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Avant-propos

Le microbiote intestinal est 'ensemble des micro-organismes présents dans le tractus
gastro-intestinal. Grace a la relation symbiotique entre ’'homme et son microbiote, il
est aujourd’hui considéré comme un organe a part entiere. Le microbiote intestinal est
indispensable pour son héte car il possede de nombreuses fonctions physiologiques
importantes comme le maintien de l'intégrité de la barriére intestinale, la production
d’énergie et de vitamines, la digestion des aliments, la protection contre les
pathogenes et son réle dans 'immunité. Cependant, lorsque I'équilibre du microbiote
est perturbé, il peut étre impliqué dans de nombreuses pathologies humaines comme
les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, ou des maladies métaboliques.

Dans le domaine de la cancérologie, il a été montré que le microbiote peut jouer un
réle dans la cancérogenése mais qu’il peut aussi moduler I'efficacité et la toxicité des
traitements anti-cancers. Ces dernieres années de nombreux progres ont été réalisés
en immunothérapie. Cependant les chimiothérapies restent le traitement de référence
dans de nombreux cancers comme dans le cancer du poumon, en dépit des nombreux
effets secondaires. C’est pour cela, qu’il est important aujourd’hui d’augmenter nos
connaissances au sujet de la relation microbiote-chimiothérapie afin de progresser
vers une médecine personnalisée, qui prendra en compte les caractéristiques de la
tumeur et du patient, comme le microbiote. Cette thése a pour but d’étudier I'impact
d’'une chimiothérapie sur le microbiote intestinal dans un modéle de souris
xénogreffées (Patient Derived Tumor Xenograft Models ou PDX) de cancer du

poumon.

Lors de ma recherche d'un projet de thése, I'aspect innovant et prometteur du sujet
proposé par Biofortis Mérieux NutriSciences a tout de suite retenu mon attention.
D’une part, il répondait & mon souhait de travailler en cancérologie, un domaine qui
me tient a cceur, et d’autre part, en 2015, la recherche sur la relation microbiote et
cancer était en pleine effervescence. Mener ma theése durant trois ans sur un sujet en
plein essor et sur une thématique grandissante était un challenge que je voulais

relever.

Cette thése était aussi en adéquation avec mon projet professionnel car elle faisait

suite & mon Master de « Génétique Moléculaire et Cellulaire », et me permettait donc
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de compléter ma formation en apprenant la technique de métaséquancage et me

permettait d’aborder I'analyse bioinformatique et biostatistique des données.

La thése CIFRE (Convention Industrielle de la Formation par la Recherche), était pour
moi la forme de these idéale car elle me permettait a la fois de découvrir le
fonctionnement de deux mondes professionnels différents : la recherche académique
et la recherche en entreprise. Je voyais cette collaboration entre ces deux différents

laboratoires comme une source d’apprentissage, et une expérience enrichissante.

Un autre atout de cette thése est son incorporation dans un projet national collaboratif
appelé IMODI (Innovative MODels Initiative against cancer). Ce projet regroupe de
nombreux partenaires, privés et publics, répartis sur le territoire national. IMODI m’a
ainsi donné [lopportunité de rencontrer et de travailler avec de nombreux
collaborateurs, d’apprendre la chefferie de projets en entreprise et surtout de pouvoir
travailler sur un sujet translationnel, a la fois préclinique et clinique. Le projet IMODI a
pour but de développer de nouveaux modeles précliniques afin de pouvoir trouver des
traitements innovants et d’avancer dans la médecine personnalisée. Basés sur le
transfert d’'une tumeur primaire d’'un patient sur des souris immuno-déprimées, les
modeles de souris PDX sont de puissants modeéles animaux, utilisés pour la recherche

en oncologie.

Innovant, Translationnel et Interactionnel sont les maitres mots qui ont motivé ma

décision de prendre part a cette these CIFRE.

Ce mémoire comporte en premier lieu une synthése bibliographique, divisée en trois
parties, permettant de situer le contexte de cette these. La premiere partie fait un état
de I'art du cancer du poumon, des thérapies employées pour le traiter, et notamment
le pemetrexed qui est le traitement chimiothérapeutique étudié au cours de ce travail.
La deuxieme partie porte sur la description du microbiote intestinal humain. Nous
décrirons les différentes méthodes d’études, puis nous présenterons son
établissement, sa composition, ses principaux roles et fonctions. La troisieme partie
s’intéresse a la relation microbiote et cancer, a savoir le potentiel réle du microbiote
dans la carcinogenése et les connaissances actuelles sur la relation microbiote et

traitements chimiothérapeutiques. Puis, nous terminerons cette partie sur la
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description de la relation entre le microbiote et le cancer du poumon. Ensuite, nous
décrirons les résultats expérimentaux obtenus au cours de cette these, a travers deux
articles et des résultats complémentaires associés. Enfin, ce mémoire se terminera

par une discussion générale, ouverte sur des perspectives a court et plus long terme.
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|. Cancer du poumon

1. Généralités

A I'échelle mondiale, en 2016, 17,2 millions de cas de cancer ont été recenseés et la
mortalité par cancer s’élevait a 8,9 millions de cas (Global Burden of Disease Cancer
Collaboration et al., 2018). Entre 2006 et 2016, les cas de cancer ont augmenté en
moyenne de 28% et cette augmentation est expliquée pour 19% par le vieillissement
de la population et pour 11% par la croissance de la population (Global Burden of
Disease Cancer Collaboration et al., 2018). En France métropolitaine, d’aprés I'Institut
National du Cancer (INCa), en 2017, I'incidence est de 399 500 nouveaux cas de
cancer (tous cancers confondus) dont 214 000 chez les hommes et 185 500 chez les
femmes (INCa, 2017). Concernant la mortalité par cancer, elle est estimée a 150 000
cas en 2017, dont 84 000 cas chez les hommes et 66 000 cas chez les femmes. Méme
si les taux d’incidence et de mortalité tendent a diminuer grace aux avancées
scientifiques, aux diagnostiques plus précoces et aux traitements plus efficaces, le

cancer reste une des maladies les plus répandue dans le monde (INCa, 2017).

Le cancer du poumon, aussi appelé cancer bronchique, est un véritable probleme de
santé publique mondiale, car c’est le cancer le plus fréquent en terme d’incidence (2
millions de cas) et de mortalité (1,7 millions de cas) dans le monde (Global Burden of
Disease Cancer Collaboration et al., 2018). D’apres le rapport de I'INCa, l'incidence
du cancer du poumon se situe au 4° rang des cancers en France, tous sexes
confondus, apres les cancers du sein, de la prostate et colorectal. Avec une incidence
estimée a 49 109 nouveaux cas dont 32 260 chez les hommes et 16 849 chez les
femmes, il se place donc au 2° rang des cancers chez ’'homme (apres le cancer de la
prostate) et au 3° rang chez la femme (apres le cancer du sein et du colon-rectum).
En 2017, le taux de mortalité par cancer du poumon est estimé a 30 991 déces dont
20 815 cas chez 'homme et 10 176 cas chez la femme, ce qui place ce cancer au 1¢"
rang des mortalités par cancer chez ’homme et au 2™ rang chez la femme, aprés le
cancer du sein (INCa, 2017).
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De facon étonnante, les taux d’incidence et de mortalité chez la femme sont en forte
progression (+5,4% d’incidence/an avec un taux moyen de mortalité de +4,6%/an
entre 2005 et 2012) tandis que chez les hommes l'incidence se stabilise (-0,3%) et la
mortalité tend a diminuer (-2,2%) (Figure 1) (INCa, 2017).
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Figure 1 : Evolution de l'incidence et de la mortalité du cancer du poumon selon le sexe de 1980
a 2012 en France Métropolitaine (INCa, 2017).

L’évolution plus tardive de l'incidence et de la mortalité du cancer pulmonaire chez la
femme est le reflet de 2 phénoménes, d’abord un début de consommation de tabac
plus tardif par rapport a 'homme, puis par une hausse de la consommation par la
population féminine. De plus, il semblerait que les femmes sont plus prédisposées car
elles présentent 3 fois plus de risque de développer un cancer du poumon que les

hommes, indépendamment du nombre de cigarettes par jour (Gasperino, 2011).

Le cancer du poumon est une maladie multifactorielle, car méme si le facteur de risque
prédominant est sans aucun doute le tabac, d’autres facteurs environnementaux

peuvent étre pathologiques pour le poumon.

a) Tabac

Le tabac est de loin le facteur de risque le plus important dans le développement du
cancer du poumon. Depuis les années 30, la cigarette a été identifiée comme facteur
responsable des cancers du poumon (Ridge et al., 2013). Aux Etats-Unis, on estime

gu’environ 90% des morts par cancer du poumon chez les hommes et 75-80% chez
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les femmes sont causées par la cigarette. Parmi la soixantaine de composants
cancérigenes dans la fumée de cigarette identifiés par le Centre International de
Recherche sur le Cancer (CIRC), les plus dangereux sont les hydrocarbures
aromatiques polycycliqgues, comme le benzo[a]pyrene, et les N-nitrosamines (Sun et
al., 2007; Thomas et al., 2011). Dans le but d’excréter les molécules carcinogénes de
'organisme, I'enzyme Cytochrome P450 va les rendre plus solubles en ajoutant un
atome d’oxygéne. Mais lors de cette réaction, des métabolites intermédiaires peuvent
se fixer a ’ADN et entrainer la mort cellulaire ou perturber la réparation de 'ADN. A
long terme, cela peut induire des mutations sur certains génes dont P53 et KRAS. Ces
mutations sont un évenement clé de l'instabilité génomique et de la carcinogenése

pulmonaire (Sun et al., 2007).

Le risque de développer un cancer du poumon pour une personne ayant fumé pendant
longtemps est estimé a 10-30 fois plus élevé comparé a un non-fumeur (Locher et al.,
2013; Pallis and Syrigos, 2013; Sun et al., 2007). Cependant ce cancer peut aussi
toucher des personnes non-fumeuses. Chez les non-fumeurs, le cancer du poumon
apparait dans approximativement 25% des cas d’aprés I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) (Pallis and Syrigos, 2013).

b) Tabagisme passif

Le tabagisme passif est aussi un facteur de risque important, en particulier pour les
personnes vivant avec un fumeur. Le CIRC estime que le risque de développer un
cancer bronchigue augmente de 35% pour les hommes et 25% pour les femmes qui
sont exposes au tabagisme passif (Pallis and Syrigos, 2013; Yang, 2011). Ainsi, une
étude rapporte que les métabolites du tabac sont retrouvés dans 90% des urines
d’enfants ayant des parents fumeurs (Thomas et al., 2011).

c) Facteurs environnementaux

Le radon est considéré comme le deuxieme facteur de risque pour le cancer du
poumon d’aprés I’Agence de Protection Environnementale. L’effet cancérigéne du
radon a été découvert chez des mineurs exposés a de fortes concentrations de radon
dans les mines d’'uranium (Samet and Hornung, 1990). Ce gaz radioactif, indolore et

incolore, émet des radiations a qui agissent directement sur ’ADN. Ce gaz naturel est
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présent spécifiguement dans les sous-sols granitiques et volcaniques. Il provient de la
transformation de 'uranium, constituant de la crolte terrestre (Lantz et al., 2013). La
principale exposition au radon est donc une exposition domestique, en particulier dans

les zones riches en granit, comme en Bretagne.

Une autre cause potentielle est I'exposition a la pollution de 'air des villes, riche en
nombreux composants d’hydrocarbures aromatiques polycycliques. En Europe, la
proportion des cancers du poumon due a la pollution de I'air urbain est estimée a 11%
(Molina, 2008).

Les expositions professionnelles représentent une grande part des facteurs de risque
du cancer du poumon. Le plus couramment rencontré est I'exposition a I'amiante
(Ridge et al., 2013). Méme si son utilisation est interdite en France depuis 1997 et en
Europe depuis 2005, les risques d’exposition persistent lors de travaux de
désamiantage, de démolition ou d’entretien de batiment anciens non conformes. Il
existe d’autres agents environnementaux associés au cancer du poumon comme : la

silice, le chrome, le nickel, I'arsenic, ou encore le béryllium (Ridge et al., 2013).

Comme mentionné précédemment, le genre peut également contribuer a favoriser le
cancer du poumon. Chez les non-fumeurs, la forte incidence chez les femmes permet
de mettre en avant le potentiel rle des cestrogénes (ER a et 3) dans la carcinogenése
du poumon (Pallis and Syrigos, 2013). Ainsi I'association cestrogéne et tabac sont
d’'importants co-facteurs de carcinogenese du poumon (Gasperino, 2011).

L’alimentation peut également avoir un réle, en particulier les vapeurs d’huile cuisinées
a haute température. Lors des cuissons, les substances volatiles générées peuvent
étre mutagenes ou peuvent contenir des mutagenes comme des hydrocarbures
aromatiques polycycliques. Cette cuisine, principalement utilisée en Chine, augmente
le risque de cancer du poumon chez les femmes n’ayant jamais fumé, entrainant donc
un biais concernant les chiffres d’incidences chez la femme (North and Christiani,
2013).

L’altération de la composition du microbiote pulmonaire peut également favoriser

I'apparition du cancer du poumon. Ce lien sera décrit par la suite dans le chapitre 3.
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1.3. Anatomie du poumon

Les poumons, situés dans la cage thoracique, sont divisés en plusieurs lobes. Le
poumon droit comprend 3 lobes alors que le poumon gauche n’en compte que 2. La
trachée se divise en 2 bronches qui pénetrent dans les poumons en se ramifiant et se
divisant de plus en plus jusqu’a donner des bronchioles (Figure 2). Les bronchioles se
terminent par des alvéoles pulmonaires, de petites cavités ou ont lieux les échanges
gazeux entre I'air et le sang. Les bronchioles différent des bronches par le fait qu’elles
ont une paroi musculaire incompléte, et ne contiennent ni cartilage ni glande. La
différence s’observe également au niveau de la composition cellulaire de I'épithélium.
Les bronches possédent des cellules ciliées, des cellules caliciformes et des cellules
neuro-endocrines, toutes différenciées a partir des cellules souches (cellules basales).
Dans I'épithélium des bronchioles, la composition est similaire mais au fur et a mesure
que le diamétre des bronchioles diminue, I'épithélium devient plus fin et les cellules a
mucus se raréfient alors que les cellules de Clara apparaissent. Au niveau des
alvéoles, I'épithélium a la particularité de posséder des cellules de Clara, des

pneumocytes de type | et Il (Figure 2) (Sun et al., 2007).
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Figure 2 : Schéma de I'anatomie du poumon (Sun et al., 2007).
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D’un point de vue histologique, le cancer du poumon est généralement divisé en deux
groupes :
- le cancer bronchique non a petites cellules (CBNPC)

- le cancer bronchique a petites cellules (CBPC)

Les cancers a petites cellules touchent principalement les cellules qui tapissent les
bronches. Ce type de cancer est dit agressif car le risque de développer des
meétastases est tres important. Les cancers non a petites cellules sont les plus
fréquents car ils représentent environ 85% des cancers du poumon (Molina, 2008; Sun
et al., 2007). Dans les CBNPC, on distingue trois types de tumeurs :
- Le carcinome épidermoide qui prend naissance dans les cellules
malpighiennes tapissant la trachée jusqu’aux poumons (40%).
- L’adénocarcinome bronchique qui se forme habituellement dans les
épithéliums glandulaires situés dans la partie externe du poumon (40%).

- Le carcinome a grandes cellules (20%).

En 2015, 'OMS a publié la nouvelle classification des tumeurs bronchiques (Figure 3)
en prenant en compte les nouvelles avancées génétiques, thérapeutiques et
diagnostiques (Travis et al., 2015). Le but de cette classification trés précise est de
mieux stratifier les patients pour apporter des soins plus adaptés et se rapprocher de
plus en plus d’'une médecine personnalisée.
La nouvelle classification inclut principalement ces changements :
- Classification applicable aux biopsies et aux échantillons
cytologiques
- Tests génétiques pour sélectionner le traitement
- Inclusion de marqueurs d’immunohistochimie plus précis pour la
classification des CBNPC
- Changement dans la classification des adénocarcinomes et des
carcinomes épidermoides

- Nouvelles informations génétiques sur les sous-types tumoraux
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TABLE 1. 2015 WHO Classification of Lung Tumors®t< TABLE 1. (Continued)

Histologic Type and Subtypes 1CDO Code Histologic Type and Subtypes ICDO Code
Epithelial tumors Papillomas
Adenocarcinoma 814073 Squamous cell papilloma 8052/0
Lepidic adenocarcinoma® 825073 Exophytic 8052/0
Acinar adenocarcinoma 8551/3/ Inverted 8053/0
Papillary adenocarcinoma 8260/3 Glandular papilloma 8260/0
Micropapillary adenocarcinoma® 8265/3 Mixed squamous and glandular papilloma 8560/0
Solid adenocarcinoma 823073 Adenomas
Invasive mucinous adenocarcinoma* 8253/3¢ Sclerosing pneumocytoma* 8832/0
Mixed invasive mucinous and Alveolar adenoma 8251/0
nonmucinous adenacarcinoma 825473 Papillary adenoma 8260/0
Colloid adenocarcinoma 848073 Mucinous cystadenoma 8470/0
Fetal adenocarcinoma 8333/3 Mucous gland adenoma 8480/0
Enteric adenocarcinoma® 8144/3 Mesenchymal tumors
Minimally invasive adenocarcinoma Pulmonary hamartoma 8992/0¢
Nonmucinous 8256/3 Chondroma 9220/0
Mucinous 8257/3 PEComatous tumors®
Preinvasive lesions Lymphangioleiomyomatosis 9174/1
Atypical adenomatous hyperplasia 8250/0¢ PEComa, benign* 8714/0
Adenocarcinoma in situ’ Clear cell tumor 8005/0
Nonmucinous 8250127 PEComa, malignant® 871473
Mucinous 8253/2 Congenital peribronchial myofibroblastic tumor 8827/1
Squamous cell carcinoma 8070/3 Diffuse pulmonary lymphangiomatosis
Keratinizing squamous cell carcinoma® 8071/3 Inflammatory myofibroblastic tumor 882571
Nonkeratinizing squamous cell carcinoma® 807213 Epithelioid hemangioendothelioma 91333
Basaloid squamous cell carcinoma® 8083/3 Pleuropulmanary blastoma 8973/3
Preinvasive lesion Synovial sarcoma 9040/3
Squamous cell carcinoma in situ X 8070/2 Pulmonary artery intimal sarcoma 913713
Neuroendocrine fumors Pulmonary myxoid sarcoma with EWSRI-CREBI translocation® 8842/37
Small cell carcinoma 8041/3 Myoepithelial tumors®
Combined small cell carcinoma 8045/3 Mpyoepithelioma 8982/0
Large cell neuroendocrine carcinoma 8013/3 Myoepithelial carcinoma 8982/3
Combined large cell neuroendocrine carcinoma 8013/3 Lymphohistiocytic tumors
Carcinoid tumors Extranodal marginal zone lymphomas of mucosa-associated ~ 9699/3
Typical carcinoid tumor 8240/3 Lymphoid tissue (MALT lymphoma)
Atypical carcinoid tumor 824973 Diffuse large cell lymphoma 9680/3
Preinvasive lesion Lymphomatoid granulomatosis 9766/1
Diffuse idiopathic pulmonary neuroendocrine 3040/0" Intravascular large B cell lymphoma* 971243
cell hyperplasia Pulmonary Langerhans cell histiocytosis 9751/1
Large cell carcinoma 801273 Erdheim—Chester disease 9750/1
Adenosquamous carcinoma 856073 Tumors of ectopic origin
Sarcomatoid carcinomas Germ cell tumors
Pleomorphic carcinoma 8022/3 Teratoma, mature 9080/0
Spindle cell carcinoma 8032/3 Teratoma, immature 9080/1
Giant cell carcinoma 8031/3 Intrapulmonary thymoma 8580/3
Carcinosarcoma 8980/3 Melanoma . 827003
Pulmonary blastoma 8972/3 Meningioma, NOS 9530/0
Other and Unclassified carcinomas Metastatic tumors
Lymphoepithelioma-like carcinoma 808273 “The morphology codes are from the [CDO.? Behavior is caded /0 for benign tumors,
NUT carcinoma® 8023/3¢ /1 for unspecified, borderline or uncertain behavior. /2 for carcinoma in situ and grade 101

intracpithelial neoplasia, and /3 for malignant tumors,

) = t N . . . .
Salivary gland-type tumors ¥The classification is modified from the previous WHO classification® taking into

Mucoepidermoid carcinoma 8430/3 account changes in our understanding of thesc lesions,
Adenoid cystic carcinoma 8200/3 “This table is reproduced from the 2015 WHO Classification by Travis et al.!
A - . E “These new cades were approved by the International Agency on Cancer Rescarch/
Epi lhehal—myo:pxlhelml carcinoma 8562/3 WHO Commitice for [CDO.
Pleomorphic adenoma 8940/0 “New terms changed or entitics added since 2004 WHO Classification.”
. LCNEC. large cell neuroendecrine carcinoma. WHO. Warld Health Organization;
(Continued) 1CDO International Classification of Diseases for Oncology.
1244 Copyright © 2015 by the International Association for the Study of Lung Cancer

Figure 3 : Classification des cancers du poumon (Travis et al., 2015)
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2. Thérapies pour le cancer du poumon

La prise de décision pour traiter le cancer du poumon, et en particulier pour le type
CBNPC, se fait en fonction de la classification Tumeur, Nodule et Métastase (TNM).
Cette classification, dont la derniére édition est apparue en 2015, permet de prendre
en compte la taille de la tumeur primitive (composante T), I'envahissement des
ganglions lymphatiques voisins (composante N) et la présence de métastase
(composante M) (Tableau 1) (Goldstraw et al., 2016). Le Tableau 1 présente la
nouvelle classification ainsi que la correspondance du stade de la tumeur (I, Il ou III)
en fonction du grade des 3 composants T, N et M. Le Tableau 2 présente les
caractéristiques tumorales de chaque composant T, N et M et le grade qu'il lui est
attribué (0, 1, 2, 3 ou 4).

Tableau 1 : Classification TNM et correspondance avec le stade des CBNPC (8éme édition)
(Goldstraw et al., 2016)

Table 5. Descriptors and Tand M categories in the seventh edition and as proposed for the eighth edition

N categories

Overall stage
Descriptor in 7th edition Proposed T/M MO N1 N2 M3
T1<1cm Tia AT {lA) B {l1A) 1A e
T1 >1-2cm Tib 1AZ (1A) 1B (l1A) 1A e
Tl =2-3cm Tic 1A3 (lA) B {l1A) 1A e
T2 = 3-4cm TIa 1B 1B (l1A) 1A e
T2 > 45cm Th 1A (IB) B {l1A) 1A e
T2 > 57cm T3 1B {I1A) 1A (118} B {111A) INC (11B)
T3 structures T3 B 1A B {lA) INC (1B}
T3 =Tcm T4 1A (1B} 1A B (11A) IE (I1B)
T3 diaphragm T4 1A (1B} 1A B {1114} INC (1B}
T3 endobronchial: location/atelectasis 3-4 cm T2a 1B (11B) 1B (I11A) 1A B
T3 endobronchial: location/atelectasis 4-5 cm T2b IlA (1B} B (l11A) 1A ne
T4 T4 1A 1A e INC (1B}
Mia Mia IVA (IV) IVA (IV) IVA (V) IVA (IV)
M1b single lesicn Mib VA (IV) IVA (V) IVA (IV) IVA (V)
M1c multiple lesions Mic IVE {IV) VB (IV) IVE (IV) VB (IV)

“Where there is a change, the resultant stage groupings proposed for the eighth edition are in bold, and the stage in the seventh edition is

given in parenthesis.
T, tumor; M, metastasis.
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Tableau 2: Description de chagque composantes T, N et M (Goldstraw et al., 2016)

Table 1. Proposed T, N, and M descriptors for the eighth edition of TNM classification for lung cancer
T: Primary tumor

Tx Primary tumor cannot be assessed or tumor proven by presence of malignant cells in sputum
or bronchial washings but not visualized by imaging or bronchoscopy
TO No evidence of primary tumor
Tis Carcinoma in situ
T Tumor <3 cm in greatest dimension surrounded by lung or visceral pleura without bronchoscopic
evidence of invasion more proximal than the lobar bronchus (i.e., not in the main bronchus)®
T1a(mi) Minimally invasive adenocarcinoma”
Tia Tumor €1 c¢m in greatest dimension”
Tib Tumor >1 cm but <2 cm in greatest dimension”
Tic Tumor >2 cm but <3 cm in greatest dimension”
T2 Tumor >3 cm but <5 cm or tumor with any of the following features®:
- Involves main bronchus regardless of distance from the carina but without involvement
of the carina

- Invades visceral pleura
- Associated with atelectasis or obstructive pneumonitis that extends to the hilar region,
involving part or all of the lung

T2a Tumor >3 cm but <4 cm in greatest dimension
T2b Tumor >4 cm but <5 cm in greatest dimension
T3 Tumor >5 cm but 7 cm in greatest dimension or associated with separate tumor nodule(s)

in the same lobe as the primary tumor or directly invades any of the following structures:
chest wall (including the parietal pleura and superior sulcus tumors), phrenic nerve,
parietal pericardium

T4 Tumor >7 cm in greatest dimension or associated with separate tumor nodule(s) in a different
ipsilateral lobe than that of the primary tumor or invades any of the following structures:
diaphragm, mediastinum, heart, great vessels, trachea, recurrent laryngeal nerve, esophagus,
vertebral body, and carina

N: Regional lymph node involvement

Nx Regional lymph nodes cannot be assessed

NO No regional lymph node metastasis

N1 Metastasis in ipsilateral peribronchial and/or ipsilateral hilar lymph nodes and intrapulmonary
nodes, including involvement by direct extension

N2 Metastasis in ipsilateral mediastinal and/or subcarinal lymph node(s)

N3 Metastasis in contralateral mediastinal, contralateral hilar, ipsilateral or contralateral scalene,

or supraclavicular lymph node(s)
M: Distant metastasis

MO No distant metastasis
M1 Distant metastasis present
Mia Separate tumor nodule(s) in a contralateral lobe; tumor with pleural or pericardial nodule(s)
or malignant pleural or pericardial effusion”
Mi1b Single extrathoracic metastasis®

Mic Multiple extrathoracic metastases in one or more organs

Note: Changes to the seventh edition are in bold.

