c’est-à-dire environ 2 fois plus que les rats contrôles. La PGI semble sans activité

proinflammatoire sur la muqueuse colique en ce concerne les PGs.

Figure 55: Dosage de CINC/GRO (a) et des PGE2 (b) dans les muqueuses de rats traités à l’AOM puis avec les fractions WEA 
(100 µg) ou les protéines purifiées (4µg) de la paroi de S. infantarius . A : Aminopeptidase, D : dipeptidase, P : PGI, T : rats
contrôles traités avec l’AOM seul.
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Il faut noter que ces effets ont été obtenus in vivo après administration de quantités bien

plus faibles de chacune des 3 protéines purifiées (4µg) que de la fraction WEA (100 µg).

5.3. Activité pro-cancérogène in vivo

Le comptage du nombre de cryptes anormales hyperprolifératives est toujours réalisé sur

un segment de 5cm de longueur correspondant à la partie distale du côlon des mêmes rats

chez lesquels ont été dosés les médiateurs de l’inflammation GRO/CINC et PGE2. Les

résultats sont présentés figure 56.

Les résultats montrent que tous les rats qui ont reçu de l'AOM ont développé des cryptes

anormales quel que soit le traitement. Nous avons vu précédemment que l'administration de

100 µg de fraction WEA et de 6 µg de fraction S300 entraîne une augmentation du nombre de

cryptes anormales, respectivement de 1,5 fois et de 2,1 fois par rapport aux rats contrôles.

Parmi les trois protéines purifiées, l’Aminopeptidase est celle qui présente la plus forte 

activité promotrice sur la formation des cryptes anormales. Ainsi, les animaux ayant reçu 4 µg

de cette protéine présentent 2,2 fois plus de cryptes anormales que les rats témoins et 1,4 fois

plus que les rats traités avec 100 µg de WEA.

La PGI n’a pas d’effet décelable sur la promotion de cryptes anormales et l’effet modéré 

de la Dipeptidase n’est pas statistiquement significatif (tableau 6)

Figure 56 : quantification des cryptes anormales au niveau de la muqueuse du côlon
distal de rats pré-traités à l’AOM puis avec les fractions WEA (100 µg) ou la Dipeptidase 
(D), l’Aminopeptidase (A) ou la PGI (P)(4µg). T: rats contrôles traités avec l’AOM seul. 
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in vitro in vivo

traitements IL-8
ng/ml

PGE2

ng/ml
CINC/GRO

pg/ml
PGE2

pg/ml CA/cm

Témoin - - 55,8 44,87 46,6
WEA 24,9 2,6 65,3 60,13 74,3
S300 125 13 79,5 90,1 92

Aminopep 195 221 75,9 92,07 101,1
Dipep 281 142 67,1 89,62 59,03
PGI 195 154 56,3 48,83 49,9

6. LE COMPLEXE HPM

6.1. Purification

Un complexe protéique de très haute masse moléculaire est constamment présent dans

toutes les fractions actives du point de vue inflammatoire (WEA, MonoQ et S300) et toutes

les approches en spectrométrie de masse ont échoué à l’identifier (figure 57). 

Afin de le caractériser, nous avons d'abord cherché à le purifier. Après immunisation d'un

lapin avec ce complexe HPM, des anticorps polyclonaux ont été obtenus, et la fraction IgG a

été couplée à un gel de Sepharose afin de préparer une colonne d'immunoaffinité. La

séparation du WEA sur cette colonne nous a permis de purifier un complexe protéique

contenant plusieurs protéines dont une majoritaire de 50 kDa .

D'autres protéines, notamment vers 200 kDa, 100 kDa et 35 kDa, semblent avoir été

purifiées mais en quantité minoritaire. Ces résultats suggèrent que ce complexe est sans doute

constitué d'un agglomérat de protéines qui, au cours des étapes de purification, s'est

désagrégé. Il est aussi possible que cette protéine soit reliée à la membrane bactérienne et que

des fragments membranaires aient pu être entraînés lors de son extraction. Lors de la

purification par immunoaffinité, l'élution de la protéine nécessite une étape en milieu acide

(pH 2,2) qui a pu permettre l'extraction de ces fragments.