“The uncommon superficial spreading tumor of any size with its invasive component limited to the bronchial wall, which may extend
proximal to the main bronchus, is also classified as T1a.

Bsolitary adenocarcinoma, < 3cm with a predominately lepidic pattern and < Smm invasion in any one focus.

T2 tumors with these features are classified as T2a if <4 cm in greatest dimension or if size cannot be determined, and T2b if >4 cm but

<5 am in greatest dimension.

Fost pleural (pericardial) effusions with lung cancer are due to tumor. In a few patients, however, multiple microscopic examinations of
pleural (pericardial) fluid are negative for tumor and the fluid is nonbloody and not an exudate. When these elements and clinical judgment
dictate that the effusion is not related to the tumor, the effusion should be excluded as a staging descriptor.

“This includes involvement of a single distant (nonregional) lymph node.

La chirurgie est le traitement de référence pour les CBNPC lorsque le stade n’est pas
trop avancé, en stade | et Il. Le taux de survie a 5 ans est entre 40 et 67% suite a une
chirurgie chez les patients en stade IA (Hoffman et al., 2000). Dans certains cas, elle
peut étre pratiquée chez des patients en stade clinique llla et de fagon beaucoup plus
rare en stade Illb et IV (Lang-Lazdunski, 2013).

Plusieurs types de chirurgie peuvent étre appliqués :

- La pneumonectomie, qui consiste a retirer le poumon entier ou siege
la tumeur
- Lalobectomie, qui consiste a retirer 1 lobe

- La segmentectomie permet d’enlever une partie du poumon
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Il existe deux types de radiothérapie : la radiothérapie stéréotaxique et la radiothérapie
conformationnelle en trois dimensions (3D). Leur utilisation differe en fonction du stade

de la tumeur.

La radiothérapie stéréotaxique est utilisée pour traiter de petites tumeurs, les
métastases dans le cerveau ou les tumeurs profondes pour lesquelles l'intervention
chirurgicale est dangereuse. C’est une technique de haute précision basée sur des
microfaisceaux convergents, qui irradient a haute dose de tres petits volumes en
encerclant la tumeur ou la métastase. Cette radiothérapie est utilisée pour des tumeurs
localisées de stade | ou I, lorsque la chirurgie n’est pas possible.

La technique en 3D est la radiothérapie la plus utilisée. C’est une radiothérapie
externe, qui retranscrit le plus précisément la zone a traiter en image 3D. Ainsi la forme
des faisceaux et la dose appliquée sont calculées en fonction du volume de la tumeur
et de la zone a traiter. Cette radiothérapie est prescrite pour compléter la chirurgie et
la chimiothérapie lorsque la tumeur n’a pas été enlevée dans sa totalité. Pour les
tumeurs non opérables, la radiothérapie est souvent associée a une chimiothérapie,
on parle de radiochimiothérapie. Si elles sont réalisées en méme temps, on parle de
radiochimiothérapie concomitente ou si elles sont réalisées I'une apres I'autre, on parle

de radiochimiothérapie séquentielle.

Malgré de remarquables avancées dans le domaine des thérapies ciblées et des
immunothérapies, les chimiothérapies restent encore tres utilisées. Pres de 70% des
patients avec un cancer du poumon présentent un cancer localisé avancé ou
meétastatique lors du diagnostic. Dans ce cas, la chirurgie estimpossible et les patients
bénéficient d’'une chimiothérapie palliative (Molina, 2008). Aussi, environ 60% des
tumeurs ne présentent pas de mutations dirigées (« driver mutation ») donc elles ne
peuvent étre traitées par des thérapies ciblées (Olaussen and Postel-Vinay, 2016).

Il existe 4 classes d’agents chimiothérapeutiques couramment utilisés. Les

chimiothérapies les plus généralement utilisées dans chaque groupe sont (Figure 4) :
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- Les agents alkylants, qui ciblent directement 'ADN pour arréter la réplication
et la transcription (cisplatine, carboplatine)

- Les antimétaboliques, qui bloquent la synthese des acides nucléiques
(pemetrexed, gemcitabine)

- Les inhibiteurs de topoisomérases, qui agissent directement sur cette
enzyme qui détend 'ADN et empéche la réplication et la transcription
(topotecan, etoposide)

- Les poisons du fuseau mitotique (vinorelbine, paclitaxel, docetaxel)

Souvent ces chimiothérapies sont administrées en association avec les sels de platine.

ZMP, folate

AICART

/\ DHFR

\ AR p— Gemcitabine
T

S
dUMP, folate G

Replication
(S phase)

& Cisplatinum
carboplatinum

Vinblastine

Vinorelbine

MNab-/paclitaxel
Docetaxel

Topotecan (oral)
etoposide
doxorubicine

Topoisomerases MicrotubuUlas N e

Figure 4 : Différentes classes d'agents chimiothérapeutiques et leurs cibles cellulaires
(Olaussen and Postel-Vinay, 2016)

Les chimiothérapies peuvent étre utilisées a différentes étapes du traitement du
cancer. Tout d’abord en amont de la chirurgie, on appelle cela une chimiothérapie
néoadjuvante. Une méta-analyse a montré le bénéfice de la chimiothérapie
néoadjuvante (NSCLC Meta-analysis Collaborative Group, 2014). Lors de son
utilisation, elle peut augmenter de 5% la survie a 5 ans et diminuer de 13% la mortalité.

Egalement, son avantage est son potentiel a réduire la taille de la tumeur, a éradiquer
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les métastases et a augmenter la possibilité d’opération (NSCLC Meta-analysis
Collaborative Group, 2014)). Si elle est administrée aprés la chirurgie avec pour but
d’éliminer les cellules tumorales qui auraient échappé a la chirurgie, on appelle cela
une chimiothérapie adjuvante. Plusieurs études cliniques ont montré I'efficacité d’'une
chimiothérapie adjuvante post-opératoire pour, a la fois, éviter les rechutes et pour
augmenter la survie a 5 ans (Molina, 2008). La méta-analyse de Burdett et al. montre
que la chimiothérapie adjuvante apres chirurgie augmente la survie & 5 ans de 4%
(Burdett et al., 2015). Enfin la chimiothérapie palliative permet de contréler la tumeur
et de prolonger la vie du patient. Ce type de chimiothérapie est administré au patient
avec un cancer localement avancé voire métastatique (stade IV), ou en rechute
(Molina, 2008).

Le terme « théranostic » qui combine a la fois le diagnostic et la thérapeutique, a pris
un sens important ces derniéres années en oncologie car il méne vers une médecine
personnalisée. Au-dela de la classification histologique, un criblage de la tumeur est
réalisé pour identifier des biomarqueurs prédictifs et pronostics, permettant d’orienter
le choix du traitement et d’estimer sa sensibilité.

Comme nous le montre la Figure 5, plus de 60% des adénocarcinomes et plus de 80%
des carcinomes épidermoides possédent une mutation dans un oncogéne connu
(Figure 5) (Chan and Hughes, 2015). Ces mutations, activatrices ou inhibitrices, vont
principalement impacter les voies de signalisation comme RAS-RAF-MEK-ERK ou
PI3K-AKT-mTOR.
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NSCLC by histology
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Figure 5 : Répartition des mutations dans le CBNPC (Chan and Hughes, 2015).

Ainsi, nos connaissances actuelles des principales mutations activatrices permettent
d’identifier la thérapie ciblée la plus pertinente. A ce jour, 4 thérapies ciblées ont montré
leurs efficacités contre les cancers portant des mutations dans les génes :

- Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

- Le réarrangement des génes Anaplastic Lymphoma Kinase (ALK) et

Echinoderm microtubule-associated protein-like 4 (EML4)
- ROS1, un géne codant pour un récepteur de tyrosine kinase
- Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2 (VEGFR2)

Concernant les autres mutations prédictives et pronostics, bien qu’elles soient
fréquentes et bien renseignées, soit des essais cliniques sont en cours, soit une

thérapie ciblée efficace n’a pas encore été trouvée.

Les deux mutations les plus documentées et celles possédant les thérapies ciblées

les plus efficaces a ce jour, sont décrites ci-dessous :

29



- L'EGFR

La mutation activatrice du gene EGFR se EGERTIT sonsiie

A

retrouve essentiellement dans les [ = \
xon 19

~ . . deletion/
adénocarcinomes dans environ 15% des cas 6710X  insertion L858R L861Q
(Alamgeer et al., 2013; Chan and Hughes,  gaias 1 Ewenis H Ewnzo H Ewnzi )
2015). Les mutations activatrices d’EGFR, 1 t

L . Exon 20 T790M
générant une sur-expression de EGFR, sont st
majoritairement retrouvées dans le domaine \_7—1
Tyrosine Kinase (TK), c'est-a-dire dans les EQFR THl rasistant

exons 18 a 21. La mutation L858R dans I'exon Figure 6 : Schéma de la mutation EGFR dans

21 et des délétions dans I'exon 19 sont les plus le  cancer du  poumon,  d'apres
p: . mycancergenome.org

fréequentes (90%) (Figure 6) (Luo and Lam,
2013). Concernant les traitements, le gefitinib (Iressa®, AstraZeneca) et I'erlotinib
(Tarceva®, Roche) sont deux traitements approuvés dans les CBNPC locaux avancés
ou métastatiques avec une mutation EGFR (Alamgeer et al., 2013). Ce sont deux

chimiothérapies anti EGFR-Tyrosine Kinase (EGFR-TK).

- Le réarrangement des genes ALK-EML4
Chromosom 2
Ce réarrangement, présent dans environ 4 & 7% des CITNE TR 2RI T
adénocarcinomes (Alamgeer et al., 2013; Chan and

Hughes, 2015), est une fusion des genes ALK et

: —_ —_—
EML4 sur le chromosome 2p (Figure 7) (Luo and Lam, ‘.g B
2013). Ce réarrangement survient souvent chez les i -~
H H v — ~3.6kb —
jeunes sujets ou les non-fumeurs (Alamgeer et al., (I —— (=
N p\\‘\ \E n

2013). Le Crizotinib (Xalkori®, Pfizer) est le N
traitement préconisé pour les cancers avancés ou 1 ;\ ‘ . ‘
présentant un remaniement ALK-EML4. Aussi, la e e

. EML4-ALK variant 1
présence de ALK-ELM4 est associee a une

génes ALK-EML4 dans le cancer du
poumon, adapté de Soda et al., 2007
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2.5. Immunothérapie

Parmi les patients atteints d’'un cancer du poumon, seul 15-25% des patients peuvent
bénéficier d'immunothérapie (Olaussen and Postel-Vinay, 2016).

Dans le microenvironnement tumoral, les cellules cancéreuses détournent le
mécanisme du systéme immunitaire de I'héte afin de rendre 'immunité anti-tumorale
inefficace. Ainsi les cellules cancéreuses peuvent continuer a proliférer, et sur-
expriment a leurs surfaces des inhibiteurs de ligands et de récepteurs permettant
d’empécher la réponse immunitaire des lymphocytes T. Ce sont ces ligands que les
immunothérapies vont cibler (Figure 8) (Xia and Herbst, 2016).

Les principaux mécanismes d’évasion sont les voies CTLA-4 et PD-1. Les molécules
d'immunothérapie sont des anticorps qui vont cibler soit CTLA-4, PD-1 ou PD-L1 et
bloquer I'interaction entre la cellule cancéreuse et le lymphocyte T, pour permettre de
réactiver la réponse immunitaire anti-tumorale (Minguet et al., 2016; Xia and Herbst,
2016).

MHC TCR Tcell TCR
APC {

(PP2A—  PIBK
CD86 CTLA4 / B AKT
_— Bl
= e NFB
: IL-2
i
i
|
i
; Inhibition of immune and
! antitumor response
i
K
Anti-CTLA4 Anti-PD1 Anti-PDL1
Ipilimumab Nivolumab Atezolizumab
Tremelimumab Pembrolizumab (MPDL3280A)
Durvalumab

(MEDI 4736)

Figure 8 : Mécanismes de dérégulation des lymphocytes T par les cellules cancéreuses par les
voies CTLA-4 et PD-1 et inhibition de ces voies par les 3 types d'immunothérapies (Xia and
Herbst, 2016).
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Parmi les immunothérapies utilisées, il en existe 6 sur le marché :

- Anti-CTLA-4: Ipilimumab (Bristol Myers Squibb) et Tremelimumab
(AstraZeneca)
- Anti-PD-1: Pembrolizumab (Merck) et Nivolumab (Bristol Myers Squibb)

- Anti-PD-L1: Atezolizumab (Genentech/Roche) et Durvalumab (Medimmune)

3. Pemetrexed

Le pemetrexed (ALIMTA, LY231514), de formule moléculaire C20H2:NsO0s (Figure 9),
est un agent chimiothérapeutique qui fait partie de la classe des agents anti-

métaboliques et plus précisément des anti-folates (Adjei, 2004).

CO, Na+

o
0 N 7H,0
H

HN
H N/(\ p | CO, Na+
2 N 5 N
H

Figure 9 : Structure chimique du pemetrexed (Rollins and Lindley, 2005)

a) Mode de transport et activation du pemetrexed

Contrairement aux autres molécules anti-folates (methotrexate, raltitrexed,
pralatrexate,...), le pemetrexed peut entrer dans la cellule par deux mécanismes
principaux (Figure 10). Le premier met en jeu un transporteur de folate réduit (RFC,
Reduced Folate Carrier), un transporteur bidirectionnel le plus utilisé pour le transport
des folates (Rollins and Lindley, 2005). Le deuxieme mécanisme, qui a une trés forte
affinité avec le pemetrexed mais une capacité de diffusion plus faible, se fait via le
récepteur-a du folate (FR-a, Folate Receptor-a), un récepteur membranaire qui permet
I'entrée du folate dans la cellule en formant des vésicules d’endocytose (Adjei, 2004;
Rollins and Lindley, 2005) (Figure 10).
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Figure 10 : Schéma des transporteurs de folate permettant au pemetrexed de rentrer dans la
cellule. Adapté de (Desmoulin et al., 2012)

Une fois dans la cellule, le pemetrexed est polyglutaminé en un pentaglutamate actif,
par une enzyme appelée la folypolyglutamate synthase (FPGS) (Adjei, 2004; Rollins
and Lindley, 2005). Comparé a d’autres molécules anti-folates comme le methotrexate
ou le lometrexol, le pemetrexed est I'un des meilleurs substrats pour la FPGS. De ce
fait, 'activation du pemetrexed dans la cellule est beaucoup plus efficace que ces
homologues. Donc la rétention et I'accumulation du pemetrexed dans la cellule est

beaucoup plus importante.

b) Mécanisme d’action

Le pemetrexed, un analogue du folate, inhibe plusieurs enzymes impliquées dans la
voie des folates (Figure 4, Figure 11) :
- Thymidylate synthase (TS)
- Aminoimidazole carboxamide ribonucleotide formyltransferase (AICARFT)
- Glycinamide ribonucleotide formyltransferase (GARFT)
- Dihydrofolate reductase (DHFR)
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Figure 11 : Mécanisme d'action du pemetrexed (Rollins and Lindley, 2005)

De toute évidence, la TS est la cible prédominante du pemetrexed. C’est une enzyme
folate dépendante, qui catalyse la transformation du deoxyuridine monophosphate
(dUMP) en deoxythymidine monophosphate (dTMP) (Figure 11) (Molina and Adijei,
2003). L’inhibition de la TS entraine donc une diminution de dTMP, une molécule
nécessaire a la formation du nucléotide deoxythymidine triphosphate (dTTP) et
nécessaire a la synthése de ’'ADN (Molina and Adjei, 2003; Rollins and Lindley, 2005).
Le pemetrexed inhibe aussi AICARFT et GARFT, des enzymes essentielles a la
synthese des purines de novo. Le pemetrexed inhibe également, mais de fagon moins
importante, la DHFR qui a pour role de réduire le dihydrofolate (DHF) en
tetrahydrofolate (THF) généré par la TS (Zhao and Goldman, 2004). La TS est donc
une enzyme hautement importante pour la survie et la prolifération des cellules
cancéreuses. D’autant plus que dans de nombreux cancers, la TS est surexprimée.
Cette enzyme est donc une tres bonne cible pour les chimiothérapies (Wilson et al.,
2014).
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D’apres le dernier rapport de la commission de la Transparence de la Haute Autorité
de Santé (HAS), le pemetrexed est tout d’abord indiqué dans le traitement de 1 ligne,
en association avec le cisplatine, des patients atteints de CBNPC non épidermoide
localement avancé ou métastatique.

Il peut également étre administré dans le traitement de maintenance, si la maladie n’a
pas progressé et aprés une 1 ligne de traitement a base de sel de platine.

Enfin, il est recommandé de I'utiliser en monothérapie dans le traitement de 2¢™¢ ligne
chez des patients ayant un cancer CBNPC non épidermoide, localement avancé ou

métastatique, sans mutation activatrice EGFR ou un réarrangement ALK.

La posologie recommandée est de 500 mg/m2 de surface corporelle, en perfusion

intraveineuse de 10 min, le premier jour de chaque cycle de 21 jours.

Le pemetrexed a une activité anti-tumorale a large spectre car c’est une chimiothérapie
anti-folate multicible. Elle est donc associée a de nombreux effets secondaires.
L’étude de Niyikiza et al. a collecté 'ensemble des informations cliniques des patients
traités en phase | et Il entre 1995 et 1998, et a pu établir le tableau ci-dessous qui
regroupe les effets secondaires les plus couramment observés chez 246 patients
(Niyikiza et al., 2002). Durant les phases | et Il du développement clinique du
pemetrexed, la myélosuppression est la toxicité la plus fréquente chez les patients.
Elle se manifeste dans environ 32% des cas par une neutropénie de grade Ill/IV, et
dans 37% des cas par une toxicité hématologique de grade IV associée a une toxicité
non-hématologique de grade 1ll/IV. Dans 3% des cas, une neutropénie de grade IV a
été associée a des inflammations des muqueuses (mucites) de grade IIl/IV ou des
diarrhées de grade 11l/1V (Tableau 3) (Niyikiza et al., 2002).
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Tableau 3 : Synthése des toxicités observées chez des patients traités au pemetrexed d’aprés
I'étude de (Niyikiza et al., 2002).

Table 2 Prevalence of selected toxicities in patients treated with
pemetrexed (n = 246)

No. of

Toxicity patients %
Grade 4 neutropenia 79 32
Grade 4 thrombocytopenia 20 8
Grade 3/4 mucositis 12 5
Grade 3/4 diarrhea 15 6
Any grade 4 hematological toxicity or grade 3/4 92 37

nonhematological toxicity

Grade 4 neutropenia + grade 3/4 mucositis 8 3
Grade 4 neutropenia + grade 3/4 diarrhea 8 3
Grade 4 neutropenia + grade 3/4 infection 6 2

Le but de cette étude était aussi d’identifier des biomarqueurs prédictives de toxicités
séveres, comme par exemple: [I'homocystéine, la cystathionine, [l'acide
meéthylmalonique, I'albumine et d’autres enzymes hépatiques. Les connaissances
actuelles du métabolisme des folates ont permis de faire le lien avec les toxicités du
pemetrexed (Figure 12).
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Abbreviations: ATP = adenosine triphosphate; CoA = coenzyme A; Pi = orthophosphate; PPi = pyrophosphate
Reproduced with permission from Molina J, Adjei A. The Role of Pemetrexced (Altima®, LY231514) in Lung Cancer Therapy. Clin Lung Cancer 2003; 5:21-27.

Figure 12 : Schéma des voies de biosynthése du Folate, de ’'Homocystéine, des Vitamine B12
et B6 (Molina and Adjei, 2003).

Le cycle des folates est lié au métabolisme de 'homocystéine car il permet de méthyler
’homocystéine en méthionine (Figure 12) (Adjei, 2004). Cette réaction est catalysée

par la méthionine synthase qui va utiliser le groupe méthyl de CHsFH4 pour la
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méthylation de 'homocystéine, tout en recrutant la cobalamine (vitamine Bi2) comme
co-facteur. Ainsi, sous I'action des anti-folates, la concentration d’homocystéine dans
le plasma augmente car sa méthylation en méthionine est limitée, et la concentration
en vitamine Bi2 diminue. C’est pourquoi une concentration élevée en homocystéine
dans le plasma indique une déficience en folate et une sévere toxicité.

La concentration seuil apres le 1°" cycle est donc de 10 mmol/L. Ainsi, pour diminuer
les effets toxigues du pemetrexed, les patients recoivent en paralléle une
supplémentation d’acide folique et de vitamine Bi2. La posologie indiquée est : 350-
1000 ug d’acide folique en cachet au moins 5 jours avant le début de la thérapie et
pendant le traitement. La vitamine Bi2 est administrée en intramusculaire a 1 mg et est

répétée toutes les 9 semaines.

Outre les marqueurs prédictifs de la toxicité liée au pemetrexed, plusieurs
biomarqueurs moléculaires ont été étudiés pour prédire la réponse au pemetrexed.
Par exemple, 'expression de la TS a beaucoup été investiguée. Plusieurs études ont
montré que le faible niveau d’expression de la TS entrainait une meilleure sensibilité
au traitement et donc une meilleure survie du patient. Cependant plusieurs études
contradictoires viennent remettre en cause ce biomarqueur. Ainsi, des études
supplémentaires sont nécessaires pour valider ou non le rdle prédictif et pronostique
de I'expression de la TS (Tomasini et al., 2016). A ce jour, aucun biomarqueur n’a été

approuvé.
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[I. Microbiote intestinal humain

1. Définition

Le terme microbiote définit un ensemble de micro-organismes vivants dans un
écosystéme particulier. Dans le cas du microbiote intestinal, également appelé flore
intestinale, c’est un écosystéme complexe composé d’un ensemble de micro-
organismes, principalement des bactéries mais aussi des virus, champignons, levures
et archées, présents dans le tractus gastro-intestinal (GI) (Thursby and Juge, 2017).
La co-évolution du microbiote intestinal avec son hote crée des relations bénéfiques
mutuelles. Cette symbiose est indispensable pour ’homme car le microbiote exerce

d’'importantes fonctions physiologiques qui sont essentielles pour la santé humaine.

2. Les différents microbiotes

b

Le microbiote humain ou plutdt les microbiotes correspondent a des niches
écologiques différentes. Chaque écosysteme microbien est distinct suivant le site
anatomique concerné : peau, bouche, poumon, vagin, tractus Gl... (Figure 13) (Cho
and Blaser, 2012; Grice and Segre, 2012).
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Figure 13 : Composition du microbiote en fonction du site anatomique (Grice and Segre, 2012).
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Pour chaque site, la variabilité interindividuelle est significativement importante (Figure
13) (Cho and Blaser, 2012; Grice and Segre, 2012). Brievement, le microbiote de la
peau est le microbiote le plus divers principalement au niveau du Phylum et de la
Famille. Il est différent en fonction des zones du corps car le microenvironnement peut
varier en fonction de ’humidité, de la sécheresse ou encore du niveau graisseux de la
peau. De maniére générale, dans un environnement plus gras comme sur le visage,
la diversité bactérienne est pauvre alors que dans un environnement sec comme au
niveau des bras et des jambes, la diversité bactérienne est plus élevée. On peut quand
méme noter que le genre Propionibacterium est le genre dominant du microbiote de la
peau (Chen et al., 2018). Le microbiote oral est un microbiote riche qui peut varier d’un
site a l'autre de la bouche (langue, gencive, dents...). De maniére générale, ce
microbiote est principalement composé d’espéces du genre Streptococcus mais
également de Veillonella, Gamella, Rothia, Fusobacterium et Neisseria. Le microbiote
vaginal est I'un des microbiotes les plus importants aprés celui du tractus Gl. Une
étude a montré qu’il y avait 5 types de profils bactériens vaginaux dont 4 étaient
dominés par les espéces Lactobacillus. Le 5°™¢ groupe présentait une forte proportion
d’espéces anaérobies et une grande diversité bactérienne est fortement associé a des
vaginoses bactériennes (Ravel et al., 2011). Comme précédemment dit, le microbiote
du tractus Gl est le microbiote le plus abondant. C’est aussi le microbiote dont les
fonctions et le réle pour la santé humaine sont les mieux documentés. Ainsi la suite de

ce chapitre portera sur la description du microbiote intestinal.

3. Méthodes d’étude

Jusque dans les années 90, nos connaissances sur le microbiote étaient limitées car
elles étaient basées sur des approches de cultures bactériennes. La méthode de
culture permet d’identifier les espéces bactériennes grace a des milieux de culture
spécifiques, sélectifs et nutritifs (Moore and Holdeman, 1974). L'inconvénient de cette
technique est qu’elle se limite aux bactéries cultivables. Ainsi, a cette époque notre
vision de la diversité du microbiote était réduite et ne concernait qu'environ 30% des
bactéries présentes (Eckburg et al., 2005). Ces derniéres années, les techniques de
séquencage a haut débit se sont fortement développées et ont permis d’avoir une
vision plus large du microbiote et d’aller au-dela des bactéries cultivables. Dans un

premier temps, ces techniques se sont principalement basées sur I'amplification du
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géne codant pour 'ARN ribosomique 16S (ARNr 16S), une séquence trés conservée
permettant d’identifier et de quantifier les bactéries présentent dans le microbiote
(Ludwig and Schleifer, 1994; Woese, 1987).

3.1. L’ARN ribosomal 16S

L’ARNr 16S provient du ribosome procaryote

O

ribosomal (ARNr) et de nombreuses

protéines. Ainsi la sous-unité 50S contient un

70S se trouvant dans le cytoplasme de toutes

les bactéries. Il est composé de 2 sous-unités,
la 50S et la 30S. Chaque sous-unité est

composée d’un ou de plusieurs ARN, dit ARN

ARNTr 5S et un ARNr 23S, tandis que la sous- F'9uré 14 @ Composition du ribosome
procaryote (Yarza et al., 2014).
unité 30S contient 1 seul ARNr, le 16S.

(Rajendhran and Gunasekaran, 2011; Watson et al., 2012).

Les genes codants pour 'ARNr 16S sont des genes fortement conservés dans le
regne bactérien. lls ont la particularité de contenir des régions hautement conservées
(« universelles ») et des régions hypervariables (qui ont évolué dans le temps). Ainsi,
les régions trés conservées permettent de développer des amorces de PCR
universelles ou des sondes marquées, et les régions hypervariables permettent
d’identifier des espéces bactériennes. La Figure 15 présente les différentes régions de
'ARNr 16S.
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Figure 15 : Structure de ’ARNr 16S d’Escherichia coli avec laprésence des 6 régions composées
de régions conservées et variables (Yarza et al., 2014).
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Les méthodes indépendantes de la culture se sont donc développées et sont basées
sur 'amplification du géne codant pour ’ARNr 16S. |l existe deux types de techniques :

a priori et sans a priori.

Les techniques a priori détectent des bactéries dont le génome est déja connu. Parmi
ces méthodes, il y a l'hybridation in situ en fluorescence (Fluorescent In Situ
hybrization ou FISH) qui utilise des sondes ADN marquées par un fluorochrome
spécifique de I'espéce bactérienne recherchée. L’avantage de cette technique est
gu’elle peut se réaliser directement sur les selles, sans passer par une technique
d’extraction d’ADN (Figure 16) (Moter and Gobel, 2000; Rigottier-Gois et al., 2003).
Les méthodes de micro-puces ou puces a ADN permettent également de détecter des
espéeces connues, par hybridation a une sonde marquée. Contrairement a la technique
FISH, la puce a ADN est une technique a haut débit car elle se réalise sur une puce
ou se trouve un ensemble de sondes ADN marquées spécifiques de plusieurs
bactéries ou phyla donnés simultanément (Fraher et al., 2012).

Enfin, la PCR gquantitative (QPCR) peut aussi rentrer dans cette catégorie d’analyse
car elle peut étre spécifique d’'une espéece bactérienne. Suite a une amplification dADN
spécifique, la PCR va quantifier a I'aide de sondes marquées ou d’agents intercalants
les produits d’amplification. La PCR peut également cibler ’TADN codant pour 'ARNr
16S et donc amplifier 'ensemble des bactéries de I'échantillon. Cette technique est
souvent réalisée en amont des méthodes « sans a priori » ou de séquencages a haut
débit (Figure 16).
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Figure 16 : Apercu des approches utilisées pour caractériser le microbiote (Fraher et al., 2012).

3.3. Méthodes d’analyse sans a priori

Concernant les méthodes sans a priori, elles permettent d’identifier de nouvelles
espéeces bactériennes. Parmi ces techniques, on retrouve les techniques d’empreintes
génétiques qui permettent de comparer des fragments d’ADN du géne ARNr 16S dans
un échantillon. Les deux principales technigues sont la DGGE (Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis) et la TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis) qui
reposent, respectivement, sur une séparation des amplicons de ’ADNr 16S en fonction
du gradient dénaturant ou du gradient de température. Les amplicons se séparent en
fonction de leurs poids moléculaires et forment des bandes distinctes. Ainsi il est
possible dans un premier temps de comparer les communautés bactériennes
d’échantillons de deux conditions en fonction de la présence ou de I'absence d’un
phylotype. Ensuite chaque bande peut étre séquencée pour identifier I'espéce
bactérienne. L’inconvénient de ces techniques c’est que l'identification des bactéries
est limitée aux seules bactéries dominantes, et la quantification est peu précise.

Depuis le développement des nouvelles générations de méthodes de séquencage a
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haut débit (Next Generation Sequencing ou NGS), ces techniques sont de moins en

moins utilisées.

Le NGS a révolutionné I'étude du microbiote car elle nous a donné acces a I'ensemble
des genes du microbiote (Figure 17). Parmi ces techniques, la technique la plus utilisée
est le métabarcoding c'est-a-dire un séquencage ciblé sur les génes codant 'ARNr
16S. Suite a une amplification de ce géne par PCR, tous les amplicons vont étre
séquenceés, puis des séquences ou «reads » d’'un méme échantillon vont étre
générés. Ces reads vont étre regroupé€s en une unité opérationnelle taxonomique
(OTU) en fonction de leur similarité. Le seuil de similarité est généralement de 97%.
Les OTUs vont ensuite étre comparées a une base de données de référence (par
exemple RDP, SILVA, GenBank, ...) afin de les assigner a un groupe taxonomique.
Ainsi cette technique nous permet de connaitre la composition de la population
bactérienne dans un échantillon mais aussi son abondance relative et sa diversité
globale (Knight et al., 2018). C'est cette approche que nous avons utilisée au cours de

cette thése.

La technique la plus récente est le séquencage du génome entier (« Whole Genome
Sequencing » ou WGS) ou plus précisément pour le microbiote le Shotgun
Metagenomic Sequencing. Le WGS permet de séquencer tout le génome de chaque
bactérie dominante présente dans I'échantillon sans se restreindre au géne de 'ARNr
16S (Figure 17). Pour se faire, 'ADN est fragmenté puis séquencé et les séquences
sont reconstruites par recouvrement pour avoir une séquence continue. L’avantage de
cette technique est qu’elle permet d’obtenir la diversité génétique et fonctionnelle au
sein de [I'échantillon, et permet d’aller jusqu’a I'espéce voire méme la souche

bactérienne.
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Figure 17 : Apercu des différentes étapes clés des deux méthodes de séquencage a haut débit,
le séquencgage ciblé sur les génes codant ’ARNr 16S et le séquencage du génome entier, a partir
de ’extraction d’ADN jusqu’a I’obtention des résultats (Milani et al., 2017).

4. Microbiote Intestinal

4.1. Distribution du microbiote le long du tractus gastro-

intestinal

Le tractus gastro-intestinal (GI) est un systéeme compartimenté qui contient plusieurs
régions anatomiquement distinctes allant de I'estomac au rectum. Celui-ci est divisé
en trois parties : I'estomac, l'intestin gréle comprenant le duodénum, le jéjunum et
l'iléum et le gros intestin aussi appelé colon comprenant les colons ascendant,
transverse et descendant, et le rectum. Chacune de ces sections possede des

caractéristiques physico-chimiques et physiologiques qui lui sont propres (Donaldson
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et al., 2016; Kovatcheva-Datchary et al., 2013; Walter and Ley, 2011). Les variations
physiologiques influengant la composition de la communauté bactérienne le long du
tractus Gl sont :

-Le pH

- Le potentiel redox

- Les enzymes digestives

- Les sécrétions et absorptions

- La motricité intestinale

- L’activité immunitaire de I'’hote

- La disponibilité en composant alimentaire
Ainsi, en fonction de tous ces paramétres, I'abondance et la diversité du microbiote
intestinal est différente dans chaque partie du tractus Gl, et le nombre de cellules

bactériennes augmente progressivement le long de celui-ci (Figure 18).

: Stomach : Small intestine : Large intestine (colon) ,l
: : Duodenum Jejunum lleum : :
| Acid challenge | Immune challenge : Bioreactor n"rsar{;‘;;";i:.b";f‘;acmfgy :
'pH1.0-44 | pH55-7.0 pH 6.5-7.0 PHE.5-7.0 | pH55-7.0 "chain latly acids

I

I
I
I
I
I

I

i '\J] | \ g ST |
' ao“g i m“ A 107 10%g™" TR R =10 g’

I

I

I

I

v \ 24 ucei e

| Lactobacillaceae | Bacillaceae -y N Lachnospiraceae !

y Veilonellaceae | Streplococcaceae iy \ .. Bacteroidaceae |

I Helicobacterceae Aclinomycinaeae ' \ « Prevotellaceae I

) 1 "
Corynebacteriaceae Epithelial surface Mucus layer' Intestinal lumen
Veilonellaceae Clostridlium Bacteroidaceae  Enterococcaceae

1
Lactobacillaceae | Bifidobactenium Clostridium
Enterococcaceae I Streptococcaceae  Laclobacillacea

: Enterobacteriacea Ruminococcaceae

Figure 18 : Abondance et composition du microbiote le long du tractus gastro-intestinal
(Kovatcheva-Datchary et al., 2013).

L’estomac permet d’assurer la digestion par ses fonctions mécaniques de brassage,
et ses fonctions chimiques comme les sucs gastriques fonctionnant a pH acide et les
secrétions d'acide chlorhydrique. C’est 'organe du tractus Gl contenant le moins de
bactéries, car son environnement trés acide (pH entre 1 et 4,4) et la présence
d’enzymes digestives limitent la croissance des bactéries (Nardone and Compare,
2015).
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L’intestin gréle, qui fait suite a 'estomac, est divisé en trois segments : le duodénum,
le jéjunum et liléon. Dans le duodénum, des enzymes sécrétées par le foie et le
pancréas (protéases, lipases et amylases) sont libérées par le canal biliaire pour
poursuivre la digestion. Les secrétions de bicarbonate permettent I'élévation du pH en
neutralisant I'acidité, mais la présence des enzymes biliaires et du péristaltisme crée
un environnement défavorable et tres bactéricide. Dans le jéjunum, la concentration
bactérienne est aussi clairsemée principalement a cause du péristaltisme tres actif.
Dans lintestin gréle, la principale raison de la faible densité en bactéries est le flux
rapide des aliments causant un rapide lavement des bactéries. La concentration
bactérienne augmente tout au long du tractus Gl et vers la fin de l'intestin gréle, la
densité atteint les 107-108 cellules bactériennes par gramme. En effet, l'iléon est le
segment comprenant le plus de bactéries car les conditions (pH, température,
péristaltisme réduit) sont plus favorables a la croissance bactérienne (Donaldson et
al., 2016).

Dans le gros intestin, plusieurs propriétés permettent la prolifération des bactéries :

- Le pH moins acide

- Le volume plus large

- La concentration en sels biliaires moins élevée

- Letemps de rétention plus long di a un péristaltisme plus lent (diminution

du temps de transit)

- Augmentation de la disponibilité en nutriments
La plus grande concentration bactérienne est localisée dans le colon ou la
concentration peut atteindre 10'? bactéries par gramme de selles. (Kovatcheva-
Datchary et al., 2013; Walter and Ley, 2011). Ce milieu anaérobie avec un potentiel

redox tres bas favorise la prolifération des bactéries.

Comme nous pouvons le voir sur la Figure 18, la composition du microbiote differe
entre le microbiote de la lumiére intestinale et celui associé au mucus. Le microbiote
associé au mucus, en contact avec les cellules épithéliales, montre une grande
stabilité et facilite les fonctions bénéfigues comme les échanges de nutriments ou
l'induction du systéme immunitaire inné. Le microbiote de la lumiére intestinale est un

microbiote transitoire soumis a d’importantes variations (Eckburg et al., 2005).
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Dans la suite de ce mémoire, nous parlerons exclusivement du microbiote du colon
car c’est la partie du tractus GI qui abrite la densité bactérienne la plus importante et

également la population bactérienne étudiée au cours de ma these.

4.2. Etablissement du microbiote intestinal

La colonisation du microbiote chez I'enfant est un processus influencé par plusieurs
facteurs provenant de I'environnement et de 'hdte. Comme on peut le voir sur la Figure
19, le microbiote s’établit au cours des 3 premiéres années de vie et comporte 4 étapes
clés, allant de la grossesse a la petite enfance. Cette colonisation du microbiote est
connue pour jouer un role important dans I'établissement de I'immunité et des voies

métaboliques pour la santé humaine. Ces 4 étapes vont maintenant étre détaillées.

| Window of opportunity for microbiota modulation >

Prenatal factors: Neonatal factors: Postnatal factors:
+ Placenta + Mode of delivery + Feeding: breast-milk vs. formula
« Gestational age + Geographical location

+ Family members
+» Host interactions
- Maternal diet

+ Weaning

Gestation

) Toddler &
childhood

Figure 19: Schéma représentant les étapes clés de |'établissement du microbiote chez I'enfant
(Milani et al., 2017).

Depuis des décennies, le dogme que le foetus vit dans un environnement stérile et qu’il
soit ensuite colonisé pendant et aprés 'accouchement a été accepté. Cependant, de
récentes études ont proposé que le développement du microbiote commence in utero
(Aagaard et al., 2014; Lauder et al., 2016; Perez-Muioz et al., 2017). Cette notion est
aujourd’hui controversée. En effet cette acquisition du microbiote in utero doit étre prise
avec précaution car a cause de la pauvre abondance des bactéries dans le placenta,
le liquide amniotique ou le méconium, la détection par des techniques moléculaires,

peut atteindre ses limites. En effet, la détection de bactéries dans des environnements
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tres peu riche peut soit étre générée par de faux positifs ou par la présence de
contaminations de kits d’extraction ou de réactifs de PCR (Milani et al., 2017). En
revanche, il est accepté que I'environnement foetal soit exposé a des métabolites et
composants du microbiote de la mére. On parle alors de la transmission verticale du
microbiote entre la mére et son feetus lors de la grossesse (Milani et al., 2017).
Au moment de 'accouchement, le nouveau-né se retrouve brutalement plongé dans
un univers bactérien riche et varié, et va étre colonisé rapidement par des bactéries.
Les premiéres bactéries a s’implanter chez le nourrisson dépendent fortement du
mode de naissance. Les bébés nés par voie basse sont colonisés principalement par
des bactéries vaginales et fécales de la mére, comme principalement Lactobacillus,
Prevotella et Bifidobacterium spp. (Biasucci et al., 2010; Dominguez-Bello et al., 2010).
Au contraire, les bébés nés par césarienne ne sont pas directement exposés au
microbiote de la mére et sont davantage colonisés par les microorganismes de
'environnement provenant de la peau de la mére, de I'équipe hospitaliere et de
'environnement hospitalier (Milani et al., 2017). Les enfants nés par césarienne
montrent aussi un microbiote moins complexe et colonisé surtout par les
Staphylococcus, Propionibacteriacae et Corynobacterineae. (Dominguez-Bello et al.,
2010; Milani et al., 2017). Les premiéres bactéries a s'implanter sont généralement les
bactéries anaérobies facultatives. Ces bactéries créent un environnement permettant
la colonisation des anaérobies strictes comme Bacteroides, Clostridium et
Bifidobacterium. Le microbiote d’'un nouveau-né est caractérisé par une pauvre
diversité et une dominance relative des phyla Proteobacteria et Actinobacteria, puis le
microbiote devient plus divers avec I'émergence et la dominance des Firmicutes et
Bacteroidetes.
Ces différences observées diminuent dans le temps, mais le microbiote des enfants
nés par césarienne reste plus hétérogene que celui des bébés nés par voie basse. Au-
dela de la fagon d’accoucher qui est le premier facteur important de la colonisation du
microbiote, d’autres facteurs vont influencer cette implantation, comme (Matamoros et
al., 2013; Rodriguez et al., 2015) :

- L’age gestationnel

- L’alimentation : nourriture au sein ou par lait infantile

- L'hygiene

- Les traitements antibiotiques
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- L’environnement familial comme la présence d’un ainé ou d’'un animal de
compagnie

- Le moment et le mode de sevrage
A la fin de la premiére année de vie, le microbiote de l'enfant tend vers les
caractéristiques du microbiote de l'adulte et posséde déja sa propre signature
bactérienne. Entre 'age de 2 a 5 ans, le microbiote ressemble fortement & celui de
'adulte en terme de composition et de diversité (Arrieta et al., 2014; Rodriguez et al.,
2015).
Plusieurs études soulignent que le développement du microbiote de I'enfant joue un
réle important dans la maturation de son systéme immunitaire, de la protection contre
les pathogeénes, et la disponibilité des nutriments. Cette période du développement du
microbiote est donc cruciale pour la future santé de I'adulte. Ainsi, les enfants nés par
césarienne ont un risque augmenté pour les maladies immunitaires comme I'asthme,
les allergies, le diabéte de type 1 ou encore l'obésité.
A l'age adulte, le microbiote intestinal est trés divers et relativement stable dans le
temps, méme s’il est soumis a de nombreuses pressions intrinséques et

environnementales (Faith et al., 2013).

Récemment une équipe Israélienne a refait une estimation de la quantité de bactéries
et de cellules humaines présente dans notre corps. Se basant sur les caractéristiques
d’'un homme standard (1m70 et 70 kg), cette équipe a estimé que le microbiote
intestinal est composé de 3,8.10'2 bactéries et a une biomasse de 0,2kg, soit 10%?
bactéries/g (Sender et al., 2016). Le ratio bactéries/cellules humaines est donc de 1:1

donc nous sommes en nombre de « cellules » a 50% microbiens (Sender et al., 2016).

Le microbiote intestinal de I'adulte est un écosystéme trés complexe composé d’au
moins 160 especes bactériennes par personne (Qin, 2010). Concernant sa
composition phylogénétique, plus de 90% des bactéries appartiennent a deux phyla
majoritaires les Firmicutes et les Bacteroidetes (Arumugam et al., 2011; Turnbaugh et
al., 2007). Les autres phyla majoritaires, présents de facon moins important sont :
Actinobacteria, Proteobacteria et Verrucomicrobia (Figure 20) (Tap et al., 2009). La
Figure 20 présente aussi les 30 genres les plus abondants. On peut remarquer que le
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genre le plus abondant est Bacteroides qui figure aussi comme le plus variable entre
les individus de leur cohorte (Arumugam et al., 2011).
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Figure 20 : Abondance des phyla et des 30 plus abondants genres bactériens (Arumugam et
al., 2011).

a) Le «core microbiome »

Le microbiote intestinal humain posséde une tres grande diversité inter-individus,
cependant beaucoup d’espéces bactériennes sont partagées entre individus. Dans
I'étude du consortium MetaHIT portant sur 124 individus Espagnols et Danois, environ
40% des genes bactériens de chaque individu sont partagés avec au moins la moitié
des personnes de la cohorte. Les 57 espéces les plus communes sont retrouvées chez
plus de 90% des individus (Qin, 2010). On parle alors d’'un « core microbiome », c'est-
a-dire d’'un noyau phylogénétique ou les génomes bactériens sont présents et

partagés entre tous les individus de la cohorte (Qin, 2010).

b) Les entérotypes

L’étude du microbiote intestinal est complexe car elle doit prendre en compte a la fois
la grande diversité inter-individuelle, la complexité de cet écosystéme et la variation

dans le temps.
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En 2011, les équipes de Bork et Ehrlich (Consortium MetaHIT) proposent de stratifier
la population en fonction des taxa présents majoritairement dans le microbiote
intestinal adulte, indépendamment du sexe, de I'age et de l'origine géographique.
Cette classification basée sur la prévalence d’'un genre bactérien a permis d’établir 3

groupes distincts, appelés entérotypes (Figure 21) (Arumugam et al., 2011).

Les 3 entérotypes sont :

- Enterotype 1 : dominance du genre Bacteroides

- Enterotype 2 : dominance du genre Prevotella

- Enterotype 3 : dominance du genre Ruminococcus

d Bacteroides Prevotella Ruminococcus
- 0
0.5+ _
0.3 0.06
® |
s 0|
'5'; 0.3 0.2+ :
3 4
< ° — 0.1+ i 0.02
= - —
é L R 0.014 [ ==
a . ' T
1 2 3 2 1 2 3
Enterotype Enterotype Enterotype

Figure 21 : Abondance des principaux contributeurs de chaque entérotype (Arumugam et al.,
2011)

Il faut souligner que ces entérotypes correspondent a des écosystemes différents, les
genres dominants étant présents en association ou en exclusion a d'autres genres
bactériens et que I'écologie sous-jacente reste encore a étre mieux comprise. Cette
notion d'entérotype a été controversée pendant plusieurs années, mais un article de
perspective publié en 2018, par les différents acteurs de cette controverse, a mis fin

au débat et accepté cette notion (Costea et al., 2018).

En condition homéostatique, le microbiote intestinal assure de nombreuses fonctions
physiologiques afin d’entretenir la relation symbiotique existante entre lui et son héte.

Voici les principales fonctions du microbiote.

a) Deéveloppement et maintien de I'intégrité de la barriére épithéliale

Suite a la colonisation du tractus Gl par le microbiote a la naissance, les échanges

entre '’hbte et le microbiote vont tout de suite s’établir. Les premiéres interactions vont
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permettrent le développement de I'épithélium intestinal et du systéme immunitaire. En
effet, des études ont montré que les souris axéniques (dépourvues de microbiote)
présentaient un systeme digestif immature et montraient de nhombreuses anomalies
comme un colon plus long, une atrophie des villosités et des cryptes (Kandori et al.,
1996; Thompson and Trexler, 1971). Les fonctions métaboliques et le développement
du systéme immunitaire sont également immatures. Ces observations soulignent
'importance du microbiote intestinal dans le développement structural et fonctionnel
de lintestin.

Au-dela de la barriére « physique » faite par les cellules épithéliales et la couche de
mucus, le microbiote va aussi participer a I'effet barriere, par exemple, en s’opposant
a la colonisation de pathogénes par compétition pour les nutriments ou les sites
d’adhésion ou par production de bactériocines (Zheng et al., 2015). Certaines
bactéries influencent le renouvellement et la différenciation cellulaire de I'épithélium
intestinal (Becker et al., 2013). Récemment, la composition du microbiote intestinal a
été impliquée dans la modification de la qualité et de la pénétrabilité de la couche de
mucus au nhiveau du colon (Jakobsson et al., 2015). De plus, I'effet de barriére est
conduit par le maintien des jonctions adhérentes (B-catenin, E-cadhérine, ...) ou des
jonctions serrées (claudines, occludines et zonula occludines), qui ont un réle
déterminant dans la perméabilité intestinale.

Le microbiote joue aussi un role indirect dans le maintien de la barriere épithéliale en
stimulant le systéeme immunitaire de I'épithélium intestinal. Cela se traduit par une
stimulation de la production de mucus, des peptides antimicrobiens, des
immunoglobulines A et par un renforcement des jonctions serrées (Duncan and
Edberg; Hoffmann et al., 2016; Hooper et al., 2012; Johansson, 2014).

b) Fonction métabolique

Lors de la digestion des aliments, 'homme a une inaptitude a digérer certains
composés alimentaires tels que de nombreux glucides (polysaccharides,
oligosaccharides ou divers sucres). Le microbiote a la capacité de digérer ces
macromolécules en molécules plus petites et assimilables par 'homme et par
certaines bactéries. Pour ce faire, la dégradation anaérobie (fermentation) de ces
polysaccharides est complexe et nécessite d’avoir des micro-organismes possédant

un équipement enzymatique approprié dont des glycosyl transférases, glucosides
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hydrolases et polysaccharides lyases (Bernalier-Donadille, 2010; Jandhyala, 2015).
Les principales bactéries du microbiote impliquées dans le métabolisme des glucides
sont les Bacteroides, Roseburia, Bifidobacterium, Faecalibacterium et Enterobacteria.
Elles permettent de transformer les oligosaccharides indigestibles en acide gras a
chaine courte (AGCC) comme le butyrate, le propionate ou l'acétate et des gaz. Ces
AGCC sont une source d’énergie pour I'héte (Scott et al., 2013).

Concernant les protéines alimentaires résiduelles, elles représentent une source
d’azote et de carbone pour le microbiote. Pour cela, les bactéries doivent faire
intervenir des protéases, des désaminases ou encore des transaminases. Les
principales espéces possédant ces fonctions sont : les Bacteroidetes, Clostridium,
Propionibacterium, Streptococcus et Lactobacillus (Marteau and Doré, 2017). Ainsi les
métabolites générés a partir de la fermentation des protéines sont surtout des acides
gras a chaine ramifiée, de 'ammoniaque, des phénols, des amines et des sulfures.
L’inconvénient de ces métabolites est qu’ils peuvent étre potentiellement toxiques pour
’lhomme en forte concentration dans le colon (Mafra et al., 2013).

Le troisieme rdle métabolique important du microbiote est la synthése de vitamine K2

(ménaquinone), B12 et B8 (biotine).

Ainsi la fonction métabolique du microbiote génére une diversité de métabolites qui
ont un réle essentiel sur la santé. Principalement absorbés au niveau de I'épithélium
intestinal, ils peuvent exercer un effet bénéfique physiologique. Les AGCC sont un
source importante d’énergie pour les cellules coliques, en particulier le butyrate qui

apporte 80% de I'énergie aux colonocytes (Blottiére et al., 2003).

c) Développement et maturation du systéme immunitaire

Les bactéries commensales assurent également un réle de protection de I'héte par
modulation du systéme immunitaire. L’implication du microbiote dans la maturation du
systéme immunitaire a d’abord été observée chez des souris axéniques. Ces souris
présentaient un déficit immunitaire important avec une diminution de la taille des
plagues de Peyer et du nombre de follicules lymphoides. L’influence du microbiote
intestinal sur la réponse immunitaire va au-dela de la muqueuse intestinale car il peut
moduler le systéme immunitaire systémique. Le microbiote peut activer les récepteurs

de I'immunité innée appelés PRR (Pattern Recognition Receptors) présents sur les
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cellules épithéliales. L’activation des récepteurs entraine une activation et/ou
modulation de la réponse immunitaire innée et induit une production de mucines, de
peptides antimicrobiens, de cytokines pro-inflammatoires et permet le recrutement de
macrophages (Shapiro et al., 2014).

L’activation de la réponse immunitaire adaptative se fait principalement par les plaques
de Peyer, et les nodules lymphoides. L’épithélium de ces régions possede des cellules
dédifférenciées, appelées cellule M. Leur role est de permettre la captation des
antigéenes de la lumiére intestinale pour activer les lymphocytes B et T. Les cellules
dendritiques peuvent aussi contribuer a cette réponse immunitaire (Marteau and Doré,
2017; Rescigno, 2014). Ainsi le microbiote a un réle crucial pour le développement, la

maturation et la modulation du systéeme immunitaire inné et adaptatif.

L’équilibre entre ’'homme et son microbiote est indispensable pour maintenir cette
relation symbiotique. Cependant, le microbiote est soumis & de nombreuses pressions
de la part de son héte mais aussi de la part de facteurs environnementaux, comme
nous pouvons le voir sur la Figure 22 (Eloe-Fadrosh and Rasko, 2013). Tous ces
facteurs peuvent affecter la composition du microbiote intestinal et rompre cet
équilibre, on parle alors de dyshiose. A ce jour, il existe plusieurs définitions de la

dysbiose avec une vision plus ou moins large de cet événement.