Tableau 6 : récapitulatif de la libération des médiateurs proinflammatoires in vivo et in vitro et de la
quantification des cryptes anormales chez les rats traités avec les différentes protéines de paroi de S.
infantarius.
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Les IgG utilisées pour la colonne d'immunoaffinité ont été obtenues après immunisation

d'un lapin avec le complexe HPM du WEA. Nous avons donc vérifié que ces IgG

reconnaissaient la même bande dans la fraction S300. La fraction S300 et le complexe HPM

ont été séparés par SDS-PAGE 7,5% en conditions dénaturantes puis transférés sur une

membrane PVDF. L'incubation séquentielle de la membrane avec les anticorps polyclonaux

anti-complexe HPM puis les anticorps secondaires anti-IgG de lapin couplés à la HRP et enfin

le substrat de la HRP a permis de mettre en évidence la présence du complexe HPM dans la

fraction S300 (figure 58).
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Cette figure montre que toutes les protéines purifiées par immunoaffinité ainsi que celle

localisée dans le prégel de la fraction S300 sont reconnues par les mêmes anticorps. Elle

confirme la présence d’un complexe HPM dans la fraction S300.

Figure 57 : Purification du complexe HPM par immunoaffinité

Figure 58 : Révélation de la fraction S300 et du complexe HPM par les IgG anti-HPM

KDa
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6.2. Propriétés proinflammatoires et procancérogènes

6.2.1. Propriétés proinflammatoires in vitro
Les cellules Caco-2 ont été incubées en présence de 50 µg/mL du complexe HPM pendant

20h à 37°C. La libération d'IL-8 et de PGE2 a ensuite été mesurée par ELISA dans les

surnageants de culture (figure 59).
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Les résultats sont exprimés en activité spécifique. Les résultats montrent que le complexe

HPM induit une libération d'IL-8 par les cellules Caco-2 avec une activité de 163 ± 19 ng/mg

et de PGE2 avec une activité de 21,3 ± 3,9 ng/mg. Ces activités spécifiques sont environ 1,5 et

1,7 fois plus importantes que celles de la fraction S300.

6.2.2. Activité pro-cancérogène in vivo
Les rats ont été prétraités à l'azoxyméthane puis, ont reçu par gavage intra-gastrique 11

administrations du WEA (100µg), de la fraction S300 (6 µg) et du complexe HPM (6 µg). Le

nombre de cryptes anormales, comptées sur 5 cm de côlon distal de chaque rat, est représenté

par la figure 60.
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Figure 60 : quantification des cryptes anormales au niveau de la muqueuse du côlon distal
de rats pré-traités à l’AOM puis avec les fractions WEA (100 µg), la fraction S300 (6 µg) ou le 
complexe HPM (6 µg).

Figure 59: Libération d’IL-8 (a) et de PGE2 (b) par les cellules Caco-2 activées avec les fractions WEA, S300 et
avec les complexe HPM. Toutes les fractions protéiques sont utilisées à 50 µg/mL.
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Les résultats montrent que tous les rats qui ont reçu de l'AOM ont développé des cryptes

anormales quel que soit le traitement. L’administration de 6µg de complexe HPM entraîne

une augmentation du nombre de cryptes anormales de 2,3 fois par rapport aux rats contrôles

alors que cette augmentation était respectivement de 1,5 et 2,1 fois suite à l’adminstration des 

fractions WEA et S300.

6.3. Identification du complexe HPM

Les protéines du complexe HPM a été purifiée par séparation de la fraction WEA sur

colonne d'immunoaffinité couplée aux anticorps polyclonaux anti-HPM. Ces protéines sont

séparées sur gel en 2-dimensions avec un éventail de pH choisi de 3 à 10 (figure 61). Les

différents spots colorés au bleu (80 spots isolés) sont analysés par nanoLC-MS/MS et par

séquençage de novo et les protéines identifiées sont réunies dans le tableau 7.
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Figure 61 : Séparation bidimentionnelle des protéines du complexe HPM
purifié par chromatographie d’immunoaffinité selon un éventail de pH 3-
10.
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numéro spot Accession Identification Organisme MW

5 gi|4958915 histidine containing protein (phosphocarrier protein) Streptococcus bovis 8932

6 gi|19747714 putative ribosome recycling factor Streptococcus pyogenes 20518

8 gi|17988895 Glycine betaine/L-proline-binding protein prox Brucella melitensis 16M 31810

9 gi|34808827 FimB Streptococcus gallolyticus 34547

14 gi|23348647 amino acid-binding protein, putative Brucella suis 1330 39376

15 gi|15900413 phosphoglycerate kinase Streptococcus pneumoniae TIGR4 41883

37 gi|15900780 pyruvate kinase Streptococcus pneumoniae TIGR4 54720

48 gi|417185 Leukocyte elastase inhibitor Sus scrofa 42486

49 pas d'identification

50 gi|12619268 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Streptococcus pneumoniae 32896

52 pas d'identification

53 gi|55821590 ATP-dependent proteinase ATP-binding subunit Streptococcus thermophilus LMG 18311 77136

55 gi|15900087 lipoprotein Streptococcus pneumoniae TIGR4 31158

57 gi|17983192
general L-amino acid-binding periplasmic protein
AAPJ precursor / Amino acid ABC transporter,
periplasmic amino acid-binding protein

Brucella melitensis 16M 37086

58 gi|2804692 dTDP-L-rhamnose synthase Streptococcus pneumoniae 32313

65 gi|1813346 dTDP-4-keto-L-rhamnose reductase Streptococcus mutans 22350

66 pas d'identification

68 gi|24376916 peroxide resistance protein Dpr Streptococcus mutans UA159 19577

gi|28895592 putative peroxide resistance protein Streptococcus pyogenes SSI-1 19351

69 gi|24376916 peroxide resistance protein Dpr Streptococcus mutans UA159 19577

gi|28895592 putative peroxide resistance protein Streptococcus pyogenes SSI-1 19351

70 gi|4958915 histidine containing protein Streptococcus bovis 8932

71 gi|4958915 histidine containing protein Streptococcus bovis 8932

gi|27528470 superoxide dismutase Streptococcus infantarius subsp.
infantarius 15786

73 gi|39653805 GroEL Streptococcus bovis 24040

74 gi|55820218 heat shock protein, chaperonin Streptococcus thermophilus LMG 18311 64738

75 gi|13623082 putative elongation factor TS Streptococcus pyogenes M1 GAS 37204

77 gi|34102992 probable ABC transporter, periplasmic binding
protein Chromobacterium violaceum ATCC 12472 39134

78 gi|50590038 COG5295: Autotransporter adhesin Streptococcus suis 89/1591 50944

7. RECHERCHE DES PRRs

Le complexe HPM présente des activités proinflammatoires in vitro encore plus

importantes que la fraction S300. La libération des médiateurs tels que l’IL-8 et les PGE2

pourrait être médiée par des mécanismes impliquant en amont des interactions de PAMPs de

S. infantarius avec des récepteurs PRRs à la surface des cellules Caco-2. Le but de ce travail a

consisté à mettre en évidence ce ou ces PRRs qui pourraient interagir avec le complexe HPM.

Pour cela deux approches ont été développées: l’utilisation du complexe biotinylé et une

expérience de « ligand affinity blotting ».

Tableau 7 : Identification des protéines présentes dans complexe HPM par nano LC-MS/MS et séquençage de novo.



144

7.1. Biotinylation du complexe HPM
Après purification du complexe HPM sur immunoadsorbant, il est biotinylé sur ces

groupements carboxyles et amines avec une solution de biotine. Sa biotinylation est vérifiée

par Wester Blot, la biotine étant révélée par de l’avidine-HRP. Le Western Blot du complexe

HPM biotinylé montre l’existence de deux bandes dont un PAMP majeur de masse 

moléculaire 50 kDa et l’autre d’environs 100 kDa (figure 62). Ces bandes sont également

reconnues par les anticorps anti-HPM, ce qui confirme la biotinylation efficace du complexe.

7.2. Détermination de deux bandes protéiques par "Ligand Affinity Blotting"

Les extraits membranaires des cellules Caco-2 ou THP-1 séparés par SDS-PAGE 10%

dans des conditions dénaturantes puis transférés sur une membrane de PVDF qui est incubée

avec le complexe HPM biotinylé. Les protéines biotinylées sont révélées avec de l’avidine 

couplée à la HRP. Le Western Blot montre que le complexe HPM se fixe à deux protéines

présentes dans les extraits membranaires de THP1 qui migrent à 70 et 30 kDa (figure 63).