Modulators of the microbiota
Antibiotics
Probiotics
Prebiotics
Fecal
transplant
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Hormones \—/ Stress

Figure 22 : Schématisation des interactions et facteurs pouvant entrainer une dysbiose (Eloe-
Fadrosh and Rasko, 2013)
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La définition la plus commune parle d’'un changement général de la composition du
microbiote, c'est-a-dire une altération ou une perturbation de la composition du
microbiote avec la notion d’une perte de la diversité. La seconde définition, plus
précise, décrit un déséquilibre du microbiote. Cela implique un disfonctionnement du
microbiote avec souvent la notion négative pour I'héte. Aussi, cette définition fait
référence a la rupture de la symbiose entre le microbiote et 'hdte donc la perte de
'homéostasie. La troisieme définition relatée est plus précise et concerne des
changements spécifiques d’'un taxon et/ou la présence d’'un pathogéne dans le sang
(Eloe-Fadrosh and Rasko, 2013).

Ainsi, lorsque 'homéostasie entre le microbiote et son héte est rompue, et que le
microbiote entre en dysbiose, il peut étre associé a de nombreuses pathologies.

Le tableau ci-dessous fait état des pathologies humaines pour lesquelles une
"dysbiose" du microbiote intestinal a été rapportées dans des études cliniques que ce
soit par métaséquencage ciblé ou par séquencage métagénomique.
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Tableau 4 : Liste non exhaustive des maladies pour lesquelles une dysbiose a été mise en
évidence adaptée de (Blottiere and Doré, 2016).

Pathologies Selected references

Crohn’s disease (Gevers et al., 2014, Qin, 2010)
Ucerative colitis (Lepage et al., 2011; Qin, 2010)

Celiac disease (D’Argenio et al., 2016)

Irritable bowel syndrome (Saulnier et al., 2011)

Colorectal cancer (Sobhani et al., 2011; Zeller et al., 2014)
Obesity (Le Chatelier et al., 2013; Ley et al., 2006)
Type 1 diabetes (Kostic et al., 2015)

Type 2 diabetes (Forslund et al., 2015)

Seniors frailty (Claesson et al., 2012)

GVHD (Taur et al., 2014)

Allergy (Abrahamsson et al., 2012)

Liver pathologies (Qin et al., 2014)

Cardiovascular diseases (Karlsson et al., 2012)

Autism (De Angelis et al., 2015; Finegold et al., 2010)
Depression (Naseribafrouei et al., 2014)

Multiple sclerosis (Berer et al., 2017; Cekanaviciute et al., 2017)
Alzheimer disease (Cattaneo et al., 2017)

Parkinson disease (Bedarf et al., 2017)

Hypertension (Lietal., 2017a)

Bone diseases (Breban et al., 2017; Wen et al., 2017)
Kidney diseases (Vaziri et al., 2013)
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[1l.Microbiote et cancer

Comme décrit précédemment, le microbiote intestinal est un écosysteme tres
complexe avec de nombreuses interactions a la fois avec I'h6te, entre les bactéries et
avec I'environnement. Tous ces échanges permettent de maintenir de nombreuses
fonctions nécessaires a la santé de I'h6te. Lorsque le microbiote est altéré, il peut étre

impliqué dans de nombreuses pathologies, comme le cancer (Wang et al., 2017).

1. Microbiote et étiologie des cancers

La relation entre cancer et microbiote intestinal est complexe mais aujourd’hui
reconnue (Garrett, 2015). Cette relation peut se définir sous 3 formes : soit le cancer
est une conséquence directe de micro-organismes oncogenes, soit le microbiote
contribue a la carcinogenése via un effet direct ou, soit par un effet indirect. Ces trois

types de relations microbiote-cancer vont maintenant étre détaillés.

En 2012, environ 15% des cas de cancers dans le monde sont attribuables aux micro-
organismes, et deux tiers de ces cancers se trouvent dans les pays les moins
développés. D’aprés le CIRC, 10 micro-organismes sont répertoriés comme

cancérigene pour ’'homme Tableau 5 (Plummer et al., 2016).

Tableau 5: Nombre d'incidence de cancer par infection en 2012 (Plummer et al., 2015)

Number of Proportion of Number of new cases Number of new cases attributable
new cases new cases attributable to infection by age group
attributableto  to infection by sex
each infectious
agent (%)
Males Females <50years  50-6Qyears >70years
Helicobacter pylori 770000 354% 500000 270000 91000 340000 330000
Human papillomavirus 640000 29-5% 66000 570000 270000 280000 90000
Hepatitis B virus 420000 19-2% 300000 120000 84000 190000 140000
Hepatitis C virus 170000 7-8% 110000 55000 26000 76000 66000
Epstein-Barr virus 120000 5-5% 80000 40000 61000 44000 14000
Human herpesvirus type 8 44000 2-0% 29000 15000 32000 7600 4500
Schistosoma haematobium 7000 0-3% 4900 2200 1300 3700 2100
Human T-cell ymphotropic virus, type 1 3000 0-1% 1700 1200 630 1200 1200
Opisthorchis viverrini or Clonorchis sinensis 1300 0-1% 820 470 130 670 490
All infectious agents 2200000 100-0% 1100000 1100000 570000 950000 650000
Numbers of cases rounded to two significant figures.
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Comme on peut le voir sur ce Tableau 5, la plupart des micro-organismes impliqués
sont des virus. L’agent infectieux bactérien ayant l'incidence la plus élevée est
Helicobacter pylori (H. pylori). Cette espece bactérienne est directement associée au
cancer de I'estomac, car elle colonise spécifiquement I'épithélium gastrique (Polk and
Peek, 2010). Bien que portée par la moitié de la population mondiale, seulement 1 a
3% des individus vont développer un cancer gastrique (Rajagopala et al., 2017). Le
mécanisme par lequel H. pylori contribue a développer un cancer gastrique est
principalement attribué a la sécrétion de cytotoxines associées au gene A (CagA) et
de cytotoxines A vacuolisantes (VacA), qui induisent une inflammation chronique, un
stress oxydatif et un dommage a I'ADN, pouvant contribuer a la carcinogenése
(Rajagopala et al., 2017; Wroblewski and Peek, 2013).

Au-dela des micro-organismes carcinogénes, le microbiote intestinal peut contribuer a
l'initiation et la progression d’autres cancers. Le cancer le plus étudié est le cancer
colorectal (CCR), car c'est a la fois la région ou le microbiote est en plus forte
concentration et ou la relation entre le microbiote intestinal et la barriere épithéliale
colorectale est directe (Gagniére et al., 2016).

Le CCR est un cancer multifactoriel qui peut étre causé par une combinaison de
facteurs : 'age, I'hérédité, des mutations génétiques, I'épigénétique, le comportement
alimentaire, le mode de vie (en particulier occidental) ou divers facteurs
environnementaux (Nistal et al., 2015). En effet, le CCR est un cancer fréquent dans
les pays développés, mais aujourd’hui ce probléme de santé devient un probléme pour
les pays émergents, conséquence de leur croissance économique. Le mode de vie
occidental est caractérisé principalement par une consommation excessive de viande
rouge, d’aliments trés caloriques et pauvres en fibres, et une sédentarité (Nistal et al.,

2015). Tous ces facteurs vont également impacter le microbiote.
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Une des premieres constatations cliniques
est que la composition du microbiote de
patients ayant une coloscopie saine et ceux
avec un CCR est significativement différente.
Comme, le montre la Figure 23, le profil
microbien des 2 groupes est distinct. Le
groupe atteint d’'un CCR présente une
augmentation des Bacteroidetes, des
Fusobacteria et des Proteobacteria au
détriment des Firmicutes. Une augmentation
des lymphocytes immunoréactifs Th-17 a
aussi été observée chez ces patients
(Sobhani et al., 2011).
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Figure 23: Comparaison de la composition
du microbiote fécal de patients témoins
(noir) a des patients atteints d'un CCR
(rouge) par une analyse en composantes
principales (PCA) (Sobhani et al., 2011).

Méme si aujourd’hui, nous ne savons pas encore si le microbiote exerce un effet direct

sur linitiation ou la progression du CCR, de plus en plus d’études soutiennent l'idée

que certaines bactéries jouent un role dans l'initiation et d’autres dans la progression

tumorale. On parle alors de bactéries initiatrices et de bactéries passagéres (Tjalsma

et al., 2012). Le tableau ci-dessous présente les principales bactéries initiatrices et

passageres du CCR.
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Tableau 6: Principales bactéries impliquées dans l'initiation et la progression de la
carcinogenése du CCR (Marteau and Doré, 2017).

Bactéries candidates Mécanisme d'action expliquant Surreprésentation chez les patients atteints
le pouvoir carcinogéne de CCR en comparaison a une population
contrdle

Bactéries initiatrices

Enterococcus faecalis Génotoxicité et instabilité chromosomique 0
par production de radicaux libres

Escherichia coli +
(hybridation in situ)

Souches génotoxiques d'E. coli Production de colibactine ou d'autres enzymes +
aux propriétés génotoxiques (tissu tumoral)

Souches adhérentes d'E. coli Réduction des capacités de réparationde 'ADN ~ +
(tissu tumoral)

Bacteroides fragilis entérotoxinogéne Inactivation de la E-cadhérine
Activation de la voie Wnt/B-caténine
Activité pro-inflammatoire (NF-xB) +
etdelavoie Thi7 (selles)
Génotoxicité (fragilysine)

Bactéries passagéres

Fusobacterium spp. Inhibition de |a E-cadhérine
Activation de |a voie Wnt/B-caténine +
Activité pro-inflammatoire (NF-kB) {tissu tumoral)
Hyperméthylation des ilots CpG

Streptococcus gallolyticus Activité pro-inflammatoire favorisant +

(bovis, biotype 1) . la croissance tumorale (tissu tumoral)

CCR : cancer colorectal.

Le réle du microbiote intestinal dans le développement du CCR a été montré dans
différents modeles murins pouvant développer un CCR spontanément. Le
développement de CCR chez les animaux est possible par plusieurs moyens, soit par
une modification génétique comme les souris ApcM"- (Agiiera-Gonzalez et al., 2017),
soit en utilisant des carcinogenes chimiques comme l'azoxyméthane (AOM) ou la
diméthylhydrazine (Reddy et al., 1975). Ainsi, une des premiéres études étudiant I'effet
du microbiote sur la tumorigenése colique a été I'étude de Schloss en 2013. Dans cette
étude, ils induisent le CCR par injection d’'un carcinogéne chimique, 'AOM, suivi d’'un
traitement au Dextran Sodium Sulfate. Ce travail montre que les souris ayant un
microbiote conventionnel sont plus susceptibles de développer des tumeurs
colorectales que les souris axéniques. De plus, le transfert d’'un microbiote dysbiotique
caractéristique de souris portant un CCR a des souris axéniques, va favoriser
I'’émergence des tumeurs chez les souris axéniques. Ces résultats nous montrent bien
gue le microbiote selon sa composition peut étre un acteur du développement du CCR
(Zackular et al., 2013). Une étude récente a mis en évidence l'effet pro-tumorigene
potentiel du microbiote dans le développement du CCR chez des souris axéniques ou

conventionnelles traitées a I'azoxyméthane et gavées avec des selles de patients
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atteints ou non d’un CCR. Les souris gavées avec les selles de patients avec un CCR
présentent une augmentation du nombre de polypes, une dysplasie intestinale élevée,
une prolifération cellulaire augmentée et une infiltration de cellules immunitaires et une
expression des genes pro-inflammatoires plus élevées que les souris gavées avec les

selles de patients témoins (Wong et al., 2017).

Le microbiote peut contribuer a des effets pro-carcinogéniques via 4 mécanismes
principaux (Figure 24) (Gagniere et al., 2016; Garrett, 2015; Nistal et al., 2015; Tilg et
al., 2018) :
1- L’activation du systeme immunitaire induisant un phénotype inflammatoire
par translocation bactérienne
2- La production de génotoxines et de facteurs de virulence par les bactéries
qui impactent directement 'ADN de I'h6te
3- L’induction d’un stress oxydatif par la production de Réactifs de I'oxygéne
(ROS)
4- La production de métabolites secondaires alimentaires par les bactéries

(acide biliaire secondaire, ...)
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Figure 24: Schéma représentant les mécanismes impliqués dans la carcinogenése du CCR
(Nistal et al., 2015).
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Des travaux récents ont montré que la présence de biofilms dans la muqueuse
normale de patients atteint d'un CCR sporadique était associé a un état pro-
carcinogene (Dejea et al., 2014; Johnson et al., 2015). Cela suggere que la
formation des biofiims pourrait étre un événement précoce dans le
développement du CCR héréditaire. De plus, il a été montré que le biofilm
bactérien était principalement composé d’E. coli (produisant la colibactine), et
B. fragilis (produisant la toxine bft). L’expression de ces bacteriocines était
augmentée chez les patients atteint de polypose adénomateuse familiale (une
forme héréditaire de CCR), et cette augmentation d’expression était associée a
'inflammation et aux dommages a '’ADN dans le colon. Il semble donc qu’il
existe un lien entre la néoplasie du colon et la présence et I'activité de certaines
bactéries au potentiel tumorigene. Des expériences complémentaires chez la

souris semblent corroborer cette hypothése (Dejea et al., 2018).

1.3. Microbiote intestinal et effet systémique

Au-dela de l'interaction locale entre le microbiote et la barriére épithéliale intestinale,
le microbiote peut aussi exercer une action systémique sur des organes distants. La
figure ci-dessous synthétise les mécanismes par lesquels le microbiote peut agir
systémiquement et les pathologies associées (Figure 25) (Belkaid and Naik, 2013)

De maniére générale, l'effet systémique du microbiote intestinal est médié par la
translocation de bactéries, de produits bactériens (métabolites, endotoxines, ...), ou

par la migration de cellules immunitaires ou inflammatoires (Roy and Trinchieri, 2017).
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Figure 25: Effets locaux et systémiques du microbiote intestinal (Roy and Trinchieri, 2017)

Concernant le lien entre le microbiote intestinal et les cancers systémiques, de
nombreux cancers ont été étudiés comme : cancer du foie, du pancréas, de la peau,
du sein, du poumon et du tractus urogénital (rein, ovaire, vessie, ...) (Pevsner-Fischer
et al., 2016; Tsilimigras et al., 2017). Bien que les recherches, portant sur la relation
entre ces cancers systémiques et le microbiote intestinal, soient a leurs débuts, de
nombreuses hypotheses ont pu étre soulevées. Par exemple pour le cancer du sein,
'hypothése la plus probable est la suivante : il a été montré que le microbiote était
capable de produire des enzymes métabolisant les cestrogénes, les 3-glucuronidases.
Ces enzymes produites par certaines bactéries peuvent déconjuguer les cestrogénes
et ainsi produire des cestrogénes circulants. Les femmes ménopausées possédant un

taux d’cestrogénes élevé dans le sérum ont un risque augmenté d’avoir un cancer du
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sein et dans ce cas le microbiote pourrait contribuer a cette augmentation du risque
(Fernandez et al., 2018; Shapira et al., 2013).

Bien que cette hypothése ne soit pas encore démontrée, nous savons quand méme
gue les glandes mammaires sont colonisées par un microbiote distinct (Xuan et al.,
2014). De plus, une étude clinique a montré que la tumeur mammaire possédait un
microbiote différent d’'un tissu mammaire sain (Xuan et al., 2014). Deux études
précliniques ont montré que le microbiote intestinal pourrait promouvoir I'apparition et
la progression du cancer du sein par une réaction inflammatoire (Lakritz et al., 2015;
Rutkowski et al., 2015).

2. Microbiote et chimiothérapies

La chimiothérapie est aujourd’hui le traitement de référence pour traiter les cancers.
Malheureusement, les nombreux effets secondaires associés obligent parfois les
médecins a réduire les traitements ou a y mettre fin. Le deuxiéme inconvénient des
chimiothérapies concerne la non spécificité. En effet, les chimiothérapies ciblent les
cellules avec un fort potentiel de réplication comme les cellules cancéreuses.
Cependant, les cellules épithéliales intestinales font partie des cellules qui se divisent
rapidement. C’est une des raisons pour lesquelles les effets secondaires les plus
courants sont les troubles gastro-intestinaux comme les diarrhées et les mucites
(Rigby et al., 2016).

Récemment, I'importance du microbiote dans la modulation des chimiothérapies a été
mise en évidence et le réle du microbiote dans [l'efficacité et la toxicité des
chimiothérapies est aujourd’hui reconnu (Roy and Trinchieri, 2017). On parle alors de
« pharmacomicrobiomique » car le but est de décrire ces interactions microbiote-héte-
traitement afin d’aller vers une médecine personnalisée (Alexander et al., 2017).

De nombreuses chimiothérapies ont été étudiées a ce jour. Alexander et al., ont ainsi
synthétisé lI'ensemble des mécanismes clés expliguant comment les bactéries
influencent les effets des chimiothérapies sur I'héte (Figure 26). lls proposent le
schéma ci-dessous appelé TIMER (pour Translocation, Immunomodulation,
Métabolisme, dégradation Enzymatique et Réduction de la diversité et de la variation

ecologique) (Figure 26) (Alexander et al., 2017).
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Figure 26: Schéma TIMER présentant une vue d'ensemble des interactions entre le microbiote-

I'hndte modulant I'efficacité et la toxicité des chimiothérapies (Alexander et al., 2017).

Nous allons maintenant détailler quelques exemples d’intéractions microbiote et

agents chimiothérapeutiques et décrire comment le microbiote peut influencer, d’abord

I'efficacité, puis la toxicité des chimiothérapies.

2.1. Microbiote et efficacité des chimiothérapies

Comme vu sur le schéma du TIMER (Figure 26), les bactéries peuvent moduler

I'efficacité des chimiothérapies en agissant sur la réponse immunitaire de I'héte. Les

cas du cyclophosphamide (CTX) et de I'oxaliplatine sont aujourd’hui trés bien étudiés.

a) Cyclophosmamide

La CTX est une pro-drogue, qui une fois activée va agir comme un agent alkylant

cytotoxique. L’administration de CTX entraine a la fois une dysbiose et une altération

de la barriere épithéliale intestinale, permettant une translocation des bactéries, en

particulier de bactéries Gram-positives, dans les ganglions lymphatiques chez les

souris portant une tumeur de sarcome (Viaud et al., 2013). Dans leur étude, Viaud et

al., ont montré que la translocation des bactéries commensales, Lactobacillus
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johnsonii et Enterococcus hirae, dans les organes lymphoides secondaires était
favorisatrice de I'activation du systéme immunitaire. Ainsi, chez les souris dépourvues
de microbiote (traitement a la Vancomycine), la CTX n’était plus efficace et
'accumulation des Th17 et Th1 dans la rate n'était plus présente. En revanche,
'administration de L. johnsonii et E. hirae chez ces souris restaurait la réponse des
Th17. Ainsi, le CTX peut causer des dommages intestinaux qui seraient nécessaires
a l'activation des cellules immunitaires périphériques et a l'efficacité antitumorale
(Viaud et al., 2013). Faisant suite a ces travaux, Daillere et al., ont montré que E. hirae
transloquait dans les ganglions lymphatiques secondaires et augmentait le ratio
CD8/Treg. Dans le méme temps, Barnesiella intestinihominis s’accumulait dans le
colon pour promouvoir linfiltration de cellules immunitaires dans les lésions
cancéreuses. Ainsi, ces deux especes bactériennes permettaient de changer le
microenvironnement tumoral en réduisant les lymphocytes T pour rendre la tumeur
plus sensible au CTX (Daillere et al., 2016).

b) Oxaliplatine

Comme pour le CTX, les bactéries commensales doivent interagir avec le systéeme
immunitaire de I'hote pour augmenter l'efficacité anti-tumorale de I'oxaliplatine. En
effet, Lida et al. ont montré que I'oxaliplatine pouvait entrainer la production des dérivés
réactifs de 'oxygéne (ROS) par les cellules myéloides, qui induisait un stress oxydatif
intra-tumoral et augmentait la mort des cellules cancéreuses par dommage a 'ADN
(lida et al., 2013). Lorsque les souris, porteuses d’'un carcinome du colon en sous-
cutané, sont dépourvues de microbiote ou ont subi un traitement antibiotique, la
production de ROS et I'effet anti-tumoral de la chimiothérapie étaient diminués. Cela
suggeére donc que le microbiote est nécessaire a l'efficacité de I'oxaliplatine (lida et al.,
2013).

c) Gemcitabine

Les bactéries ont la capacité de biotransformer une molécule chimique comme une
toxine, un polluant, un médicament, etc... via des enzymes endogénes. Afin de mieux
comprendre l'interaction entre bactéries et chimiothérapie, et de savoir siles molécules
anti-cancéreuses sont sujettes a la biotransformation par les bactéries, I'équipe de

Tangney a examiné, in vitro sur des lignées cellulaires de carcinome pulmonaire
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(Lewis Lung Carcinoma) ou de colon (CT26), l'efficacité de 30 chimiothérapies en
présence des bactéries E. coli Nissle 1917 ou Listeria welshimeri (Lehouritis et al.,
2015). Ainsi, en présence de E. coli, la toxicité in vitro de la Gemcitabine vis-a-vis de
cellules tumorales était réduite. De méme, in vivo, son activité anti-tumorale était
diminuée en présence de E. coli (augmentation du volume tumoral et diminution de la
survie des souris). Cette équipe montrait également une acétylation de la Gemcitabine
par les bactéries qui pouvait influencer la réponse tumorale et la toxicité de la

gemcitabine (Lehouritis et al., 2015).

Une autre étude a montré que la gemcitabine entrainait des modifications de la
composition du microbiote intestinal chez des souris portant un carcinome canalaire
pancréatique. Cette dysbiose se traduisait par une augmentation de bactéries pro-
inflammatoires, les Proteobacteria (Escherichia coli et Aeromonas hydrophila) et de
bactéries dégradant le mucus, les Verrucomicrobia (Akkermansia muciniphila). De
plus, I'activation de la voie NF-kB dans la tumeur est toujours observée suite au

traitement a la Gemcitabine (Panebianco et al., 2018).

L'lrinotecan (CPT-11) est une chimiothérapie principalement utilisée pour les cancers
solides comme le cancer du célon, du poumon, du cerveau, et certaines formes
réfractaires de leucémie et lymphome. Le CPT-11 est une pro-drogue, qui va d’abord
étre biotransformée en une forme active (SN-38) qui va catalyser l'activité de la
topoisomérase |, impliquée dans la réplication de 'ADN (Figure 27) (Wallace et al.,
2010).

A WV Liver Intestine
/\/\/\/\/\/\/\/\/\
s u \A/\ .
20, %\f»fﬁ QPG| SRR e 20 o,
0 " e PONCS >r / DIARRHEA
CPT—11 SN-38 SN- 38G SN-38G SN-38

EFFICACY

Figure 27 : Métabolisme de I'lrinotecan (CPT-11) a travers ses différentes phases de
biotransformation : activation, inactivation et son interaction avec les B-glucuronidases du
microbiote (Wallace et al., 2010).
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Apres avoir exercé ses effets anti-tumoraux, le SN-38 est glucuronidé dans le foie par
une enzyme UDP-glucuronosyl-transférase pour créer une forme inactive SN-38G. La
forme inactive est ensuite excrétée dans lintestin par la voie biliaire afin d’étre
éliminée. Cependant, une fois dans l'intestin, les B-glucuronidases du microbiote
commensal vont réactiver ce métabolite en enlevant le groupe glucuronide pour s’en
servir comme source de carbone. Ainsi, la réactivation de I'irinotecan va entrainer des
dommages intestinaux et de séveres diarrhées. Selon la FDA, plus de 88% des
patients présentent des diarrhées et 31% ont des diarrhées de grade 3-4 (Wallace et
al., 2015). Cela entraine donc une réduction des doses ou l'arrét du traitement
(Wallace et al., 2015)

Pour contrer ces effets indésirables et prévenir de la réactivation de lirinotecan,
I'équipe de Redinbo a dans un premier temps établi la structure des B-glucuronidases
bactériennes afin d’identifier le potentiel inhibiteur de ces enzymes bactériennes.
L’équipe a ensuite testé ces inhibiteurs avec succés chez des souris et montré qu’en
associant l'irinotecan a ces inhibiteurs de B-glucuronidases bactériennes, la toxicité
intestinale était diminuée et l'efficacité de la chimiothérapie était donc augmentée
(Roberts et al., 2013; Wallace et al., 2010, 2015).

3. Microbiote et immunothérapies

L’immunothérapie est la nouvelle approche de traitement anti-cancéreux. Ce type de
traitement a montré son efficacité pour traiter les cancers solides et hématopoiétiques.
L’immunothérapie a permis d'obtenir des réponses compléetes et durables pour des
mélanomes métastatiques et des cancers du poumon, pour lesquels les thérapies
conventionnelles ne fonctionnaient pas (Roy and Trinchieri, 2017).

En 2015, deux études ont mis en avant I'importance de la composition du microbiote
pour I'efficacité de 'immunothérapie.

La premiere étude a montré que la présence de Bifidobacterium spp. augmentait
I'efficacité de 'immunothérapie anti-PD-L1 en activant la réponse anti-tumorale des
lymphocytes T (Sivan et al., 2015).

En effet, en comparant la croissance tumorale d’'un mélanome dans une lignée de

souris similaire mais provenant de deux fournisseurs différents (Jackson Laboratory
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(JAX) et Taconic Farms (TAC)), ils ont observé que la croissance tumorale du
mélanome était moins agressive chez les souris JAX et que la réponse immunitaire
contre la tumeur (infiltration des lymphocyte T CD8+) était aussi plus élevée chez les
souris JAX. De plus, la thérapie anti-PD-L1 était également plus efficace chez les
souris JAX que chez les TAC. Cette efficacité de 'immunothérapie était corrélée a la
présence de ces trois especes Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum et
Bifidobacterium adolescentis. Puis, en traitant des souris JAX, préalablement gavées
avec un cocktail de Bifidobacterium spp., l'efficacité de l'immunothérapie était

retrouvée ainsi que l'activation de la réponse immunitaire (Sivan et al., 2015).