 Figure 62:  Western Blot du complexe  HPM biotinylé détecté par l’avidine-HRP

KDa

100

50

Figure 63 : Mise en évidence par « ligand affinity blotting » des protéines membranaires des cellules THP-1
interagissant avec les protéines du complexe HPM. Extrait membranaire de cellules THP-1 séparé par SDS-PAGE et
coloré au bleu de Coomassie (a), membrane incubée avec le complexe HPM biotinylé (b), membrane incubée avec le
complexe HPM non marqué reconnu par les IgG anti-HPM (c), contrôle négatif sans complexe HPM biotinylé (d) ou sans
IgG anti-HPM (e).

a b c d e

70

30

kDa



145

Pour confirmer ces résultats, les mêmes extraits membranaires transférés sur nitrocellulose

après SDS-PAGE, sont séquentiellement incubés avec le complexe HPM non-biotinylé

(0,1mg/mL), des IgG de lapin anti-HPM (dilués au 1/100 dans PBS 5 mM pH 7,2), des

anticorps anti-IgG de lapin couplés à la peroxydase et son substrat chimioluminescent. Les

résultats obtenus confirment la présence des deux bandes de 30 kDa et de 70 kDa dans les

extraits membranaires des THP-1.

Nous n’avons pas réussi à détecter de signal dans le cas des protéines membranaires des 

cellules Caco-2 en utilisant le complexe HPM biotinylé ou non.
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Les voies de recherche actuelles mises en œuvre pour mieux comprendre le rôle de la flore 

commensale dans l’initiation ou la progression du CCR sont principalement:

le développement de modèles murins qui reproduisent le plus fidèlement possible la

multiplicité des facteurs génétiques impliqués dans le CCR sporadique chez l’homme

l’étude des modèles animaux existants pour identifier les composants de cette flore 

commensale qui favorise l’inflammation intestinale et le CCR

l’exploration des mécanismes par lesquels ces bactéries ou leurs produits pourraient 

induire ou altérer l’expression de la COX-2

l’exploration des mécanismes par lesquels ces bactéries ou leurs produits agiraient comme 

mutagènes

et enfin l’étude de l’influence du terrain génétique sur la composition de la flore 

commensale.

La thématique de laboratoire, qui s’attache à étudier les mécanismes d’implication de S.

infantarius dans la promotion du cancer colorectal, s’inscrit parfaitement dans ces voies de

recherche. L’objectif de ce travail a été de caractériser les PAMPs protéiques de la paroi de S.

infantarius impliqués dans ses effets proinflammatoires et procancérogènes sur l’épithélium 

colique.

Nous avons, dans un premier temps, identifié par spectrométire de masse les protéines

constituant une fraction semi-purifiée, que nous avons appélée fraction S300, et celles

appartenant à un complexe HPM de très haut poids moléculaire. Cette fraction S300 ainsi que

ce complexe HPM présentent un pouvoir proinflammatoire et une activité procancérogène qui

ont été démontrés par une approche in vitro, en utilisant comme modèle les cellules

épithéliales coliques humaines Caco-2, et une approche in vivo avec un modèle animal de

cancérogenèse colique chimio-induite chez le rat.

La fraction S300 a été isolée à partir du WEA, constitué de l’ensemble des antigènes de la 

paroi de S. infantarius, par deux chromatographies successives, d’abord sur colonne 

échangeuse d'anions de type MonoQ puis sur colonne d'exclusion de type Sephacryl.

La production chez le lapin d'anticorps polyclonaux dirigés contre le complexe HPM nous

a permis de réaliser une colonne d'immunoaffinité qui a abouti à la purification d'un complexe

à partir du WEA contenant des protéinesmajoritaires d’environ 50 et 100 kDa. Les masses de 

ses protéines laissent à penser que le complexe HPM est un agrégat de protéines qui semble

être dissocié en conditions acides.
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Nous avons ensuite cherché à déterminer quelles protéines parmi celles qui avaient été

identifiées dans la fraction S300 étaient particulièrement responsables de ses effets

proinflammatoires et/ou procancérogènes.

Enfin nous avons débuté la caractérisation des récepteurs cellulaires ou PRRs associés au

complexe HPM qui pourraient être impliqués dans les voies de signalisation activées lors de

la libération des médiateurs inflammatoires et/ou de la cancérogenèse colorectale.

Activité pro-inflammatoire des protéines de Streptococcus infantarius

Des études antérieures menées au laboratoire avaient montré que la fraction WEA était

pro-inflammatoire et pro-cancérogène (Ellmerich et al., 2000b). En poursuivant ces travaux

de Ellmerich, nous avons démontré que les protéines de la fraction S300, purifiée à partir du

WEA, sont capables d'interagir avec les cellules Caco-2 pour induire la libération d’IL-8, qui

favorise le recrutement de leucocytes et pourrait contribuer à la mise en place d'une

inflammation chronique. L'activation des leucocytes peut conduire à la libération de multiples

médiateurs inflammatoires (ROS et RNS, cytokines, prostaglandines) qui pourraient interagir

directement ou indirectement avec la prolifération cellulaire et l'apoptose. De la même façon,

Sharma et al. ont montré qu'une infection à H. pylori-cag+ induisait une forte libération d'IL-8

corrélée à la sévérité de la réponse inflammatoire chez les patients (Sharma et al., 1998).

Cette bactérie est également associée à un plus grand risque de gastrite atrophique et de

carcinome gastrique.

Nous avons ensuite montré que cette fraction S300 induit une libération de PGE2 de plus

de 4 fois plus importante que celle obtenue avec les cellules Caco-2 incubées avec la fraction

WEA. Il a été montré, dans une autre étude, que cette libération de PGE2 est corrélée à une

surexpression de COX-2. La surexpression de la COX-2 dans le cancer du côlon ainsi que la

réduction de l'incidence de ce cancer chez les individus traités aux AINS suggèrent que les

prostaglandines, ainsi que la diminution du stock d'acide arachidonique intracellulaire, sont

des acteurs contribuant à la cancérogenèse. En effet, l'activation de la COX-2 peut stimuler la

prolifération cellulaire, l'angiogenèse et inhiber l'apoptose dont les effets peuvent être

favorables à l'initiation et au développement d'un cancer.

Nous avons montré que cette fraction S300 induit la libération de CINC/GRO dans les

muqueuses de rat. Ces chimiokine sont des homologues de l’'IL-8 chez le rat et agissent de la

même manière in vivo en stimulant les mêmes récepteurs que cette interleukine. La libération

d'IL-8 ou de CINC/GRO in vivo est associée à un recrutement de neutrophiles ainsi qu'à un

taux de mutations important dans l'ADN (Haqqani et al., 2000). Lors de cette expérience
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animale, nous avons observé une libération de PGE2 dans les muqueuses qui confirmait

l'activité pro-inflammatoire de la fraction S300.

D’autre part, la mesure de l’activité pro-inflammatoire in vitro du complexe HPM a

montré que ce dernier induit une forte libération d'IL-8 et de PGE2 avec des activités

spécifiques respectives de 1,5 fois et 1,7 fois celles de la fraction S300.

Activité pro-cancérogène des protéines de Streptococcus infantarius

Notre modèle chez le rat consiste à induire chimiquement à l'azoxyméthane des lésions

précancéreuses au niveau du côlon de rats puis de tester l'effet des différentes fractions

purifiées sur cet état précancéreux. L'azoxyméthane, transformé en méthylazométhanol,

provoque des méthylations dans l'ADN entraînant des erreurs de lecture ainsi que des

mutations dans les gènes importants dans la cancérogenèse comme apc (Maltzman et al.,

1997), Ki-ras ou p53 (Erdman et al., 1997). Suite au traitement des rats par l’AOM, les 

cryptes de la muqueuse développent un caractère anormal en acquérant des propriétés

hyperprolifératives. Ces cryptes peuvent ensuite évoluer vers des adénomes ou polypes qui

eux-même peuvent se développer en carcinome. Les changements morphologiques chez le rat

sont biologiquement et histologiquement très proches de ceux observés chez l'homme, à

l’exception de la formation de métastases qui sont inexistantes chez le rat. 

L’administration de la fraction S300 ou du complexe HPM aux rats provoque, dans la

muqueuse colique, un effet promoteur sur les lésions pré-cancéreuses induites par l’injection 

d’AOM. Nos résultats sont similaires à ceux montré par Newman et al., qui ont observé

qu'une infection à C. rodentium chez la souris induit une hyperprolifération de la muqueuse

colique caractérisée par la formation de cryptes anormales (Newman et al., 2001).

L'utilisation de seulement 6 µg/gavage/rat de fraction S300 indique un effet pro-

cancérogène nettement supérieur par rapport à celui de la fraction WEA qui a été utilisée à

100 µg/gavage/rat. Le complexe HPM présente lui-même un pouvoir promoteur un peu

important encore que la fraction S300, puique, administré en même quantité, il provoque la

formation d’un plus grand nombre de lésions précancéreuses dans la muqueuse coliques des 

rats.