La deuxiéme étude a montré que lipilimumab, un anticorps dirigé contre le CTLA-4,
avait une efficacité augmentée en présence de Bacteroidetes fragilis et Burkholderia
cepacia car ils permettaient I'activation de la réponse immunitaire (Vétizou et al.,
2015). Plus tard, Dubin et al., ont complété cette étude sur l'ipilimumab en montrant
que la sur-représentation des Bacteroidetes était corrélée a une résistance au
traitement et a I'apparition de colites (effets secondaires observés chez 1/3 des
patients recevant I'ipilimumab) (Dubin et al., 2016). Récemment, I'étude de Routy et
al., a montré que les souris et les patients traités par antibiotique avant
limmunothérapie étaient plus résistants au traitement. De plus, ils trouvaient
qu’Akkermensia muciniphila était plus présente chez les personnes sensibles au
traitement. En colonisant des souris avec le microbiote fécal d’'un patient répondeur,
I'efficacité de 'immunothérapie était rétablie. Ainsi, il semble dans cette étude qu' A.
muciniphila soit un agent microbien capable d’augmenter 'efficacité de PD-1 et serait
un marqueur de réponse au traitement (Routy et al., 2018). Ces résultats doivent bien
entendu étre confirmés mais ils soulignent l'importance du microbiote intestinal du

patient dans la réponse aux immunothérapies.
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4. Microbiote et cancer du poumon

Récemment, le dogme concernant la stérilité des poumons chez un individu sain a été
brisé. Les poumons possedent également un microbiote spécifique et varié, qui

pourrait étre impliqué dans certaines pathologies (Dickson et al., 2014a).

Par leur forte exposition a I'environnement extérieur, les poumons sont la porte
d’entrée a de nombreux micro-organismes. Bien qu’ils soient équipés d’'une défense
immunitaire antimicrobienne robuste et efficace, les poumons d’un individu sain ne
sont pas stériles, et possédent un microbiote bien distinct. Grace a I'avancée des
techniques indépendantes de la culture, le profil microbien des poumons a pu étre
déterminé. Malgré qu’on soit qu’au début de cette exploration, la revue de Bingula et
al., présente un tableau de synthese regroupant les bactéries les plus détectées dans
le systéme respiratoire de personnes saines (Tableau 7). En 2014, Dickson et al.,
proposent un nouveau modeéle conceptuel de la répartition du microbiote dans les
poumons (Dickson et al., 2014b). lls suggerent que plus la communauté bactérienne
pulmonaire est distale, plus elle est disséminée et pauvre. La composition du
microbiote pulmonaire est aussi déterminée par I'équilibre entre les bactéries
transitoires (apportées par la respiration) et les bactéries éliminées (Budden et al.,
2017). De plus, tout comme le microbiote intestinal, le microenvironnement
(température, pH, oxygéne, systéme immunitaire de I'héte...) influe beaucoup sur la
composition et la biogéographie du microbiote dans les poumons (Dickson et al.,
2014b).

Les études de la composition du microbiote pulmonaire étant encore récentes, elles
sont a prendre avec précaution (Bingula et al.,, 2017). En effet, aujourd’hui les
protocoles ne sont pas standardisés et la méthode de prélevement choisie (lavage

broncho-alvéolaire ou biopsies) influe beaucoup sur les résultats finaux.
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Tableau 7: Composition bactérienne des différentes parties du systéme respiratoire de sujets

sains (Bingula et al., 2017).
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A ce jour, de nombreuses publications ont mis en évidence une relation existante entre
la composition du microbiote pulmonaire et certaines maladies pulmonaires comme :
les maladies pulmonaires obstructives chroniques (MPOC), les fibroses kystiques,
I'asthme ou encore les fibroses pulmonaires idiopathiques. Le Tableau 8 regroupe les
principales modifications du microbiote pulmonaire observées dans ces pathologies
(Mao et al., 2018).

Tableau 8: Tableau synthétique présentant les différents taxa du microbiote pulmonaire

caractéristiques des différentes pathologies (Mao et al., 2018).

1 Table 1. Current findings of relationship between lung microbiota and lung disease.
Medical ) . Sample
. References Differential taxa features™ . Sample type
condition size
. 2 phyla: Firmicutes 4 genera: Ochrobactrum 1 Stenofrophomonas )
Kim et al o i 26 lung tissue
Propionibacterium
Sze et al** phyla: Firmicutest™ genera: Lactobacillust 24 lung tissue
o5 . L . broncho alveolar
Pragman et al phyla: Fusobacteria™ genera: Lepfofrichia 1 Fusobacterium 1T 32 |
avage
Chronic Millares et al*® genera: Pseudomonas 4 Corynebacteriumt Moraxella 16 sputum
Obstructive . . 27 phyla: Proteobacteria & Firmicutes 4 Actinobacteria & Bacteroidetes
Garcia-Nufiez et al 17 sputum
Pulmonary
Disease phyla: Bacteroidetes 1 Firmicutes 1+ Fusobacteria * Actinobacteria
23 4 Proteobacteria ¥
Lee et al : . 8 sputum
genera: Prevotellat Porphyromonast Veillonellat Fusobacteriumt
Strepfococoust
. stable: H influenzaet
Garcha et al . . ) 134 sputum
exacerbation: S pneumoniaet™ M catarrhalis ™
Carmody et al® genera: Staphylococeust Burkholderia®™ Streptococoust 4 sputum
Fodor et al** genera: Pseudomonas® Burkholderiat 23 sputum mouthwash
5 broncho alveolar
Frayman et al genera: Staphylococeust Streptococcust Pseudomonast 95
Cvstic Fi . lavage
ystic Fibrosis
% genera: Streptococcust Burkholderiat Prevotellat Haemophilust broncho alveolar
Laguna et al 12
Porphyromonas, and Veillonellat lavage
. a7 genera: Pseudomonast Staphylococcust Stenotrophomonast
Feigelman et al 17 sputum
Achromobactert
Hilty et al® phyla: Proteobacteriat  genera: Haemophilus spp. T bronchoscopy
Marri et al** phyla: Proteobacteriat Firmicutes\ Actinobacteriad 20 sputum
Asth Teo et al™® phyla: Proteobacteriat genera: Streptococcust 234 nasopharyngeal
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Le dialogue entre le microbiote intestinal et le microbiote pulmonaire a récemment été
découvert et a permis de mettre en évidence un échange bidirectionnel entre ces deux
organes.
L’interaction entre le microbiote intestinal et pulmonaire peut étre médié par deux voies
principales :

- Par translocation de bactéries ou de produits bactériens

- Par I'activation de la réponse immunitaire de I'héte
La Figure 28 ci-dessous résume I'ensemble des voies possibles qui permettent le

dialogue entre les microbiotes intestinal et pulmonaire.

La 1° voie qui fait intervenir la translocation de bactéries ou de produits bactériens se
fait majoritairement lorsque l'intégrité de la barriére intestinale ou pulmonaire est
altérée. Apres translocation, les bactéries ou produits bactériens peuvent soit passer
dans la circulation sanguine, soit étre transférés dans les ganglions lymphatiques
mésentériques puis pulmonaires, ou inversement. Concernant le lien microbiote
intestinal vers le microbiote pulmonaire, une étude a montré que lorsque les souris
étaient gavées avec des AGCC, les allergies respiratoires diminuaient (Trompette et
al., 2014). Concernant le lien du microbiote pulmonaire vers le microbiote intestinal, la
translocation bactérienne reste encore floue et semble se produire de fagcon annexe a

une réaction inflammatoire (Bingula et al., 2017; Budden et al., 2017).

La 2¢me yoie d'interaction entre les deux microbiotes fait intervenir I'immunité de I'hote.
En effet, lors de translocation bactérienne, de Iésions ou autres évenements causant
l'activation d’une réaction inflammatoire, le systéme immunitaire d’abord inné puis
adaptatif vont s’activer. Ainsi la migration des cellules immunitaires peut faire le lien

entre les deux organes (Bingula et al., 2017; Budden et al., 2017).
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Comme nous venons de le voir, des études ont montré le lien potentiel existant entre
le microbiote intestinal et de nombreux cancers, cependant la relation entre le
microbiote et le cancer du poumon reste encore inconnue. Bien que la relation entre
le microbiote pulmonaire et intestinal soit encore a leurs prémices, des observations
ont montré que les patients avec des maladies chroniques pulmonaires (COPD,
asthme, ...) ont souvent en paralléle des maladies chronique du Gl comme des IBD,
IBS. De méme, 50% des patients avec un IBD et 33% avec un IBS ont des troubles
pulmonaires (Budden et al., 2017). De plus, il parait évident que des maladies aigues
ou chroniques pulmonaires comme la MPOC ou des fibroses sont une étape pré-
cancer. Car souvent I'un des points communs de ces pathologies est |la présence d’une
forte inflammation pulmonaire et/ou intestinale, causée par des Iésions de la barriere
épithéliale, une colonisation pathogénique, ou encore par des facteurs intrinseques
(Bingula et al., 2017). En revanche, la relation entre microbiote pulmonaire et cancer
du poumon est de mieux en mieux caractérisée et des profils ou des bactéries
biomarqueurs « prédictives » du cancer du poumon commencent a apparaitre (Mao et
al., 2018).

A ma connaissance, les seules publications étudiant cette relation se concentrent sur
'étude de l'efficacité d’un traitement en fonction du microbiote comme vu dans le
paragraphe précédent. Un exemple permettant d’illustrer les recherches actuelles sur
ce sujet, est apporté par I'étude de Gui et al., qui montre que l'efficacité du cisplatine
était diminuée par un traitement antibiotique et augmentée lorsqu’il était associé a

certains Lactobacilles (Gui et al., 2015).
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IMODI (Innovative MODels Initiative against cancer) est un consortium national,
constitué de 18 partenaires, incluant plusieurs compagnies pharmaceutiques dont
Sanofi, Servier, Ipsen, et Pierre Fabre, ainsi qu’'une société de recherche sous contrat,
Biofortis Mérieux NutriSciences.

L’objectif du projet IMODI est de développer de nouveaux modeles expérimentaux de
cancers reproduisant le plus fidelement possible la tumeur primaire humaine, appelés
PDX (Patient-Derived Tumor Xenograft) pour 8 cancers (poumon, sein, ovaire, foie,
prostate, pancréas, lymphome et myélome). A travers la caractérisation exhaustive de
chaque PDX, incluant I'historique clinique du patient et les caractéristiques
histologiques, moléculaires et pharmacologiques, ces nouveaux modeles
cartographient mieux I'hétérogénéité des tumeurs. Les PDX permettent ainsi le

développement de nouvelles thérapies anti-cancéreuses plus personnalisées.

Comme nous 'avons vu dans la partie bibliographique, I'intérét d’étudier le microbiote
est grandissant en cancérologie car, il est reconnu que le microbiote peut contribuer a
l'initiation et/ou a la progression tumorale, et qu’il peut jouer un réle dans la modulation

de l'efficacité et de la toxicité des chimiothérapies.

Ma thése s’intégre dans ce projet IMODI, et plus particulierement dans la partie
caractérisation pharmacologique des modeles PDX. En complément de I'étude de
I'efficacité et de la toxicité de quatre agents chimiothérapeutiques pour un méme
modele PDX, mon objectif général est d’étudier I'impact des chimiothérapies sur le
microbiote intestinal.

En conséquence, dans le projet IMODI, nous nous sommes intéressés a la question
suivante : quel impact ont les agents chimiothérapeutiques sur le microbiote
intestinal ?

Au début de ces travaux, nous avons etudié la composition du microbiote intestinal
des modeles PDX avant et aprées traitements chimiothérapeutiques. L’objectif était
d’explorer I'impact de chaque agent chimiothérapeutique, en monothérapie, sur le
microbiote de PDX de plusieurs types et sous-types tumoraux. Nos premieres
observations ont montré que la perturbation du microbiote pouvait étre plus ou moins
importante en fonction des médicaments et des modéles. Et a contrario, certaines
chimiothérapies n’entrainaient aucune dysbiose du microbiote. Ces résultats ne sont

pas présentés dans le présent manuscrit. Méme si ce travail exploratoire a été
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relativement long, il aurait mérité d’étre répété pour avoir des résultats robustes. De
plus, ces résultats portaient sur d’autres agents chimiothérapeutiques et nous voulions

concentrer ce mémoire sur le pemetrexed uniquement.

Cette premiére étape a permis de sélectionner la chimiothérapie la plus pertinente et
intéressante a étudier pour la suite de ma thése. Nous avons fait le choix de focaliser
la thése sur le pemetrexed chez les PDX de cancer du poumon.

Plusieurs raisons ont motivé notre choix :

- Le pemetrexed est actuellement trés utilisé dans les cas d’adénocarcinomes du
poumon avancés mais il entraine de nombreux effets indésirables (mucites,
diarrhées) a cause de son activité a large spectre.

- La 1°¢ investigation effectuée chez 2 modéles PDX, nous a permis d'observer
un impact important et reproductible sur le microbiote, avec une augmentation
de bactéries potentiellement pathogénes.

- Aucune étude n’a encore exploré I'impact de ce médicament sur le microbiote

intestinal.

La question principale de la thése était donc : quel est I'impact du pemetrexed sur le
microbiote intestinal des modeles PDX d’adénocarcinome de poumon ?
Les grandes étapes de ma these étaient d' :
- Etudier I'impact du pemetrexed sur le microbiote des PDX, et de souris non
greffées comme contréle
- Etudier I'impact du pemetrexed sur l'intégrité de la barriére épithéliale

- Explorer l'inflammation induite par le traitement
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l. Article N°1 : “Impact of pemetrexed chemotherapy on gut
microbiota and intestinal inflammation of Patient-Lung-

Derived Tumor Xenograft (PDX) Mouse Models”

Comme décrit précédemment, de nombreux progres ont été réalisés dans le domaine
des traitements anti-cancéreux pour le cancer du poumon. Cependant, la majorité des
patients sont diagnostiqués a un stade avancé, permettant seulement un traitement
chimiothérapeutique. Ainsi, la chimiothérapie reste le traitement de référence pour de
nombreux patients

Cependant cette solution thérapeutique est associée a de nombreux effets
secondaires. En effet, les chimiothérapies ne sont pas spécifiques et n’attaquent pas
seulement les cellules cancéreuses, elles ciblent les cellules avec un fort potentiel de
prolifération. De ce fait, elles détruisent aussi bien les cellules tumorales que les
cellules souches intestinales. Une des chimiothérapies recommandées par la
commission de la Transparence de la Haute Autorité de Santé, dans le traitement des
cancers du poumon de type CBNPC non épidermoides avanceés, est le pemetrexed.
Cette chimiothérapie est un antifolate multicible qui inhibe plusieurs enzymes
impliquées dans la synthése de 'ADN. A cause de son activité a large spectre, le
pemetrexed entraine de nombreuses toxicités comme des neutropénies ou des

troubles gastrointestinaux (mucites, diarrhées).

Le but de notre étude est, d’abord, d’étudier I'impact du pemetrexed sur la composition
du microbiote, puis d’investiguer son impact sur l'intégrité et l'inflammation de la
barriere épithéliale du colon dans un modéle PDX d’adénocarcinome de poumon. Pour
ce faire, nous avons défini le protocole expérimental suivant : Aprés I'établissement
des modéles PDX et une fois que la tumeur atteint un volume entre 150 et 250 mm?,
les souris sont randomisées en 4 groupes : Control (C), Tumeur (T), Pemetrexed (P)
et Tumeur + Pemetrexed (T+P). Cette expérimentation comporte 3 temps clés : avant
traitement, 24h apres traitement et 1 semaine apres traitement. A chaque temps,
'impact de la tumeur et du pemetrexed sont étudiés sur la composition du microbiote
et sur I'état, 'inflammation et la perméabilité de la barriere épithéliale. Etant donné leur

savoir-faire pour [I'établissement des modeles PDX et la conduite d’études
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pharmacologiques, I'ensemble de cette étude préclinique a été réalisé par
Oncodesign, partenaire du projet IMODI.
De maniére générale, cette étude révéle que 24h apres le traitement :

0] le pemetrexed impacte la composition du microbiote intestinal 24h et une
semaine apres traitement en entrainant plusieurs variations dont une forte
augmentation des Enterobacteriaceae.

(i) le pemetrexed entraine une altération significative de I'intégrité de la barriére

épithéliale associée a une inflammation précoce.

Les résultats de cette étude sont présentés dans I'article suivant, actuellement en

cours de relecture dans le journal « Scientific Reports ».

A la suite de cet article, des résultats complémentaires non publiés sont joints, ainsi
gue des résultats effectués une semaine apres traitement qui n'ont pas été inclus dans

l'article.

1. Article

manuscripttrackingsystem SCIENTIFIC REPLIRTS
tracking system home | author instructions ‘ reviewer instructions |®hel|l |t'|rs||E|lnguut | journal home
[Manuscript # ||SREP-18-38811-T |
[Current Revision # |lo |
[Submission Date |[25th October 18 |
[Current Stage |[Manuscript Assigned to Editor |
Title Impact of pemetraxed chemotherapy on gut microbicta and intestinal inflammation of
Patient-Lung-Derived Tumaor ¥enograft (PDX) Mouse Models
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Abstract

Background: Significant progress has been realized in lung cancer treatment, such as
targeted therapies and immunotherapies. Nevertheless, chemotherapy remains the gold
standard for advanced cancer. Pemetrexed, a chemotherapeutic agent used in Non-Small
Cell Lung Cancer (NSCLC) can induce significant side effects in patients. Although the role
of the microbiota in carcinogenesis and efficacy or toxicity of chemotherapy agents has been
demonstrated, the impact of pemetrexed on the gut microbiota and gastrointestinal
inflammation remains unknown. The objective was to evaluate the impact of tumor graft and
pemetrexed on gut microbiota composition of patient-derived xenograft (PDX) mice. The
integrity of the intestinal epithelial barrier and inflammatory markers following treatment were
also analyzed.

Methods: Mice were treated with pemetrexed for two weeks. Fecal microbiota composition
was studied by 16S rRNA metabarcoding before,24h and one week after treatment. The
colon epithelial barrier integrity was evaluated by histological examination, intestinal
permeability measurements, and selected cytokine quantification.

Results: The tumor graft by itself induced some variations on fecal microbiota composition.
Pemetrexed further increased the relative abundance of Enterobacteriaceae and 3 families
from the Firmicutes phylum, as well as decreased Ruminococcaceae. Pemetrexed also
significantly altered the epithelial barrier integrity, which was associated with early
inflammation.

Conclusions: This pilot study shows that the association of a lung tumor with the
chemotherapeutic agent pemetrexed causes an alteration of the microbiota composition
along with an early inflammatory response. Such information increases our knowledge about
the chemotherapy impact on microbiota in order to minimize side effects, avoid infection

complications, and improve therapy effectiveness in the future.
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Article

Background

Lung cancer remains the most frequent cancer in the world, both in terms of incidence (1.8
million new cases/year) and mortality (1.6 million deaths/year) (1). During the last decade,
the theranostic of lung cancer based on personalized pharmacotherapy has achieved great
progress, particularly for the most common subtype Non-Small Cell Lung Carcinoma
(NSCLC). Beside histological classification, the tumor screening is now realized to obtain a
molecular profile and find some predictive and prognostic biomarkers. Thanks to major
breakthroughs in our knowledge, major subtypes of driver mutations are well known and can
be inhibited with targeted therapies, for example tyrosine kinase inhibitors, or monoclonal
antibody inhibiting angiogenesis or EGF pathway. More recently, the development of
immunotherapy allowed for new strategies in lung cancer (2,3). However, for the majority of
lung cancers, chemotherapy remains the treatment of reference because most patients
present a locally advanced or metastatic cancer (4). Pemetrexed is one of the recommended
drugs, combined with cisplatin or carboplatin, for a first-line treatment of advanced non-
sguamous lung cancer patients, but also as a maintenance therapy, or second and third line

therapies (3).

Pemetrexed (ALIMTA, Eli Lilly and Company, Indianapolis, USA) is a multi-target anti-folate
drug that inhibits several enzymes involved in the folate pathway: thymidylate synthase,
dihydrofolate reductase, and glycinamide ribonucleotide formyltransferase (5,6). These
enzymes are involved in the purine and pyrimidine nucleotide metabolism for DNA and RNA
synthesis (3). Given that pemetrexed has a broad-spectrum activity, this chemotherapy
results in several toxicities, including neutropenia, skin rash, diarrhea, mucositis, and

nausea/vomiting (4,5)
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The role of the gut microbiota in carcinogenesis has been recently revealed as complex, but
it is now well known that it could contribute to cancer risk and development (7). Some
bacteria can promote the initiation and progression of cancer via different processes.
Microbiota alteration can favor opportunistic pathogens and can contribute to higher mucosal
permeability, resulting in bacteria or bacterial compound translocation, and thus activating
components of both the innate and adaptive immune systems, leading to chronic
inflammation. The translocated bacterial products, like toxins or metabolites, can affect cell
cycle regulation, cell proliferation, and DNA integrity, and influence cancer development and
progression (7,8). In addition, recent studies have demonstrated the important role of the
microbiota in modulating the efficacy and toxicity of chemotherapies, and more recently
immunotherapies (7). Indeed, the antitumor efficacy could be modulated by bacteria through
their influence on host immune response. For instance, the effect of cyclophosphamide is
reduced in germ-free mice and in mice depleted in Gram-positive bacteria by antibiotic
treatment (9), but the presence of Lactobacillus johnsonii and Enterococcus hirae can restore
its efficacy. One of the side effects of this chemotherapy is to induce an alteration of the gut
mucosa, with a translocation of intraluminal bacteria into secondary lymphoid organs. The
translocation of these two bacteria could promote the antitumor adaptive immune response
by increasing the intratumoral CD8+ T cell/T regulatory cell ratio and activating pathogenic T
helper 17 cells and memory Th1 cell immune responses (7). In the case of irinotecan
treatment, the gut microbiota increases its toxicity. Irinotecan (CPT-11) is transformed into
the active antitumor drug (SN-38). To generate the inactive form, SN-38 is then converted in
the liver to an inactive glucuronide molecule (SN-38G) that is excreted via the bile duct into
the gut. The bacterial B-glucuronidase can cleave the glucuronide to use it as carbon source,
reactivating the compound to cytotoxic SN-38 form, causing intestinal toxicity and diarrhea

(10).

The relation between pemetrexed and the gut microbiota has not been studied yet although it

is a routine drug used for lung cancer treatment. We therefore decided to investigate the

4
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impact of pemetrexed, firstly, on the gut microbiota to highlight the potentially associated
dysbiosis (imbalance of gut microbiota), and secondly, on the colon epithelial barrier integrity
and inflammation. Our model was based on immunodeficient mice ectopically xenografted

with human lung tumors (PDX).

Methods

Animals and ethical considerations

Thirty nine healthy female CB17 SCID mice were obtained from Charles River (L’Arbresles,
France) and maintained in Specific Pathogen Free (SPF) conditions in accordance with the
Federation of European Laboratory Animal Science Association (FELASA) guidelines (11).
Animal housing and experimental procedures were conducted according to the French and
European Regulations and the NRC Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. The
protocol was approved by the Oncodesign animal care and use ethical committee (Oncomet)
which is certified by the French authorities (CNREEA agreement #391).

The tumor sample was obtained from a xenograft tumor bank previously established (12).

Experimental study design

The study design is presented in Figure 1. After a primary amplification in five healthy female
CB17 SCID mice, the human lung adenocarcinoma tissue was broken down into 30-50 mg
fragments that were subcutaneously implanted into the right flank of 18 mice while 16 mice
remained graft-free (day O of the study). Twenty-three days later (denoted as time point T01),
when the tumor volume reached 150 to 250 mm?, mice were randomized into one of the four
groups: “Control” (C group — no tumor and no treatment), “Tumor” (T group — tumor and no
treatment), “Pemetrexed” (P group — no tumor and treatment), and “Tumor + Pemetrexed”
(P+T group — tumor and treatment) groups. Mice treated with pemetrexed (ALIMTA, Eli Lilly

and Company, Indianapolis, USA ) received two cycles of once daily intraperitoneal injection
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(75 mg/kg in NaCl 0.9%) for 5 consecutive days, 2 weeks in a row (Figure 1). All mice were

weighed twice a week and the tumor volume measured with calipers.

Fecal sample collection
Feces were collected prior to treatment (T01), 24h (T02), and one week (T03) after the end
of the 2 pemetrexed cycles. These samples were stored at -80°C until microbiota

composition analysis.

16S metabarcoding analysis

DNA from PDX mouse stools were extracted using Maxwell® 16 Tissue DNA Purification Kits
(Promega, Charbonniére-les-Bains, France) after a bead-beating, following the
manufacturer's instructions. DNA extraction was performed on 100 mg of fecal sample.
Double-stranded DNA concentration was measured by fluorimetry, using Qubit® 3.0
Fluorometer, Qubit® dsDNA broad range, and a high sensitivity assay (Invitrogen Thermo
Fisher Scientific, lllikirch-Graffenstaden, France). DNA samples were stored at -20°C until
further processing.

The V3-V4 region of the bacterial 16S ribosomal RNA genes was amplified from microbiota
genomic DNA using universal primers: 341F (5-CCTACGGGNGGCWGCAG-3') and 785R
(5-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3'), as previously described (13). PCR was performed
by using 5 ng/uL of DNA, 0.2 uM of primers, 1X of KAPA HiFi HotStart Ready Mix (Roche,
Boulogne-Billancourt, France) for a final volume of 25 pL. PCR cycling was performed with
an initial denaturation at 95°C for 5 min, followed by 25 cycles at 98°C for 30 s, hybridization
at 55°C for 30 s, elongation at 72°C for 30 s, and a final extension of 72°C for 5 min. The
amplicons were purified using AMPure XP beads (Agencort, Beckman Coulter, Villepinte,
France) according to the manufacturer's instructions, and visualized by Bioanalyzer on DNA
chips Diversilab (Agilent technologies, Les Ulis, France). After DNA quantification, a library
was generated using a Nextera XT Index kit (lllumina, Paris, France). Each library was
purified with a Agencourt AMPure kit (Beckman Coulter), controlled for quality on the 2100
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Bioanalyzer platform (Agilent Technologies, Les Ulis, France), and quantified on a Qubit®
2.0 fluorometer (Life technologies, Thermo Fisher Scientific, lllikirch-Graffenstaden, France),
using a Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Life technologies, Thermo Fisher Scientific). Then, all
libraries quantified and normalized at 4 nM were pooled and denatured with 0.2 N NaOH,
diluted to 6pM and mixed with 20% of 6 pM denatured phiX, according to the lllumina
protocol. The amplicons were sequenced using the lllumina MiSeq platform using a 2 x 250
paired-end Miseq kit V2 (lllumina).