Les résultats de ces expériences in vivo et in vitro confirment le lien qui existe entre

l'inflammation et la cancérogenèse colorectale. En effet, ces données corroborent l'hypothèse

que des bactéries contribuent au développement tumoral, particulièrement dans les cas

d'infection et inflammation chroniques où des constituants bactériens peuvent induire la

libération de médiateurs qui peuvent entraîner la formation de mutations dans le génôme de
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l’hôte et peuvent influencer les cellules en interférant avec les systèmes de régulation de la

prolifération cellulaire. Notre sytème pourrait constituer un modèle de CRC sporadique

associé aux bactéries et à l'inflammation et fournir des outils pour la compréhension des

mécanismes moléculaires impliqués dans ces processus.

Une expérience animale similaire a été réalisée chez des souris à qui des bactéries H.

pylori avaient été adminstrées tous les mois pendant 12 mois. Les auteurs montraient qu’une 

gastrite se déclarait au bout de 6 mois mais qu’il fallait attendre 12 mois pour voir apparaître

une hyperprolifération dans la muqueuse gastrique (Touati et al., 2003). Dans notre modèle,

les administrations de S. infantarius ou de ses PAMPs sont réalisées toutes les semaines sur

périodes de 5 semaines seulement. Dans nos conditions, nous avons montré que la bactérie

était capable d’aggraver l’état précancéreux chimio-induit mais n'induisait pas la formation de

cryptes anormales au niveau de la muqueuse colique. Cependant, une administration plus

longue devrait confirmer ou non le fait que S. infantarius ne soit pas seulement un promoteur

mais pourrait également être un initiateur de cancer.

Caractérisation des protéines de la fraction S300

Limités par les quantités de fraction S300 obtenues après deux chromatographies

successives, nous avons poursuivi notre étude pour la caractérisation des protéines de cette

fraction par spectrométrie de masse. Une première caractérisation des protéines de la fraction

S300 après séparation sur gel 1-D, nous a permis de caractériser 6 bandes protéiques (sur les 9

apparentes) et de les associer à 5 protéines différentes. La séparation sur gel 2-D nous a

permis de révéler un nombre plus important de spots mais qui ont été associées à seulement

11 protéines différentes. En effet, la migration bidimensionnelle des protéines permet de

séparer plusieurs isoformes d’une même protéine comportant des modifications post-

traductionnelles différentes.

Nous avons choisi de concentrer nos efforts sur trois protéines identifiées dans cette

fraction S300: la Dipeptidase A, l’Aminopeptidase C et la Glucose-6-phosphate isomérase

(PGI). Au vu des données relevées dans la littérature, ces protéines nous paraissaient les plus

intéressantes pour remplir un rôle possible dans l’infection, la virulence ou la pathogenèse liée 

à S. infantarius.

Les autres protéines contenues dans la fraction S300 sont impliquées dans la protection

contre les radicaux libres (superoxyde dismutase), dans la synthèse d'acides aminés (NADPH

spécifique glutamate déshydrogénase) ou encore dans le métabolisme énergétique (lactate

déshydrogénase, aldolase de classe II, énolase). La protéine chaperonne, GroEL, qui, par son
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caractère ubiquitaire chez les organismes vivants, ne semble pas être un candidat intéressant

pour une fonction propre à S. infantarius dans la pathogenèse colique. Les autres protéines ne

semblent pas intervenir dans l'inflammation, ni dans la cancérogenèse. Cependant, on ne peut

pas exclure qu'elles n'aient pas d'autres fonctions, encore inconnues, qui pourraient les

favoriser. En effet, des données récentes ont permis de mettre en évidence de nombreuses

fonctions pour des protéines du métabolisme énergétique. Par exemple, la glycéraldéhyde-3-

phosphate a été identifiée comme une protéine liant le plasminogène ou encore liant la

transferrine (Modun et Williams, 1999). La superoxyde dimutase a été identifiée comme étant

un facteur de virulence localisé dans le périplasme de Salmonella enterica serovar typhi et de

Listeria monocytogenes (Fang et al., 1999; Hess et al., 1997)

- Dipeptidase A :
IL existe quelques données bibliographiques concernant une association probable entre les

protéines identifiées et leur implication dans l’infection ou l’inflammation. Bien que le rôle 

des dipeptidases reste encore obscur, il semblerait qu’elles puissent participer au complexe 

protéolytique présent à la surface de la bactérie et intervenant dans la dégradation des

protéines de l’hôte agressé et qu’elles puissent être impliquées dans la virulence bactérienne 

(Rasmussen et Bjorck, 2002). Ji et al. ont montré qu’une protéase de surface, la C5a 

peptidase, jouait un rôle dans la virulence dans un modèle murin (Ji et al., 1996). Goldstein et

al ont caractérisé deux protéases chez S. gordonii, bactérie qui est impliqué dans le

développement de l’endocardite (Goldstein et al., 2001). L’une d’elles, l’arginine 

aminopeptidase RAP extracellulaire présente une forte homologie de séquence avec des

dipeptidases de bactéries à gram +, notamment avec l’une de S. pyogenes qui semblerait être

exportée à la surface de la bactérie. Ces deux peptidases pourraient jouer un rôle dans la

protéolyse du tissu hôte observé habituellement lors des endocardites (Goldstein et al., 2002).

Des études récentes ont montré que la Dipeptidyl peptidase IV était impliqué dans la

cancérogenèse en catabolisant les peptides biologiquement actifs qui sont important dans la

régulation de l’environnement de la tumeur (Busek et al., 2004).

- Glucose-6-phosphate isomérase ou phosphoglucose isomérase (PGI):

Cette protéine catalyse l'isomérisation du glucose-6-phosphate en fructose-6-phosphate.

Mais excrétée hors de la cellule mammifère, la PGI sous forme monomérique fonctionne

comme une neuroleukine, un facteur de motilité tumoral (AMF) et un facteur de maturation et

de différenciation (MF). Ainsi toutes ces protéines sont capables d'augmenter la survie des
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neurones spinaux et sensitifs, d'induire la différentiation des cellules myéloïdes leucémiques

humaines (Xu et al., 1996) et de provoquer la migration des cellules cancéreuses (Watanabe

et al., 1996). En effet, il a été également montré que la PGI bactérienne pouvait stimuler la

motilité des cellules tumorales CT-26 du côlon de souris (Chou et al., 2000; Sun et al., 1999).

Ces résultats sont controversés puisque une étude a montré que la PGI issue de bactéries ou de

levures ne stimulait pas la motilité des fibroblastes NIH-3T3 (Amraei et Nabi, 2002)

Cette PGI est, de plus, détectée en forte concentration chez les patients atteints de cancers

du sein, des reins et gastro-intestinaux (Baumann et al., 1990). Il s'est également avéré qu'elle

favorisait la formation de métastases en induisant l'expression d'intégrines 1 (Torimura et al.,

2001). Sa fonction "isomérase" semble liée à un motif C-X-X-C que l'on retrouve également

dans la cytokine MIF, qui a une action inhibitrice de p53. En effet, en mutant ce motif, on

empêche son activité enzymatique mais pas son activité cytokine, ni sa liaison au récepteur de

l'AMF.

Même si cette protéine ne semble pas agir dans l'initiation des cancers, elle pourrait quand

même jouer un rôle important dans le développement d'un cancer associé à S. infantarius et

dans l'invasion métastatique.

La PGI de Vibrio vulnificus, une bactérie marine qui causent des septicémies chez les

sujets immunodéprimés, peut être excrétée dans le milieu de culture ou associée à la surface

de la membrane. Curieusement, cette enzyme possède une activité aminopeptidase lorsqu’elle 

est présente sous forme hétérodimèrique et une activité isomérase sous forme monomérique

(Richards et al., 2004).

- L’Aminopeptidase C : 

Les aminopeptidases sont des exopeptidases qui clivent les peptides à partir de leur

extrémités amino-terminales. Ces enzymes sont impliquées dans des réactions biologiques

diverses telles que la digestion, la maturation et la dégradation des protéines et également la

régulation des taux d’hormones et le contrôle du cycle cellulaire. Les aminopeptidases sont 

reconnus comme des acteurs importants dans certaines pathologies comme l’inflammation, le 

cancer, les fibroses, le diabète et les infections bactériennes. (Holz et al., 2003; Taylor, 1993a;

Taylor, 1993b).Mais le mécanismes d’action de ces aminopeptidases reste encore inconnu.