The generated sequences from fecal samples were analyzed using an in-house bioinformatic
pipeline adapted from the mothur software (14). Briefly, sequences were trimmed and
aligned to the V3-V4 region of the 16S gene of the Greengenes database formatted by
mothur (gg_13_5 99 release). Chimera sequences were removed using the UCHIME
algorithm. Reads were classified using a naive Bayesian classifier against Silva Release 123
formatted for mothur with a bootstrap cutoff of 70%. Sequences were then clustered into
operational taxonomic units (OTUs) using furthest neighbour clustering at a similarity
threshold of 97%. For each sample, OTU-based microbial diversity was estimated by
calculating the Shannon and rarefied Chao (to 12650 reads) indices with the R package
phyloseq (R version 3.4.3) (15).

(13)

qPCR on total bacteria

The total bacteria quantity was established by PCR using primer of 16S region: Uni331modF
5'- TCCTACGGGAGGCAGCAGTG-3" and E533modR 5'-TTACCGCGGCTGCTGGCACG-3'.
The DNA from samples at 5 ng/uL was amplified with primers at 0.7 yM and 1X of SYBR
gPCR Premix Ex Taq (Takara, Saint-Germain-en-Laye, France) in a final volume of 25 pL.
PCR reactions were submitted to the following conditions: 95°C for 3min; followed by 40
cycles of 95°C for 15 s, 60°C for 30 s, 72°C for 30 s, and finally held at 4°C, using 7500 Real

Time PCR System, Applied Biosystems.

Intestinal permeability in vivo
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Intestinal permeability was measured as described previously (16). FITC (fluorescein
isothiocyanate)-Dextran (4 kDa, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) was
administered by gavage at a concentration of 600 mg/kg body weight (10 mL/kg of a 60
mg/mL solution). Four hours after, animals were anesthetized with isoflurane gas (1.0-1.5%
Florane®, Abnott, France). Blood collected by cardiac puncture was centrifuged for 10 min
at 2,000 g and +4°C, and the plasma was stored at -80°C. Plasma was diluted in PBS (1/9
volume). Plasma FITC levels were determined by fluorescence spectrophotometer
(Varioskan, Thermo Fisher Scientific) with an excitation of 485 nm and an emission
wavelength of 528 nm. The readings were analyzed with the Skan It software (Thermo Fisher
Scientific).

(16)

RNA extraction

Total RNA of colon tissues was extracted by using NucleoSpin RNA/protein (Macherey
Nagel, Dire, Germany) following the manufacturer’s instructions. Briefly, 30 mg of tissue,
RA1 lysis buffer, and B-mercaptoethanol were homogenized in lysing Matrix D tubes with
Precellys-24 (6800 tr/min, 2 cycles of 25s) (Bertin Technologies, Montigny-le Bretonneux,
France). The cellular lysate was filtrated on Nucleospin Filter and ethanol was added to
separate RNA and proteins. The RNA was eluted from the column with ethanol and collected
in RNAase-free water. A treatment with TURBO™ DNAase (ThermoFisher Scientific) was

carried out.

Cytokine mRNA expression with RT-qPCR
cDNA was synthesized from 1 pg of total RNA using RT superscript Il (Invitrogen,
ThermoFisher scientific). Real-Time-PCR was performed by the SpetOnePlus System with

SYBR Green Master Mix for the gene expression of TNFa (UP

GAACTTCGGGGTGATCGGTC NM_001278601,1 and LP
GCCACTCCAGCTGCTCCTCC NM_013693,3), IL-10 (UP
GACTTTAAGGGTTACTTGGGTTGC NM_010548.2 and LP
8
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AGAAATCGATGACAGCGCCTC), and IL-1B (UP GCCTCGTGCTGTCGGACCCATA
NM_008361.4 and LP TTGAGGCCCAAGGCCACAGGT), or with a TagMan probe
(Thermo Fisher Scientific) for IL-6 (Mm00446190_m1) and MCP1 (Mm00441242_m1). All
genes were normalized to the S6 housekeeping gene. This gene code for the ribosomal

protein S6, a component of the 40S ribosomal subunit involved in regulating translation.

Histology

Colons were collected for histology when mice were sacrificed at T02. Before cutting, the
colon was washed by passing a 0.8% NaCl solution. Colons were cut longitudinally and
rolled up to obtain a swiss-roll, which was fixed in 4% formalin, and embedded in paraffin
(Histosec®, Merck, Darmstadt, Germany). Histological tissue sections and eosin-hematoxylin
(H&E) staining were realized at the MicroPiCell platform (University of Nantes, France). After
H&E staining, each microscopic slide was scanned with the Nanozoomer (Hamamatsu
Photonics, Japan) and analyzed with the NDP View software (Hamamatsu Photonics,

Japan).

Statistical analyses

The relative variations from T01 of body weight and tumor volume, the relative abundance of
each taxon at the Phylum, Family and Genus levels, Shannon index, and rarefied Chao 1
index were studied using an analysis of variance (ANOVA) for repeated measurements. The
two-way ANOVA considered the group, the time, and their interaction. For the body weight
and the tumor volume, the p-values were adjusted by the Tukey's method for pairwise
comparisons between groups at each time. For the analysis of the relative abundances of
taxa, only taxa present in average in all samples at a threshold = 0.05% or present in at least
10% of samples at a threshold = 0.05% were analyzed (statistically compared). A Benjamini
Hochberg procedure was applied to control the False Discovery Rate (FDR) due to multiple

hypothesis tests (adjusted p-values are presented). The procedure was applied at each
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taxonomic classification level for the main effects of the model (multiple hypothesis tests on
all taxa), and at each taxon level for the between-group comparisons (pairwise comparisons
between groups at each time) and within-group comparisons (pairwise comparisons between
times for each group). Intestinal permeability, inflammatory cytokine mRMNA expression,
crypth length, crypt width, number of goblet cells, and scores of inflammatory cell infiltration
and total bacteria number were compared between the 4 groups using the Kruskal-Wallis
test. Post-hoc pairwise comparisons were done with a Dunn's test. Results are presented as
observed means t+ standard errors of the mean (SEM) or estimated means with 95%
Confidence Interval (95%CI). A p-value < 0.05 was considered as statistically significant.
Inferential statistics were performed using the SAS® software version 9.3 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) or GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, CA). Graphical
representations were generated using R software version 3.3.2 for microbiota data and

GraphPad Prism 7 otherwise.

Results

Pemetrexed impacted the overall mouse weight transiently and the tumor volume
mildly

After the first pemetrexed cycle (D28), only two groups significantly lost weight. The mean
relative loss of weight (from D23 i.e. before starting the treatment) was estimated to -4.30%
[95%CI: -7.87% ; -0.74%)] in the P group (p=0.0191), -4.69% [-8.07% ; -1.31%] in the T+P
group (p=0.00786), while 1.43% [95%Cl: -2.62% ; 5.47%] in the C group (p=0.4817{non-
significant difference compared to the P and T+P groups, p=0.1488 and p=0.0975
respectively). During the two-day interval between the two cycles (D31), mice from the P
group regained a similar weight than before treatment (-0.13% [95%CI: -3.69%,; 3.44%])
while mice from the P+T group returned close to the initial weight (-2.75% [95%Cl: -6.13% ;
0.63%]). After the second treatment cycle (D34), the difference between the two groups was
more important than during the first cycle and close to statistical significance (adjusted
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p=0.0740): mice of the P group had a mean weight comparable to the start of the treatment (-
0.10% [95%CI: -9.48% ; -2.71%]) whereas the relative loss of weight in the P+T group was
estimated to - 6.09% [95%CI: -9.48% ; -2.71%)]. Throughout the experiment, mice from the C
and T groups progressively gained weight, except 2 mice in the T group that rapidly lost
weight with an important tumor growth at D34. These mice were sacrificed at T02 and
therefore did not further impact their group body weight.

The efficacy of pemetrexed was evaluated by following the evolution of tumor volume over
time compared to mice without treatment. As shown in Figure 2c, a significant reduction in
tumor volume was observed following pemetrexed administration. At the end of the
experiment (D41), the mean tumor volume was 527.4 mm? [450.87 ; 603.87] in the T group
against 371.1 mm? [307.87 ; 434.25] in the T+P group, corresponding to a moderate, yet
significant, effect of pemetrexed on tumor growth (-156.30 [-255.52 ; 57.08], p=0.0028).
Interestingly, just after each treatment cycle (D28 and D34), there was a moderate negative
linear correlation between body weight change and tumor volume regardless the group

(Figure 2b, Pearson correlation coefficient p= -0.68, p < 0.001).

Tumor engraftment modified the microbiota composition

The presence of the tumor led to several modifications in microbiota composition. Phylum
most impacted by the graft was the Firmicutes. Among the most abundant families, the
Lachnospiraceae and Streptococcaceae significantly increased with tumor graft whereas
Ruminococcaceae and Clostridiaceae_1 significantly decreased. Microbiota composition
perturbations were associated with significant decrease of the total quantity of bacteria in
DNA exact of feces of grafted mice (8.3 log of copies number + 0.15 for control mice and 7.7
log + 0.15 for grafted mice, p value = 0.0076) (Figure 2b). Moreover, the microbiota diversity
was increased following the tumor engraftment (Shannon index) (4.054 + 0.138 versus 3.581

+0.142 ; p = 0.0232).

Pemetrexed induced some dysbiosis in fecal microbiota
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Gut microbiota composition in the different groups of mice was analyzed by 16S
metabarcoding approach at T02 to study the impact of pemetrexed 24h after the end of
treatment (Figure 4). The pemetrexed treatment associated to tumor caused several
microbiota perturbations compared to control mice (Figure 4a). Indeed, for Proteobacteria
phylum, the Enterobacteriaceae family was significantly more abundant in the T+P group
compared to the three other groups (Figure 3a and b, Supplemental Table 1, p=0.0013,
p=0.0013, and p=0.0004 with the T, C and P groups respectively). In addition, three families
from the Firmicutes phylum (Enterococcaceae, Lactobacillaceae and Streptococcaceae)
were significantly more abundant with tumor and/or treatment while of the Ruminococcaceae
family was significantly less abundant (Figure 4a and 4b). The Enterococcaceae family (from
Firmicutes phylum) was significantly more abundant in the T+P group compared to the three
other groups (p=0.0020 with the three groups). In absence of treatment, the observed mean
relative abundance of Lactobacillaceae family was greater in mice with tumor than without,
but the difference did not reach statistical significance (29.06% + 6.75% in the T group
compared to 11.33% + 6.75% in the C group, p=0.1346). On the other hand, the addition of
pemetrexed and tumor resulted in a significant increase of Lactobacillaceae (38.17% =
5.64% in the T+P group, p=0.0193 for comparison with the T group). Similar significant
increases were observed for Streptococcaceae with addition of tumor (group T) and
pemetrexed (group T+P) while opposite significant changes (decreases) were observed for
Ruminococcaceae. Interestingly, the differences between groups with and without tumor
were already statistically significant for these two families before starting the treatment (T01)
(Supplemental Figure 1 and Supplemental Table 2). These results were supported by a
Shannon index (a marker of both richness and evenness in microbiota composition) lower in
the T+P group compared to other groups (Figure 3c). An increase in microbiota richness
measured with the rarefied Chao1 index was also observed. There was no significant

difference in total bacteria number in feces between groups (data not shown).

12

94



334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

One week after pemetrexed treatment, the gut microbiota composition was studied to
document whether the observed dysbiosis was still observed. Generally, gut microbiota
came back to a normal composition at T03. The increase of Enterobacteriaceae was not
present anymore in the T+P group. However, the decrease of Ruminococcaceae was still
present and more severely than at T02. The mean relative abundance in T+P was 3.2% +
3.2 as compared to control 16.3% t+ 3.9 (p=0.0344). The significant increase of
Lactobacillaceae, already present at T02, was also still observed at TO3 (64.1% + 7.3 in T+P

group compared to 27.1% + 9.0 in control group; p=0.0060).

Pemetrexed weakly impacted gut inflammatory status

The intestinal permeability was measured by the presence of FITC-Dextran in the plasma
(Figure 5a). The observed mean values of intestinal permeability were greater in the T+P
(1.101 UA) and P (1.052 UA) groups but no significant difference was highlighted between
the different groups (respectively p=0.3851 and p=0.0747 compared to C group, Figure 5a).
Among the 5 selected cytokines (IL-18, IL-6, IL-10, TNFa, and MCP1), the mRNA expression
of IL-10 was significantly higher in the T+P group compared to the P group (p =0.0280,
Figure 5b); a smaller non-significant effect was observed in the C group (p=0.3193).
Moreover, IL-1B and MCP1 mRNA expressions were higher in the T+P and P groups
compared to others groups. At T03, expression of all cytokines came back to normal (data

not shown).

Pemetrexed modified the colon epithelial barrier integrity

In the proximal colon, the crypt length was significantly greater in the T, P, and T+P groups

than in the C group (p < 0.0001, p=0.0003, and p=0.0007 respectively, Figure 6a and 6b),

whereas the crypt width was not significantly different between groups. The number of goblet
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cells was significantly lower in the T and T+P groups than in the group C (p < 0.0001 and p <
0.0001 respectively).

In the distal colon, opposite significant changes were observed for crypt length (decrease in
groups T, P and T+P, to group C (p=0.0003, p < 0.0001 and p < 0.0001, respectively, Figure
6c). The mean crypt width was the lowest in the group T and the highest in the group P,
these two groups being statistically significantly different compared to group C (p < 0.001 and
p=0.0005 respectively). The number of goblet cells in the distal colon was significantly
increased in the P and T+P groups compared to the C group (p < 0.0001 and, p < 0.0001,
respectively) and T group (p < 0.0001 and p < 0.001, respectively).

In both the proximal and distal colon, the infiltration of inflammatory cells was significantly
higher in the T+P group (score 3) compared to groups C and T, respectively (p = 0.0367, p
=0.0161, Figure 5d).

Discussion

In the present work, we analyzed the impact of pemetrexed on the gut microbiota
composition, the colon mucosa integrity and inflammation in a mouse model xenografted with

a human lung adenocarcinoma.

This observation of the impact of the tumor on microbiota composition before treatment
allows documenting that the perturbation in microbiota composition may be due in part to the
tumor itself and not only to the chemotherapy treatment. In our study, the presence of grafted
tumors increased significantly the microbiota diversity but decreased the total number of
bacteria per gram of feces and changed slightly the microbiota composition, which tended to
be more anaerobic.

Bacterial families more impacted by the presence of tumors were Lachnospiraceae,
Clostridiaceae, Ruminococcaceae and Streptococcaceae. The important increase of
Lachnospiraceae was frequently observed in metabolic disorder and after stress; and also
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associated with human diseases such as type 2 diabetes, ulcerative colitis, Crohn's and
celiac diseases (17-19).

The grafted tumor induced also a decrease of the Ruminococcaceae. This family is producer
of SCFAs especially acetate and butyrate, the later can be the major energy source for
colonic epithelial cells. The low abundance of Ruminococcaceae may lead to a decrease of
SCFAs production and several studies show that butyrate may affect the host immune
response. The lack of luminal butyrate induced a nutritional deficiency for the colonic
epithelium

The increase of Streptococcaceae was also important following the tumor graft. The
presence of this family has been associated with metabolic syndrome and colon cancer (20).
The second step was to study the impact of pemetrexed treatment, with or without tumor, on
the gut microbiota composition. Firstly, our study demonstrated that pemetrexed induced
significant weight loss in treated mice, indicating potential side effects. This effect appeared
to be strengthened by the presence of the tumor, as evidenced during the second
pemetrexed cycle. Indeed, only the mice from the P+T group significantly lost weight,
contrary to the P group. Moreover, a significant correlation between weight loss and tumor
volume was established (Figure 2b). The more the weight decreased, the more the tumor
grew, suggesting a diminished effect of pemetrexed potentially because of side effects.
Pemetrexed has a broad spectrum antitumor activity and drives considerable toxicity in
patients(5). Myelosuppression is the major toxic effect encountered (21) and grade 3-4
neutropenia with gastrointestinal toxicity occurs in about 50% patients (22). Interestingly, we
observed that weight lost was abolished after the two cycles of pemetrexed, supporting the

involvement of pemetrexed in this effect.

Secondly, concerning the impact of pemetrexed on the gut microbiota composition, a
significant increase in 2 families, Enterobacteriaceae and Enterococcaceae, was only
observed in the T+P group. This suggests that the association of the tumor and treatment
might be led to expansion of these families. These bacteria are frequently regarded as
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opportunistic pathogens. For example, the increase of Enterococcaceae, a pro-inflammatory
opportunistic pathogen, has been seen in fecal samples from colorectal cancer patients, and
is commonly associated with metabolic disorders (23). The significant increase in
Enterobacteriaceae was the most striking significant observation in the microbiota
perturbation of our mice and has also been reported in human patients suffering from
metabolic disorders, obesity, inflammatory bowel disease, diabetes and cancer (24-26). In
mice, Hughes et al., proposed that intestinal inflammation could reduce the ability of the
colonocytes to perform B-oxidation, causing an increase in oxygen in the gut lumen and
promoting the proliferation of facultative anaerobic bacteria, like Enterobacteriaceae (27).
Consistent with the earlier findings of Tjalsma et al. (29), our analysis identified members
of Enterobacteriaceae as potential bacterial drivers, and Streptococcaceae as possible pro-
inflammatory passenger bacteria. This finding was not unexpected, since earlier reports
considered both Escherichia coli (Enterobacteriaceae) and Streptococcus
gallolyticus(Streptococcaceae) as protagonists of tumor development due to the correlation
of their presence and increased risks of CRC.

Interestingly, we observed also a decrease in Ruminococcaceae in the T group and which is
amplified in T+P group. As this decrease was also observed after tumor grafting, but not in
timor-free animals, we can suppose that the loss of Ruminococcaceae was due principally to

the tumor itself.

To evaluate the resilience of gut microbiota after pemetrexed treatment, we have analyzed
the gut microbiota composition one week after the end of the treatment. Interestingly, the
increase of Enterobacteriaceae was completely abolished. However, some variations
persisted such as the decrease of Ruminococcaceae and the increase of Lactobacillaceae.
For us, these microbiota variations seems to be mainly due to the growth of the tumors. In
fact, Ruminococcaceae was already observed at TO1, before pemetrexed treatment.
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Conceming Lactobacillaceae, no significant increase was observed at TO1 after the tumor
graft, but a trend could be observed.

Taken together, it appears that the association of both tumor and pemetrexed
amplifies the dysbiosis. In the future, it would be interesting to perform whole metagenome
shotgun sequencing to study the microbial metabolic functions associated with this

pemetrexed-associated dysbiosis profile in PDX mice.

The importance of the symbiotic relationship between intestinal bacteria and epithelial cells
has been well established, especially in homeostatic functions of the intestine (30). Faced
with the effects of pemetrexed, we can hypothesize to explain our results that, (i) pemetrexed
causes a dysbiosis that impacts the integrity of epithelial barrier by altering the mucus layer,
(i) pemetrexed acts directly on the epithelial barrier resulting in alteration of the cellular
structure, and then of the mucus layer, which promotes the disturbance of the microbiota.(i)
By impacting the microbiota composition, the T+P combination might indirectly impact
epithelial barriers because of degradation of the mucus layer by certain gut bacteria. In fact,
the mucus can be an attachment site for bacteria and mucins can be an important carbon
sources for some bacterial species (31). Another way by which the gut mucosa might have a
direct impact on chemotherapy is exampled by iritonectan (CPT-11). This drug is eliminated
in the bile and reaches the intestine as an inactivated compound that is reactivated by
bacterial B-glucuronidases in the gut, leading to epithelial cell damage in the intestine (10).
(i) The T+P combination could also impact the epithelial barrier directly. Indeed, pemetrexed
inhibits cell replication through the inhibition of three enzymes involved in DNA synthesis.
The intestinal epithelium is one of the most rapidly dividing tissues (30), so it is highly
probable that pemetrexed causes direct damages to intestinal epithelial cells. In our
histological study, the association of T+P had a more deleterious impact on the epithelial
integrity than seen in other group. In the proximal colon, the alteration of crypt integrity, the
decrease of goblet cell number, and the increased intestinal permeability may have altered
the mucus barrier. Simultaneously, the IL-10 expression and the inflammatory cell infiltration
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seem more marked in the proximal colon of in the T+P group. A more permeable epithelium
may facilitate bacteria or bacterial-product translocation, causing intestinal inflammation, as
evidenced with increased production of cytokines. In fact, the mucus barrier helps maintain
the mutualistic relationship between host immunity and bacteria and reduce leukocyte
activation (32). Disruption of the barrier may explain the early inflammation features
observed in the proximal colon (leukocyte infiltration and inflammatory cytokines, Figure 4). It
is notable that SCID mice are immunodeficient, thus, the inflammation response might have
been less important than in regular mice. These mice are severely deficient in functional B
and T lymphocytes, although this deficiency is not absolute (33).

Interestingly in our experiments, all histologic and inflammation perturbations
observed 24h after pemetrexed treatment disappeared one week after the end of treatment.
A similar resilience has been described after a short course of antibiotic treatment (34).
Indeed, the microbiota has the capacity to resist alterations and to return to its original

symbiosis between host and microbiota composition (35).

Conclusions

This pilot study supports the hypothesis that associating a tumor engraftment with a
chemotherapeutic drug can disrupt the microbiota balance and impact the colon barrier
integrity, more than with either the tumor or the drug alone. Our results will need to be
confirmed in other PDX models to deepen our understanding of the relationship between
microbiota, cancer and inflammation following pemetrexed treatment. Eventually, it will be
essential to increase our knowledge about the impact of chemotherapy on the gut microbiota
in order to establish some strategies to minimize the drug's intestinal side effects. One of the
major questions will be to determine which of the bacterial dysbiosis and the barrier

disruption comes first.
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542  Figure 1: Experimental study design. (a) Experimental study design and collection time
543  points. (b) Mice number during the experiment. Mice written in black correspond to mice for

544  microbiota analysis and mice in red correspond to those for RT-qPCR and histology.
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546  Figure 2: Body weight and tumor volume following pemetrexed. (a) Percentage body
547  weight changes (mean + SEM) of mice, normalized to D23, across the 41 days study period.
548  Groups were compared with an ANOVA for repeated measurements, followed by Tukey test
549 at each time point. Only significant results from the comparison “Tumor + Pemetrexed” VS
550 Control groups are shown. (two mice of T group at D34 were eliminated to the figure for
551 graphical reason) (b) Correlation between body weight changes and tumor volume
552 normalized at each end of treatment (D28 et D34). (c¢) Tumor volume normalized at D23
553  (beginning of the treatment) (mean + SEM) of mice across the 41 days study period. Groups
554 were compared with an ANOVA for repeated measurement. Statistical significance: **
555  p<0.01; *** p<0.001.
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557  Figure 3: Impact of the tumor on microbiota composition (a) Microbiota composition at the
558  family level at TO1 in control (n=16) and Grafted (n=17) mice groups as assessed by 16S
559 rDNA metabarcoding. Families present at a threshold = 0.5% in average in all samples, or
560 present in at least 10% of samples at a threshold = 0.5% are represented. (b) Quantity of
561 total bacteria + SEM per group at TO1, measured by RT-PCR of the 16S rDNA gene. (c)
562  Microbiota diversity established with the Shannon index at TO1. Statistical significance: **,
563 p<0.01
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565  Figure 4: Impact of pemetrexed on microbiota composition. (a) Microbiota composition
566  at the family level at TO2 in the 4 groups as assessed by 16S rRNA metabarcoding. Families
567 present at a threshold = 0.5% in average in all samples, or present in at least 10% of
568 samples at a threshold = 0.5% are represented. (b) Relative abundance of the five most
569 impacted families per groups. Groups were compared at T02 with an ANOVA for repeated
570 measurements with a FDR adjustment for multiple comparisons. (c) Microbiota diversity and
571 richness established with the Shannon and rarefied Chao at T02. Statistical significance:
572  p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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574 Figure 5: Intestinal permeability and expression of inflammatory cytokines. (a)
575 Intestinal permeability with the FITC-Dextran measured in plasma in the 4 groups at T02. (b)
576  RNA expression of inflammatory cytokines in the proximal colon measured by RT-gPCR at
577  TO02. Four groups are Control (C), Tumor (T), Pemetrexed (P), and Tumor + Pemetrexed (T +

578 P). Data were analyzed with the Kruskall-Wallis test, corrected with a Dunn’s test. * p<0.05.
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580 Figure 6: Colon epithelial barrier integrity following pemetrexed. (a). Hematoxilin-eosin
581 staining of the proximal and distal colon, 24h post-treatment (T02) of the 4 groups (scale =
582 100 um). (b and c) Crypt length, width and number of goblet cells of proximal (b) and distal
583 (c) colon. (d) Score of inflammatory cell infiltration at TO2 in proximal and distal colon.
584  Graphs showing the mean + SEM of each group. Data were analyzed with the Kruskall-
585  Wallis test, corrected with a Dunn’s test. Control (C), Tumor (T), Pemetrexed (P), and Tumor
586 + Pemetrexed (T + P). Statistical significance: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
588 Supplemental Table 1: Relative abundance of families present in the four groups at T02
589  (LSmeans (SEM)). Groups were compared at T02 with ANOVA for repeated measurements
590 with a FDR adjustment for multiple comparisons. Statistical significance: * p<0.05; ** p<0.01;
591 *** p<0.001.
. Group T - Group T+P - Group C - Group P - .
Phylum Family Tl:i‘:t_ LSmeans LSmeans LSmeans LSmeans Comparison FD:;:;' P
P (SEM) (SEM) (SEM) (SEM)
TO2 | 0.067(0.039) | 0.026(0.033) | 0.015(0.039) | 0.037(0.035) | GO1vsG02 0.8349
T02 GO01 vs GO3 0.8349
T02 G01 vs G04 0.8349
Cellulomonadaceae
T02 G02 vs GO3 0.8349
T02 G02 vs G04 0.8349
T02 G03 vs G04 0.8349
Actinobacteria
T02 0.838 (0.348) 1.341(0.291) 0.909 (0.348) 0.558 (0.307) GO01 vs G02 0.6576
T02 GO01 vs GO3 0.8865
T02 G01 vs G04 0.6576
Coriobacteriaceae
T02 G02 vs GO3 0.6576
T02 G02 vs G04 0.4113
T02 G03 vs G04 0.6576
TO2 | 17.018 (4.678) | 9.072(3.914) | 18.449 (4.678) | 21.646 (4.126) | GO1 vs GO2 0.3934
T02 GO1 vs GO3 0.8293
T02 GO01 vs G04 0.6907
Bacteroidales_S24-7_group
T02 G02 vs GO3 0.3854
Bacteroidetes T02 G02 vs G04 0.1808
T02 G03 vs G04 0.7318
T02 3.561 (1.106) 1.309 (0.925) 1.481(1.106) 0.768 (0.975) GO01 vs G02 0.3676
Porphyromonadaceae T02 GO01 vs GO3 0.3751
T02 G01 vs G04 0.3676
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T02 G02 vs GO3 0.9054
T02 G02 vs GO4 0.8262
T02 GO03 vs GO4 0.8262
T02 0.456 (0.179) | 0.202 (0.149) | 0.537(0.179) | 0.203(0.158) | GO1vs GO2 0.4383
T02 GO1vs GO3 0.9000
T02 GO1 vs GO4 0.4383
Deferribacteres Deferribacteraceae
T02 G02 vs GO3 0.4383
T02 GO02 vs GO4 0.9967
T02 GO3 vs GO4 0.4383
T02 0.054 (0.038) | 0.029(0.032) | 0.021(0.038) | 0.031(0.034) | GO1vs GO2 0.9691
T02 GO01 vs GO3 0.9691
T02 GO1vs GO4 0.9691
Bacillaceae
T02 G02 vs GO3 0.9691
T02 G02 vs GO4 0.9691
T02 GO03 vs GO4 0.9691
T02 0.010(0.034) | 0.016(0.029) | 0.017(0.034) | 0.083(0.030) | GO1vs GO2 0.9949
T02 GO1vs GO3 0.9949
T02 GO1 vs GO4 0.2968
Clostridiaceae_1
T02 G02 vs GO3 0.9949
T02 G02 vs GO4 0.2968
T02 GO03 vs G04 0.2968
T02 0.196 (0.151) | 0.136(0.126) | 0.391(0.151) | 0.649(0.133) | GO1vs GO2 0.7632
T02 GO01 vs GO3 0.4338
T02 GO1vs GO4 0.0806
Clostridiales_vadinBB60_group
T02 G02 vs GO3 0.3042
T02 G02vs GO4 | 0.0389 (*)
T02 GO03 vs GO4 0.3042
Firmicutes
T02 0.043(0.833) | 3.767(0.697) | 0.014(0.833) | 0.023(0.735) | GO1vs GO2 | 0.0020 (**)
T02 GO1vs GO3 0.9936
T02 GO1 vs GO4 0.9936
Enterococcaceae
T02 G02vs GO3 | 0.0020 (**)
T02 GO02 vs GO4 | 0.0020 (**)
T02 GO3 vs G04 0.9936
T02 0.265 (0.063) | 0.028 (0.053) | 0.098 (0.063) | 0.030(0.055) | GO1vs GO2 0.0197 (*)
T02 GO01 vs GO3 0.1274
T02 GOlvs GO4 | 0.0197 (*)
Erysipelotrichaceae
T02 G02 vs GO3 0.5081
T02 GO02 vs GO4 0.9800
T02 GO03 vs GO4 0.5081
T02 | 18.678(4.596) | 13.389(3.845) | 19.031 (4.596) | 19.714 (4.053) | GO1vs GO2 0.7606
T02 GO1vs GO3 0.9569
T02 GO1vs GO4 0.9569
Lachnospiraceae
T02 GO02 vs GO3 0.7606
T02 G02 vs GO4 0.7606
T02 GO03 vs GO4 0.9569
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TO2 | 29.061(6.747) | 38.170 (5.645) | 11.331(6.747) | 21.712(5.951) | GO1 vs GO2 0.3648
T02 GO1vs GO3 0.1346
T02 GO1vs GO4 0.4167
Lactobacillaceae
T02 GO02 vs GO3 0.0193 (*)
T02 G02 vs GO4 0.1346
T02 GO03 vs GO4 0.3648
T02 0.037(0.019) | 0.020(0.016) | 0.009 (0.019) | 0.026(0.017) | GO1vs GO2 0.7964
T02 GO1vs GO3 0.7964
T02 GO1vs GO4 0.7964
Paenibacillaceae
T02 G02 vs GO3 0.7964
T02 G02 vs GO4 0.7964
T02 GO03 vs GO4 0.7964
TO2 9.557 (2.923) 7.177 (2.446) | 21.797 (2.923) | 14.593 (2.578) | GO1 vs GO2 0.5343
T02 GO1vs GO3 0.0124 (*)
T02 GO1vs GO4 0.2405
Ruminococcaceae
T02 GO02 vs GO3 | 0.0016 (**)
T02 G02 vs GO4 0.0808
T02 GO03 vs GO4 0.1029
T02 0.006 (0.297) | 0.003(0.249) | 0.004 (0.297) | 0.003(0.262) | GO1vs GO2 0.9993
T02 GO01 vs GO3 0.9993
T02 GO1 vs GO4 0.9993
Staphylococcaceae
T02 G02 vs GO3 0.9993
T02 G02 vs GO4 0.9993
T02 GO03 vs GO4 0.9993
T02 7.185 (1.438) 5.243(1.203) 0.914 (1.438) 1.747 (1.268) GO01 vs GO2 0.3646
T02 GO1vs GO3 0.0174 (*)
T02 GOlvs GO4 | 0.0177 (*)
Streptococcaceae
T02 G02 vs GO3 0.0476 (*)
T02 GO02 vs GO4 0.0739
T02 GO03 vs G04 0.6652
T02 0.045 (0.038) | 0.028(0.032) | 0.012(0.038) | 0.028 (0.034) | GO1vs G02 0.9046
T02 GO1vs GO3 0.9046
T02 GO1vs GO4 0.9046
Caulobacteraceae
T02 GO02 vs GO3 0.9046
T02 G02 vs GO4 0.9991
T02 GO03 vs GO4 0.9046
T02 1.054 (1.253) | 6.886(1.049) | 0.945(1.253) | 0.485(1.105) | GO1lvs GO2 | 0.0013 (**)
Proteobacteria T02 GO01 vs GO3 0.9512
T02 GO1vs GO4 0.9411
Enterobacteriaceae
T02 G02 vs GO3 | 0.0013 (**)
T02 GO02 vs GO4 | 0.0004 (***)
T02 GO03 vs GO4 0.9411
T02 0.038 (0.020) | 0.013(0.017) | 0.007 (0.020) | 0.021(0.018) | GO1vs GO2 0.8400
Oxalobacteraceae T02 GO1vs GO3 0.8400
T02 GO1vs GO4 0.8400
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T02 G02 vs GO3 0.8400
T02 G02 vs G04 0.8400
T02 G03 vs G04 0.8400
TO2 | 0.259(0.112) | 0.087(0.094) | 0.050(0.112) | 0.118(0.099) | GO1vs GO2 0.7003
T02 G01 vs GO3 0.7003
T02 G01 vs G04 0.7003
Pseudomonadaceae
T02 G02 vs GO3 0.8192
T02 G02 vs G04 0.8192
T02 G03 vs G04 0.8192
TO2 | 10.806 (4.177) | 12.139 (3.495) | 23.556 (4.177) | 16.947 (3.684) | GO1vs GO2 0.8073
T02 GO01 vs GO3 0.1203
T02 GO01 vs G04 0.4115
Saccharibacteria Unknown_Family
T02 G02 vs GO3 0.1203
T02 G02 vs G04 0.4168
T02 G03 vs G04 0.4115
T02 0.688 (0.136) 0.855 (0.114) 0.389 (0.136) 0.525 (0.120) GO01 vs G02 0.4475
T02 G01 vs GO3 0.2530
TO2 G01 vs G0O4 0.4475
- unclassified
T02 G02 vs GO3 0.0642
T02 G02 vs G04 0.1494
T02 G03 vs G04 0.4600

593 Supplemental Table 2: Relative abundance of families present in the two groups at T01
594 (LSmeans (SEM)). Groups were compared at TO1 for study the impact of tumor graft in
595 control group and grafted group with ANOVA for repeated measurements with a FDR
596 adjustment for multiple comparisons. Statistical significance: * p<0.05; ** p<0.01; ***
597  p<0.001.
Phylum Time Point Group Lsmeans (SEM) FDR p-value
TO1 Not Grafted 0.029 (0.035)
Cellulomonadaceae 0.0325
TO1 Grafted 0.158 (0.034)
Actinobacteria
TO1 Not Grafted 0.105 (0.116)
Coriobacteriaceae 0.0325
TO1 Grafted 0.584 (0.113)
TO1 Not Grafted 15.482 (2.617)
Bacteroidales_S24-7_group 0.3337
TO1 Grafted 11.78 (2.538)
Bacteroidetes
TO1 Not Grafted 1.354 (0.492)
Porphyromonadaceae 0.2946
TO1 Grafted 0.578 (0.477)
TO1 Not Grafted 0.13 (0.082)
Deferribacteres Deferribacteraceae 0.8479
TO1 Grafted 0.152 (0.08)
TO1 Not Grafted 0.032 (0.04)
Firmicutes Bacillaceae 0.0451
TO1 Grafted 0.16 (0.039)
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TO1 Not Grafted 0.098 (0.026)

Clostridiaceae_1 0.0451
TO01 Grafted 0.015 (0.025)
T01 Not Grafted 0.222(0.115)

Clostridiales_vadinBB60_group 0.1626
TO1 Grafted 0.475 (0.111)
T01 Not Grafted 0.191 (0.043)

Erysipelotrichaceae 0.2451
TO1 Grafted 0.115 (0.041)
TO01 Not Grafted 18.625 (3.457)

Lachnospiraceae 0.0004
TO01 Grafted 42,918 (3.353)
TO1 Not Grafted 19.476 (3.194)

Lactobacillaceae 0.0860
TO01 Grafted 10.841 (3.099)
TO01 Not Grafted 0.013 (0.016)

Paenibacillaceae 0.0325
TO01 Grafted 0.069 (0.016)
TO1 Not Grafted 19.405 (1.91)

Ruminococcaceae 0.0325
TO01 Grafted 12.577 (1.853)
TO01 Not Grafted 1.622 (0.673)

Streptococcaceae 0.0325
TO01 Grafted 4.376 (0.653)
TO01 Not Grafted 0.037 (0.038)

Caulobacteraceae 0.0325
TO01 Grafted 0.185 (0.037)
TO01 Not Grafted 0.006 (0.009)

Comamonadaceae 0.0325
TO01 Grafted 0.038 (0.009)
TO1 Not Grafted 0.571 (0.344)

Proteobacteria Enterobacteriaceae 0.1772

TO01 Grafted 1.29 (0.334)
T01 Not Grafted 0.01 (0.014)

Oxalobacteraceae 0.0325
TO01 Grafted 0.061 (0.013)
T01 Not Grafted 0.091 (0.087)

Pseudomonadaceae 0.0325
TO01 Grafted 0.441 (0.084)
TO01 Not Grafted 21.859 (2.638)

Saccharibacteria Unknown_Family 0.0325
TO01 Grafted 12.67 (2.559)
TO1 Not Grafted 0.576 (0.057)

- unclassified 0.0325
TO01 Grafted 0.365 (0.055)
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2. Résultats Complémentaires

2.1. Impact of pemetrexed on the cecal microbiota
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Figure 29 : Impact of pemetrexed on cecal microbiota. (a) The cecal microbiota compaosition
at the family level at TO2 in 4 groups: Control (C), Tumor (T), Pemetrexed (P) and Tumor +
Pemetrexed (T+P). Families present at a threshold = 0.5% in average in all samples, or
present in at least 10% of samples at a threshold = 0.5% are represented. (b) Relative
abundance of 2 families per groups. (c) Quantity of total bacteria per group at T02 and T03.
Data were analyzer with the Kruskall-Wallis test corrected with Dunn’s test. *, p<0.05, **,
p<0.01, *** p<0.001.

Results:

The composition of cecum microbiota has been also studied by 16S metagenomic
sequencing (Figure 30). Compared to microbiota composition of the feces, the cecum
microbiota composition was different. In Control group, 4 phyla were identified:
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Bacteroidetes, Firmicutes, Defferibacteria and Saccharibacteria. The relative
abundance of Saccharibacteria was very low in the cecum (2,624 % + 0,445) compared
to feces (23,557 % £ 4,177). After pemetrexed treatment, we have observed in T and
T+P groups a significant increase of Defferibacteria (6.4% + 1.9 in T group and 10.9%
+ 1.6 in T+P group, p= 0.04 and p= 0.001 respectively) and decrease of
Saccharibacteria (0.4% + 0.5 in T group and 0.8% % 0.4 in T+P group, p=0.0134 and
p=0.0181 respectively) compared to C group (0.1% * 1.6 and 2.6% = 0.4 respectively).
Looking at lower taxonomic levels, pemetrexed has brought a significant increase of
Defferibacteraceae (6.4% £+ 1.9in T group and 10.9% + 1.6 in T+P group compared to
0.1% = 1.6 in C group; p=0.04 and p=0.001 respectively) and diminution of
Ruminococcaceae (18.2% + 2.3 in T+P group compared to 11.7% + 2 in C group;
p=0.009). Interestingly, compared to impact on feces, a slight significant increase of
Proteobacteria and consequently Enterobacteriaceae was observed (0.9% = 0.2 in
T+P group and 0.001% + 0.2 in C group; p=0;02).

Concerning all bacteria quantity, pemetrexed treatment alone had no impact on the
total bacteria (10,990 log + 0,015) but we have observed a significant diminution in T
group (10,327 log = 0,085) and a more significant decrease in T+P group (10,103 log
+ 0,201), compared to control group (10,947 log * 0,069).

Discussion:

We have been studying the cecal microbiota composition since our expectation was
that pemetrexed impacted the microbiota of cecum more than feces. As previously
described in others publications, the microbiota composition was different from fecal
microbiota, but we have found a different profile than others (Braten et al., 2017;
Ericsson et al., 2018; Hugenholtz and de Vos, 2018).

We supposed that we found this different profile as we have immunodeficient SCID
mice. Firstly, we observed a decrease of total bacteria in T group, which was amplified
in T+P group. Similarly, an increase of Defferibacteriaceae and Ruminococcaceae was
found in T group and more importantly in T+P group. We could suppose that tumors
induced a diminution of total bacteria in cecal microbiota with an increase of these 2
families. And these modulations were exacerbated by pemetrexed. Secondly, a slight
increase of Enterobacteriaceae was observed in T+P group as compared to control,
as previously observed in fecal microbiota. We supposed that pemetrexed began to
impact gut microbiota in the cecum and its strong impact was observed preferentially
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in fecal microbiota. Thus, we have concluded that cecal microbiota was mainly

impacted by the tumor itself.

2.2. Impact of pemetrexed on fecal microbiota composition at TO3
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Figure 30: Microbiota composition at the family level at TO3 in the 4 groups as assessed by
16S rRNA metabarcoding. Families present at a threshold = 0.5% in average in all samples,
or present in at least 10% of samples at a threshold = 0.5% are represented.

Results:

One week after pemetrexed treatment, the gut microbiota composition was studied to
document whether the dysbiosis was still observed. Generally, gut microbiota came
back to a normal composition. The increase of Enterobacteriaceae was not present
anymore. However, the decrease of Ruminococcaceae was still present and more
severely than at TO2. The relative abundance in T+P was only 3.2% + 3.2 as compared
to control 16.3% * 3.9; p=0.0344). The significant increase of Lactobacillaceae, already
present at TO2, was also still observed at TO3 (64.1% + 7.3 in T+P group compared to
27.1% % 8.9 in control group; p=0.0060).
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Discussion:

To evaluate the resilience of gut microbiota after pemetrexed treatment, we have
analyzed the gut microbiota composition one week after the end of the treatment.
Interestingly, the increase of Enterobacteriaceae was completely abolished. However,
some variations persisted such as the decrease of Ruminococcaceae and the increase
of Lactobacillaceae. For us, these microbiota variations were mainly due to the growth
of the tumors. In fact, Ruminococcaceae was already observed at TO1, before
pemetrexed treatment. Concerning Lactobacillaceae, no significant increase was
observed at TO1 after the tumor graft, but a trend could be observed. Lactobacillus, the
genus represented in Lactobacillaceae, is known to have anti-inflammatory properties.
Indeed It was shown to ameliorate the inflammatory reaction by downregulating the

proinflammatory cytokines secretion pathway (Amdekar et al., 2012; Silva et al., 1987).
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Figure 31 : RNA expression of inflammatory cytokines in the proximal colon as
measured by RT-gPCR at TO3. The four groups are Control (C), Tumor (T),
Pemetrexed (P), and Tumor + Pemetrexed (T + P). Data were analyzed with the
Kruskall-Wallis test, corrected with a Dunn’s test. *, p<0.05.

Results:

At T03, the expression of five cytokines was measured to compare the gut
inflammatory status at 24h and one week after pemetrexed treatment. In oppaosition to
what was observed at T02, the expression of IL-6 and IL-10 was not detectable. Figure
31 represents the profile of the 3 cytokines that were detectable at TO3 by using the
same scale than at TO2. Globally, we have observed that cytokines expression
decreased considerably as compared to TO2 for the 3 cytokines, and it was close to
zero. A significant increase of MCP1 mRNA expression in T group was still observed
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as compared to T+P, but taking into consideration the very low difference observed
between the T group and controls, this difference although statistically significant did

not seemed with pathophysiological relevance.

Discussion:

The early inflammation observed at TO2 has almost completely disappeared after one
week of pemetrexed treatment. Indeed, the expression of two cytokines, IL-6 and IL-
10 was undetectable and the expression of IL-1, TNFa an MCP1 was close to baseline.
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lI. Article N°2 : “Pemetrexed Impact on the Gut Microbiota

of Patient-Derived Tumor Xenografts”

Les modeles murins PDX sont de puissants outils en cancérologie car ils portent les
caractéristiques clés des tumeurs primaires humaines. Pour établir ce modéle, la
tumeur primaire du patient est implantée, soit en sous-cutané soit en orthotopique
(dans l'organe d’origine de la tumeur), dans des souris immuno-déprimées. Les PDX
ont pour avantage de maintenir fidelement les caractéristiques histologiques et
génétiques de la tumeur, ou encore I'hétérogénéité des cellules cancéreuses. C’est ce
qui fait de Ilui un modéle idéal pour les recherches de nouveaux traitements anti-
cancéreux et pour identifier des facteurs prédictifs de réponses positives aux
traitements. Ainsi, a ce jour, les PDX sont considérés comme les modeles les plus

pertinents et les plus prédictifs de la réponse aux traitements anti-cancéreux.

Cependant, a notre connaissance, aucune étude n’a encore utilisé les modéeles PDX
pour étudier a la fois I'effet d’'une chimiothérapie et son impact sur le microbiote
intestinal. A partir de ce constat et de notre précédente étude, nous nous sommes
demandés si les résultats observés étaient reproductibles sur d’autres PDX de méme

sous-type tumoral, ou si I'impact du pemetrexed était modéle dépendant.

Dans cette étude exploratoire, nous avons sélectionné 4 différents modéles PDX
d’adénocarcinome de poumon, dont le modéle LUN-NIC-0014 déja analysé
précédemment. Ces modeéles sont issus des modeles générés et étudiés par le
consortium IMODI. Basé sur les mémes temps de collecte, avant traitement, 24h et 1
semaine aprés traitement, nous avons analysé limpact du pemetrexed sur la

composition du microbiote, et sur le poids et le volume tumoral des souris.

Les résultats sont présentés dans ce deuxiéme article, actuellement en cours de

préparation et fera I'objet d’'une future « short communication ».
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Abstract

Background: Patient-derived tumor xenograft (PDX) models are powerful research
platforms because these models retain key characteristics of patients’ tumors.
However, to the best of our knowledge no one used these models to study gut
microbiota modulation after a chemotherapy treatment. Our aims was to study the
impact of pemetrexed, a classical chemotherapy used in lung cancer, on the gut
microbiota and to observe the repeatability between several PDX models.

Methods: After the establishment of four PDX models with four different human
primary lung tumors, mice were treated with pemetrexed for two weeks. Fecal sample
were analyzed by 16S rRNA metabarcoding before and after treatment.

Results: Pemetrexed induced a similar response in all four PDX models with an
increase of the relative abundance of Enterobacteriaceae, associated with weight loss.
The efficacy of the chemotherapy on the tumors appeared to be correlated with the
importance of gut microbiota dysbiosis and weight loss.

Conclusion: This work confirmed our first observations and the impact of pemetrexed
on gut microbiota seems to be conserved in several different PDX models of lung

cancer.
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Article

Introduction

Cancer is a global public health problem in the world. In Europe, estimation recognized
3.91 million of new cases and 1.93 million deaths from cancer in 2018 (Ferlay et al.,
2018).

Thanks to recent advances in high-throughput sequencing, the discovery of news
genetic mutations and anomalies allowed to increase our comprehension about
molecular profile of the tumors (Yao et al., 2014). This discovery has induced a better
classification of tumors taking into account their histology and genetic mutations. This
new classification has allowed to go towards personalized medicine. In this concept,
the most significant improvement was the development of targeted therapies. This
treatment approach, based on the mutation profile of the tumor, allows to target a
specific genomic alteration, called predictive biomarker. For example, in lung cancer,
gefitinib or erlatinib target the EGFR mutation; or crizotinib targets the ALK
rearrangement (Alamgeer et al., 2013).

However, despite predictive biomarkers for targeted therapies, the heterogeneity and
genomic instability of tumors results in a clinical success rate lower than 15% (Cho,
2016). Actually, the drug response cannot be fully anticipated because the human
cancer is complex and the cancer phenotype depends mainly on the tumor
microenvironment, cancer-associated signaling pathways and all cancer cell types and
oncogenes.

To remedy this situation, the scientific community needs to access to preclinical models
of cancer mimicking as close as possible the primary human tumor. Based on the
transfer of primary tumors directly from patient into immunodeficient mice, Patient-
Derived Tumor Xenograft Models (PDX) are a powerful tool widely used in cancer
research to study tumor biology and evaluate anticancer drugs response. Currently,
the PDX model represents the most predictive preclinical model for drug investigation
and side effect evaluation. Indeed, xenograft helps maintaining many of the key
characteristics of patients’ tumor including histology, genomic profiles, tumor
heterogeneity and drug responsiveness (Cho, 2016; Gao et al., 2015).

In order to go further in the use of PDX models, we have studied the impact of a
chemotherapy treatment on the gut microbiota composition of PDX of lung cancer. We
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decided to study it because it remains the gold standard for advanced cancer and
unfortunately they induce several side effect for patients. Pemetrexed (ALIMTA, Eli
Lilly and Company), the chemotherapy studied, is an agent used in non-small cell lung
cancer treatment. This drug is an antifolate which inhibits several enzymes involved in
the folate pathway, such as the thymidylate synthase (Molina and Adjei, 2003). Among
the side effects of chemotherapeutic drugs, adverse effects on microbiota were
previously reported by several teams (Montassier et al., 2015; Tsilimigras et al., 2017).
The gut microbiota is involved in numerous physiological functions such as natural
defensive barrier, immunological and metabolic functions (Garrett, 2015; Jandhyala,
2015). Disruption of a “healthy” microbiota i.e. dysbiosis can be involved in large arrays
of human diseases, including cancer. The link between gut microbiota and cancer is
established and yet complex (Gagniere et al., 2016; Garrett, 2015). Dysbiosis can
increase host susceptibility to carcinogenic pathogens and expose the host to cancer
risks (Tsilimigras et al., 2017).

The objective of this work was to study the impact of pemetrexed on the microbiota
composition in several PDX models of lung cancer and explore if the drug response

will be similar and repeatable following PDX models.

Methods

Mouse Experiments

Mice were obtained from Charles River (L’Arbresles, France) and maintained in
Specific Pathogen Free (SPF) conditions according to the FELASA guidelines (Guillen,
2012). Animal housing and experimental procedures were conducted according to the
French and European Regulations and the NRC Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals. The protocol was approved by the Oncodesign animal care and
use ethical committee (Oncomet) which is certified by the French authorities.

The four tumors samples were obtained from a xenograft tumor bank previously
established (llie et al., 2015), and were named LUN-NIC-0014 (acinar
adenocarcinoma; grade II; pas de mutation), LUN-NIC-0032 (papillar adenocarcinoma,;
grade |; mutation KRAS G12C et PIK3CA E726K), LUN-NIC-0058 (papillar
adenocarcinoma; grade Il, mutation KRAS G12V) and LUN-NIC-0084 (acinar

adenocarcinoma; grade Il; mutation not available).
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Briefly, after anesthetized mice were shaved, a small 3- to 4-mm incision was made
through the skin over right flank. The tumor piece was placed subcutaneously as deep
as possible. Once tumor reached approximately 100-200 mm3, it was harvested and
retransplanted in 7 mice for expansion in serial generations, which were used for in
vivo drug response studies. When the tumor volume reached 150 to 250 mm?, mice
were randomized into two groups: “Control” (C), and “Tumor + Pemetrexed” (P+T)
groups. Mice treated with pemetrexed (Alimta, Lilly) received two cycles of once-daily
intraperitoneal injection (75 mg/kg in NaCl 0.9%) for 5 consecutive days, 2 weeks in a
row (Figure 1). All mice were weighed twice a week and the tumor volume measured
with calipers. Tumor volumes and body weights were normalized with their value at the
beginning of treatment (D23).