Ces données confirment que les protéines de la fraction S300 pourraient être associées à la

liste des PAMPs pour "pathogens-associated molecular patterns" qui, après s'être liés à leur

récepteur PRR pour "pattern recognition receptor" sur les cellules hôtes pourraient interagir
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avec diverses voies de signalisation pour induire une réponse inflammatoire, une prolifération

cellulaire puis la transformation des cellules.

Nous avons montré que la Dipeptidase, l’Aminopeptidase et la PGI sont capables de 

stimuler une très forte libération des médiateurs de l’inflammation, IL-8 et PGE2, par les

cellules Caco-2. Mais cette activité pro-inflammatoire in vitro n’est pas toujours corrélée avec 

l’effet in vivo. En effet, seule l’Aminopeptidase semble induire une fortelibération, encore

plus importante que celle provoquée par la fraction S300, des deux médiateurs inflammatoires

dans la muqueuse colique des rats de notre modèle de CCR induit par l’AOM. La Dipeptidase 

ne semble provoquer un effet important que sur la production de prostaglandine et produit le

même effet que le WEA sur la libération de CINC/GRO. Mais seule l’Aminopeptidase 

présente une activité procancérogène plus importante que la fraction S300 dans notre modèle

animal. Les deux autres protéines n’ont pas ou très peu de pouvoir cancérogène puisqu’elles 

n’induit pas plus de cryptes anormales que la fraction WEA voire que l’AOM seul.

Ainsi l’Aminopeptidase est la seule protéine parmi les 3 isolées de la fraction S300 a 

induire une forte réponse inflammatoire in vitro et in vivo ainsi qu’une aggravation marquée 

des lésions préinduite par l’AOM dans la muqueuse colique de rats, corrélée à une stimulation 

de la prolifération ces cellules Caco-2 observée in vitro.

La taille du focus de cryptes anormales est un critère important dans l’évolution tumorale 

et l’observation de ce critère renforce la conclusion du puissant pouvoir promoteur de 

l’Aminopeptidase sur le développement des lésions précancéreuses colique. En effet, elle 

induit la formation d’un très grand nombre de focus à plus de 6 cryptes, bien plus important

que les autres protéines.

Caractérisation du complexe HPM

La séparation de la fraction WEA sur une colonne d'immunoaffinité nous a permis de

purifier le complexe HPM dont les protéines ont pu être identifiées par l’analyse du gel 

bidimensionnel en spectrométrie de masse.

Les protéines identifiées ont des fonctions dans divers processus cellulaires tels :

- le métabolisme énergétique ( glycéraldéhyde 3 phosphate déshydrogénase,

phosphoglycérate kinase, pyruvate kinase)

- Protéines de stress (GroEL, chaperonine, superoxide dismutase, Dpr, sous-unité de

liaison à l’ATP de la protéinase dépendante de l’ATP)
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- Synthèse de la paroi (dTDP-L-rhamnose synthase, dTDP-4-keto-L-rhamnose

reductase)

- Traduction (facteurd’élongation Ts)

- Les protéines de transport ou de liaison (transporteur ABC, protéine phosphocarrier

Hpr, lipoprotéine, adhésine autotransporteur, FimB, glycine betaine/L-proline-binding

protein prox)

- Autre catégorie (inhibiteur de l’élastase leucocytaire)

Les Hpr protéines, contenant des histidines, sont des composants du sytème PTS, système

de phosphotransferase du sucre dépendant du phosphoénol-pyruvate, qui est un système

majeur de transport actif des sucres.

FimB est un membre des la famille des adhésines LraI et est impliqué dans l’adhérence 

des souches S. gallolyticus, causant des endocardites, au fibrinogène de la matrice

extracellulaire. Cette lipoprotéine FimB est trouvée dans l’espace périplasmique des bactéries 

Gram +. Cette adhésine peut intervenir dans la virulence et l’invasion bactérienne.

Les transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette transporter) sont des portéines présentes

également dans l’espace périplasmique et peuvent être des sytèmes de transport des sucres ou 

des peptides vers le cytoplasme de la bactérie. Ces sytèmes sont constitué d’une sous-unité

lipoprotéique ancrée dans la membrane jouant le rôle de canal qui permet le transport actif du

substrat et une sous-unité ATPasique qui fournit l’énergie nécessaire au transport. Il a été 

montré que le transporteur ABC de S. pneumoniae pouvait jouer un rôle dans la virulence de

la bactérie (Johnston et al., 2004; Whalan et al., 2006).
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