Fecal sample collection
Feces were collected for each mouse at different time points: prior to treatment (T01),
24h (T02), and one week (T03) after the end of the 2 pemetrexed cycles. These

samples were stored at -80°C until microbiota composition analysis.

16S rRNA gene sequencing

DNA from PDX mice stool samples were extracted with Maxwell® 16 Tissue DNA
Purification Kits (Promega). DNA extraction was performed from 100 mg of a fecal
sample. Double-stranded DNA concentration was measured by fluorimetry using
Qubit® 2.0 Fluorometer and Qubit® dsDNA broad range assay (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA). DNA samples were stored at -20°C until metagenomic
analysis. The V3-V4 hypervariable regions of 16S rRNA gene were amplified from
microbiota genomic DNA using universal primers: 341F and 735R. PCR was
performed by using 5ng/pL of sample, 0.2uM of primers, 1X of KAPA HiFi HotStart
Ready Mix per sample for 25uL volume. PCR cycling was performed with an initial
denaturation at 95°C for 5min, following by 25 cycles at denaturing at 98°C for 30s,
hybridization at 55°C for 30s and allongement at 72°C for 30s, and final extension of
72°C for 5min. The amplicons were purified using AMPure XP beads (Agencort)
according to the manufacturer's instructions, and visualized by Bioanalyzer on DNA
chip Diversilab (Agilent technologies, Santa Clara, California, US). After DNA
guantification, a library was generated using Nextera XT Index kit (Ilumina, San Diego,
California, US), and each library was purified with magnetic beads. Then, all libraries
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guantified and normalized at 4nM, were pooled and denatured. The amplicons were
sequenced using the lllumina MiSeq platform using 2 x 250 paired-end Miseq kit V2
(Illumina, San Diego, California, USA)

Sequence Analyses and Taxa Identification

The generated sequences from fecal samples were analyzed using an in-house
bioinformatic pipeline adapted from mothur software (Schloss et al., 2009). Briefly,
sequences were trimmed and aligned to the V3-V4 region of the 16S gene of the
Greengenes database formatted by mothur (gg_13 5 99 release). Chimera
sequences were removed using the UCHIME algorithm. Reads were classified using
a naive Bayesian classifier against Silva Release 123 formatted for mothur with a
bootstrap cutoff of 70%. Sequences were then clustered into operational taxonomic
units (OTUs) using furthest neighbour clustering at a similarity threshold of 97%. For
each sample, OTU-based microbial diversity was estimated by calculating the
Shannon and rarefied Chao (to 12650 reads) indices with the R package phyloseq (R
version 3.4.3) (R Core Team, 2015)).

Statistical Analysis

The relative abundance of each taxon at the Phylum, Family and Genus levels, was
studied using the analysis of variance (ANOVA) for repeated measurements. The two-
way ANOVA considered the group, the time, and their interaction. For the body weight
and the tumor volume, the p-values were adjusted by the Tukey’s method for pairwise
comparisons between groups at each time. For the analysis of the relative abundances
of taxa, only taxa present in average in all samples at a threshold = 0.05% or present
in at least 10% of samples at a threshold = 0.05% were analyzed (statistically
compared). A Benjamini Hochberg procedure was applied to control the False
Discovery Rate (FDR) due to multiple hypothesis tests. The procedure was applied at
each taxonomic classification level for the main effects of the model (multiple
hypothesis tests on all taxa), and at each taxon level for the between-group
comparisons (pairwise comparisons between groups at each time) and within-group
comparisons (pairwise comparisons between times for each group). Results were
presented as means + standard errors of the mean (SEM). A p value < 0.05 was
considered as statistically significant. Inferential statistics were performed using the
SAS® software version 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) or GraphPad Prism 7
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(GraphPad Software, San Diego, CA). Graphical representations of microbiota data

were generated using R software version 3.3.2 or GraphPad Prism 7.

Results

Pemetrexed induced dysbiosis following treatment

To study gut microbiota following pemetrexed treatment, stools were sampled and
analyzed at 4 different time points after grafting: before treatment (T01), at the end of
treatment (T02), one-week post-treatment (TO3) and at the end of experiment when
mice were sacrificed (T04). This pilot study has been performed on four
adenocarcinoma lung PDX models: LUN-NIC-0014 (acinar adenocarcinoma), LUN-
NIC-0032 (papillar adenocarcinoma), LUN-NIC-0058 (papillar adenocarcinoma) and,
LUN-NIC-0084 (acinar adenocarcinoma). Gut microbiota composition was analyzed
by 16S metagenomic sequencing (Fig. 1). Before treatment (T01), all mice were
considered as a homogeneous population for the four PDX, because the microbiota
composition was similar (Figl). No significant difference was observed at phylum and
family levels between groups. Seven phyla were identified: Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Deferribacteres, Proteobacteria, Tenericutes and Saccharibacteria
(Fig. 1). Similarly, at the family level at TO1, the relative abundance of each taxon was
similar with no significant differences between the four lung PDX models.

As control group received no treatment, the gut microbiota composition could be
studied during the tumor growth at T02, TO3 and T04 (Fig 1a). No major difference was
observed in gut microbiota during the tumor growth. The relative abundance of each
taxon seemed similar to TO1 at phylum and family taxonomic levels, indicating that the
tumor growth by itself had no significant impact on gut microbiota composition.
Microbiota composition in mice treated with pemetrexed is presented in Fig. 1b. The
four lung PDX models featured very similar dysbiosis following treatment. As described
in our previous paper, a significant increase of Enterobacteriaceae family
(Proteobacteria phylum) was observed in the four PDX models after pemetrexed
treatment at TO2 (17% + 2.4) and T03 (4.3% * 2.3) as compared to TO1 (0.02% = 2.4).
However, the increase of this family was different according to models in terms of
amplitude and period. Models LUN-NIC-0014 and LUN-NIC-0058 had a higher

increase at TO2 of the relative abundance of Enterobacteriaceae than LUN-NIC-0032
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and LUN-NIC-0084. The dysbiosis was longer for models LUN-NIC-0014 and LUN-
NIC-0032 because the increase of Enterobacteriaceae was still present at TO3. The
increase of Enterobacteriaceae was mainly due to the increase of the genus
Escherichia/Shigella. Moreover, an increase in the relative abundance of
Bacteroidaceae was observed at TO3 following pemetrexed treatment (29.7% = 3.3)
compared to 8.5% + 3.3 for TO1 (p < 0.0001) and 14.6% + 3.3 for TO2 (p <0.01). On
the contrary, a significant decrease of Bacteroidales S24-7 group was observed at TO3
compared to TO1 (17.6% £ 4.2 at TO3 compared to 33.01% + 4.2 at TO1; p < 0.5) but
compared to control group the relative abundance was significantly different at T02
(32.6% = 4.2 for control compared to 19.4% * 4.2 for pemetrexed; p < 0.5) and TO3
(37.5% = 4.2 for control compared to 17.6% + 4.2 for pemetrexed; p < 0.01).

At the end of the experiment (T04), the relative abundances of these three families

were similar to baseline and to control group.

Body weight and tumor volume following pemetrexed treatment

In parallel, body weight and tumor volume were measured during and after the
pemetrexed treatment (Fig. 2).

Results of LUN-NIC0014 and LUN-NIC-0058 seemed similar. After the first
pemetrexed cycle, mice of these two PDX models significantly lost weight and during
the two days interval between the two treatment cycles, mice regained or stabilized
their weight. After the second treatment, mice did not lose weight anymore. For control
mice of LUN-NIC-0014, body weight was constant during the experiment. However,
control mice from LUN-NIC-0058 regularly lost weight all along the experiment.
Concerning their tumor volume, for these two models, the tumor volume increased
constantly during experiment in both control and treated groups indicating a poor
efficacy of pemetrexed treatment.

The LUN-NIC-0084 had a different profile because mice lost less weight than for the
two precedent models during pemetrexed treatment. Interestingly, pemetrexed had a
significant efficacy on tumor volume, indeed the tumors almost disappeared.

The fourth model LUN-NIC-0032 had another profile. Mice lost weight significantly after
the two pemetrexed treatment cycle while mice without treatment did not lose weight.
Interestingly, the tumor was completely abolished after chemotherapy treatment

whereas the tumor volume of mice without treatment increased gradually.
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Figure 1: Bacterial taxonomical composition (relative abundance) at the family (a, b) levels of 4
adenocarcinoma lung PDX models LUN-NIC-0014, LUN-NIC-0032, LUN-NIC-0058 and LUN-NIC-0084,
without treatment (a) or treated with pemetrexed (b; 75mg/kg, QD5x2, IP in NaCl 0.9%). Analyses
were performed at baseline (T01), at the end of treatment (T02), one week post-treatment (T03)
and when mice were sacrificed (T04). Families present at a threshold 2 0.5% in all samples, or
present in atleast 10% of samples at a threshold > 0.5% are represented. In other cases, families are
grouped and labeled "other" in the boxplots.
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Figure 2: (a) Impact of pemetrexed on mice body weight (b) and tumour volume of 4
adenocarcinoma lung PDX models LUN-NIC-0014, LUN-NIC-0032, LUN-NIC-0058 and LUN-NIC-0084,
without treatment (blue line) or treated with pemetrexed (red line ; 75mg/kg, QD5x2, IP in NaCl
0.9%). Data were analyzer with the Kruskall-Wallis test corrected with Dunn’s test. *, p<0.05, **,
p<0.01, ***, p<0.001.
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Discussion

In this study, four PDX models established from 4 different adenocarcinoma of lung
cancer were used to study the impact of pemetrexed treatment on the mouse gut
microbiota. The objective was to confirm that the results observed in our previous
paper were repeatable in PDX models.

The most striking observation was the significant and reproducible increase of the
relative abundance of the Enterobacteriaceae family (phylum Proteobacteria) after
pemetrexed treatment. Interestingly, this significant increase was observed in all four
PDX models at TO2, but the importance and the duration depended on the models.
The model LUN-NIC-0014 presented a moderate increase of Enterobacteriaceae but
one week after the end of treatment, the dysbiosis was still present. The models LUN-
NIC-0058 showed the largest increase 24h after treatment, but one week after
microbiota composition returned to baseline. For models LUN-NIC-0032 and LUN-NIC-
0084, the increased of Enterobacteriaceae was the least important.

Concomitantly, the body weight and tumor volume were measured to evaluate the
toxicity and efficacy of pemetrexed. All models lost weight but the importance was
different depending on the model. Interestingly, it seems that weight loss was
correlated to the efficacy of pemetrexed but also to the dysbiosis. The more mice lost
weight, the less pemetrexed was efficient and the more the dysbiosis was important,
and inversely. As an example, LUN-NIC-0014 and LUN-NIC-0058 models had
important weight loss during pemetrexed treatment and pemetrexed was not very
efficient since tumor growth was almost similar to control mice, and these observations
were associated with an important increase of Enterobacteriaceae. On the contrary,
LUN-NIC-0084 model presented a less important weight loss, pemetrexed showed
important efficacy, tumors almost disappeared in those mice, and the dysbiosis was
the lowest.

Thus, in our study, we observed a significant increase of Enterobacteriaceae
(Proteobacteria phyla) in PDX-bearing mice treated with pemetrexed, but not in control
mice. In the context of mouse immunodeficiency status, several publications
established a relation between the immune system deficiency, the onset and
progression of colonic inflammation, and the increased level of Proteobacteria
(Carvalho et al., 2012; Shin et al., 2015). This microbiota disturbance has already been

described in human and mice, in association with metabolic disorders, obesity,
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inflammatory bowel disease, diabetes, and cancer (Mukhopadhya et al., 2012; Shin
et al., 2015). The transposition from mice to human microbiota should be considered
with caution because only 15% of bacterial genera are found both in mice and human
microbiota. However, Proteobacteria is a minor phylum in both healthy mice and
healthy human microbiota, so the transposition may be possible.

In our previous results on PDX models of adenocarcinoma of lung cancer, we have
observed a significant increase of the relative abundance of Enterobacteriaceae after
pemetrexed treatment associated to a significant alteration of the epithelial barrier
integrity, and an early inflammation. To our knowledge, it is the first time that PDX
models was used to study the gut microbiota composition. So it was important to
confirm our observations on the effect of pemetrexed on microbiota composition on
various PDX models of adenocarcinoma of lung cancer. In the present work, we have
observed that pemetrexed induced similar alterations on gut microbiota composition in
all four PDX models than our previous publication. A significant increase of
Enterobacteriaceae was observed after treatment in each model. We already know
that PDX model represents the most predictive preclinical model for drug investigation,
and through this article we have shown that the microbiota exploration could be

possible.
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Conclusion et perspectives du projet de thése

Au cours de ce projet de thése, nous avons étudié I'impact du pemetrexed sur le
microbiote intestinal, et sur l'intégrité, I'inflammation et la perméabilité de la barriére
épithéliale de 'intestin, dans des modéles PDX de cancer du poumon. Le pemetrexed
est un antifolate multicibles inhibant plusieurs enzymes impliquées dans la voie des
folates (Molina, 2008). Cet agent chimiothérapeutique est principalement utilisé pour
traiter les adénocarcinomes pulmonaires avancés. Du fait de son activité a large
spectre, il entraine de nombreux effets secondaires comme des neutropénies, des
mucites ou des diarrhées de grade 3 ou 4 (Niyikiza et al., 2002). Bien qu'impactant
fortement l'intestin des patients, a notre connaissance, aucune étude n’a été entreprise
pour investiguer son impact sur le microbiote intestinal afin de mieux comprendre les

effets indésirables.

Ce travail de thése fait donc I'objet de deux publications et de résultats
complémentaires présentés dans ce manuscrit.

Le premier article aborde I'objectif principal de cette thése a savoir, I'étude de
'impact du pemetrexed sur le microbiote. Dans ce travail, nous avons montré que 24h
aprés le traitement chimiothérapeutique, la composition du microbiote était altérée.
Cette perturbation du microbiote se traduisait principalement par une forte
augmentation des Enterobacteriaceae et Enterococcaceae et une diminution des
Ruminococcaceae chez les souris ayant la tumeur et soumises au traitement
pemetrexed. De plus, ce traitement entrainait une perte de poids importante traduisant
une toxicité du traitement. Pour aller plus loin dans cette étude, nous avons étudié
I'état de la barriére intestinale aprés traitement du pemetrexed. Dans cette approche
exploratoire, nous avons vu que le pemetrexed et la tumeur entrainaient une altération
significative de lintégrité de la barriére épithéliale associée a une inflammation
précoce et une potentielle perméabilité.

Face aux effets du pemetrexed, nous pouvons émettre deux hypothéses pouvant
expliquer nos résultats, (i) soit le pemetrexed entraine une dysbiose qui impacte la
barriere épithéliale en altérant la couche de mucus, (ii) soit le pemetrexed agit
directement sur la barriere épithéliale entrainant une altération de la structure

cellulaire, puis de la couche de mucus, ce qui favorise la perturbation du microbiote.
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Pour investiguer sur ces deux hypothéses et valider 'une d’entre elles, les futures
études sont les suivantes :

(i) Concernant la premiére hypothése, nous pourrions étudier dans des fermenteurs
Iimpact du pemetrexed sur le microbiote intestinal pour s’affranchir de I'néte. Par
exemple, le TIM (TNO Gastro-Intestinal (GI) Model) serait un bon modeéle pour cette
étude car ce systeme recrée les conditions Gl in vitro avec une maitrise de 'ensemble
des parametres (temps de transit, pH, métabolites, quantité d’eau, ...). De plus ce
systeme a déja été utilisé pour I'étude de molécules pharmacologiques (Minekus,
2015). Cependant, le pemetrexed étant injecté en intrapéritonéal, il serait important de
préalablement se documenter et investiguer pour savoir a quelle quantité et a
guelle concentration le microbiote peut étre exposé.

(i) Concernant la deuxieme hypothese, il serait intéressant de réaliser une étude plus
approfondie de l'intégrité de la barriére épithéliale et du statut inflammatoire, avec un
nombre d’animaux plus important. De plus, ce travail pourrait étre complété par une
étude du temps de transit et de la perméabilité intestinale a plusieurs temps. Par la
suite, il serait intéressant de récupérer la tumeur afin d’explorer les marqueurs
tumoraux.

Il faut également noter que nous sommes dans un contexte de souris SCID, donc ayant
un systeme immunitaire tres déficient. Afin de mieux comprendre le lien existant entre
la barriere mucosale et le microbiote, il serait intéressant de tester l'impact du
pemetrexed sur des souris non-immuno-déprimées. Si la deuxiéme hypothése était
vérifiée, nous aurions une dysbiose plus importante liée au maintien de l'inflammation

par le systéme immunitaire.

Dans le deuxieme article, nous avons voulu savoir si les résultats observés sur
le microbiote dans le premier article étaient similaires pour d’autres modéles PDX de
méme sous-type tumoral, ou si I'impact du pemetrexed était modele dépendant. Nous
avons pu voir que les 4 modeles PDX d’adénocarcinome de poumon présentaient tous
une augmentation des Enterobacteriaceae apres traitement. De facon intéressante,
cette augmentation varie en fonction des modéles. Ainsi, dans deux modéles PDX,
une forte augmentation des Enterobacteriaceae était observée, associée a une
importante perte de poids et une efficacité anti-tumorale faible. A contrario, un autre
modele montrait une augmentation des Enterobacteriaceae et une perte de poids,

toutes deux modérées mais présentait une efficacité tumorale importante. A travers
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cette deuxieme étude, nous avons pu montrer que le pemetrexed altérait la
composition du microbiote des quatre modéles PDX d’adénocarcinome de poumon de
facon similaire. Ainsi, les PDX pourraient étre de bons modeéles d’études pour
investiguer I'impact des traitements anti-cancéreux sur le microbiote. Cependant, des
études complémentaires seraient a réaliser avec dautres agents

chimiothérapeutiques et des modéles PDX portant d’autres types de cancers.

A travers ces deux articles, le résultat le plus caractéristique et le plus significatif sur
le microbiote intestinal était 'augmentation de la famille des Enterobacteriaceae (du
Phylum des Proteobacteria). Cette famille est composée de bactéries a Gram-négatifs
comprenant a la fois des micro-organismes commensaux et pathogénes. Dans
beaucoup d’articles, cette famille est considérée comme un marqueur d’inflammation
intestinale ou de dysbiose. En effet, 'augmentation des Enterobacteriaceae a
beaucoup été décrite dans les cas de maladies associées a des troubles métaboliques
comme le diabéte de type 2 ou l'obésité (Shin et al., 2015), ainsi que dans les cas
d’inflammation intestinale et de colites. Par exemple, les souris TLR57 développant
des colites spontanées ont une désorganisation de la couche de mucus et une
augmentation des Proteobacteria (Carvalho et al., 2012). De la méme maniére, les
souris déficientes en IL-10, une cytokine immunorégulatrice, développent des mucites
spontanées et présentent une augmentation des Proteobacteria et des
Enterobacteriaceae (Maharshak et al., 2013). Ainsi, il semble qu’une dérégulation ou
une déficience de la réponse immunitaire puissent induire une augmentation des
Enterobacteriaceae. Des observations similaires ont été faites en clinique. Des
patients ayant une maladie inflammatoire de l'intestin (recto-colite hémorragique ou
maladie de Crohn) (Shin et al.,, 2015), présentaient généralement une perte de
diversité bactérienne et une augmentation significative des Enterobacteriaceae.

Dans le domaine de la cancérologie, plusieurs études, cliniques et précliniques,
investiguant les effets des traitements chimiothérapeutiques sur le microbiote, ont
montré que les traitements chimiothérapeutiques pouvaient moduler le microbiote et
induire  une augmentation des Proteobacteria ou des Enterobacteriaceae.
L’augmentation de cette famille bactérienne a été observée chez des patients ayant
un lymphome non-hodgkinien et recevant une quadri-chimiothérapie myéloablative
pour préparer une transplantation de cellules souches hématopoiétiques (Montassier
et al., 2015). En préclinique, il a été montré que le 5-FU, I'oxaliplatine et lirinotecan
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induisaient une toxicité intestinale associée a une augmentation de la perméabilité et
de I'abondance relative des Enterobacteriaceae (Forsgard et al., 2016; Lin et al.,
2012). Dans I'étude de Osterlund et al., une corrélation entre la perméabilité intestinale
et 'augmentation des Proteobacteria suite a un traitement a I'lrinotecan a été décrite
(Forsgard et al., 2017). Les auteurs discutent également du lien possible entre
'augmentation des Proteobacteria et I'inflammation. La réponse inflammatoire serait
activée soit par la production de LPS par ces bactéries, soit par I'action des
chimiothérapies directement sur la barriere épithéliale. En revanche, il est étonnant de
remarquer que certaines chimiothérapies, comme la cyclophosphamide, n’entrainent
pas d’augmentation des Enterobacteriaceae alors qu’elles impactent I'intégrité de la

barriére épithéliale (Viaud et al., 2013).

Modéle animaux pour I’étude du microbiote

La compréhension des fonctions du microbiote et de son implication dans des
pathologies humaines en est encore a ses débuts. Les progrés technologiques, en
particulier en matiere de séquencage, ont fortement contribué a accroitre nos
connaissances, et les modeles animaux ont aussi permis de nombreuses découvertes
notamment fonctionnelles.

De maniére générale, le modéle murin est depuis longtemps, le modéle de référence
en recherche grace a ses nombreux avantages, comme la similarité génétique,
anatomique et physiologique avec 'homme, la reproduction rapide, le cycle de vie
court et le faible colt, ou encore nos connaissances en génétique qui permettent de
nombreuses modifications au niveau génomique (Knock in, Knock out, mutagenése).
Mais est-il un bon modele pour I'étude du microbiote ? L’utilisation du modele murin
dans la recherche du microbiote est grandissante. Ce modele permet d’étudier le role
et les fonctions du microbiote et son implication dans les pathologies. Ainsi, de
nombreuses corrélations entre le microbiote et les pathologies ont pu étre faites. Par
exemple, nous savons qu’une altération de la composition du microbiote peut étre
impliquée dans des maladies associées a des perturbations métaboliques (obésité,
diabéte de type I, ...), des maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI), des
maladies auto-immunes ou encore des allergies (Nguyen et al., 2015). Dans la
recherche du microbiote, voici les trois avantages les plus notables que présentent les

souris :
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Le premier avantage est la possibilité de manipuler génétiquement les souris,
pour supprimer un gene (souris Knock out). Cette action permet ainsi d’explorer
l'interaction hdte-microbiote et la causalité d’un géne fonctionnel sur le microbiote. Par
exemple, les souris dépourvues du gene muc2 codant pour une mucine, composant
structural de la couche de mucus, développent des colites spontanées et une
importante inflammation du colon.

Le deuxiéme avantage, tres intéressant, est la possibilit¢ de moduler et de
contréler la composition du microbiote des souris. En effet, I'inoculation contrélée
d’'une souche isolée ou d’un cocktail bactérien dans une souris axénique est
relativement facile a réaliser afin d’investiguer le réle ou I'impact d’'une ou de plusieurs
bactéries sur I'hdéte. Une deuxieme technique trés récemment utilisée est la
transplantation fécale, qui permet I'étude d’'une composition fécale d’intérét sur I'héte.
Dans ces modéles, il est possible de transplanter des microbiotes humains a des
souris axéniques ou a des souris ayant subi un traitement antibiotique afin de réduire
fortement le microbiote des souris de laboratoire.

Le troisiéme avantage qu’ont les souris pour I'étude du microbiote, est la
possibilité de contréler les conditions expérimentales : I'environnement de I'animalerie,
I'alimentation, les traitements et tous autres facteurs pouvant moduler le microbiote.
Grace a tous ces avantages, des recherches fonctionnelles et mécanistiques sur
l'interaction héte-microbiote ont pu étre menées et ont permis de montrer la
contribution voire la causalité du microbiote dans des maladies associées a des
altérations de la composition du microbiote (Nguyen et al., 2015).

De plus, il a été montré que le microbiote intestinal des souris est relativement proche
de celui de 'homme. Au rang du phylum, la composition est relativement similaire car
plus de 70% du microbiote est composé des 3 mémes phyla majoritaires : Firmicutes,
Bacteroidetes et Proteobacteria. Au niveau du genre la similarité est moindre, méme
si en comparant le « core » microbien de la souris a celui de ’'homme, on retrouve 13
genres similaires. En revanche, seulement 4% des génes microbiens de la souris sont
partagés avec ceux du microbiome humain, bien que I'analyse fonctionnelle montre
95,2% de similarité (Xiao et al., 2015).

Ainsi, comme pour toute étude, il est important de connaitre les limites de chaque
modele utilisé. Globalement, le modéle murin reste un trés bon modéle pour I'étude du

microbiote.
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Modele PDX : avantages et inconvénients

Dans notre projet, nous avons utilisé les modeles murins PDX. A notre connaissance,
c’est la premiére fois que ce modéle est utilisé pour I'étude du microbiote. Les PDX
sont des modeéles précliniques trés utilisés dans la recherche en cancérologie. Le
modeéle PDX, considéré comme un des meilleurs modeles prédictifs reproduisant le
plus fidelement la tumeur, est aujourd’hui beaucoup utilisé pour identifier et valider de
nouvelles cibles thérapeutiques et de nouveaux traitements anti-cancéreux (Cho,
2016). Pour établir un modele PDX, la tumeur primaire du patient est implantée, soit
en sous-cutané, soit en orthotopique (dans I'organe d’origine de la tumeur), dans des
souris immuno-déprimées (Hidalgo et al., 2014; Jung et al., 2018). Comme la tumeur
fraiche du patient est directement implantée dans la souris et qu’il 'y a pas d’étape in
vitro, la tumeur garde les caractéristiques tumorales initiales (Cho, 2016). Les modéles
PDX maintiennent ainsi de nombreuses caractéristiques de la tumeur du patient
comme le type histologique, la signature génétique, I'hétérogénéité cellulaire et la
réponse aux traitements anticancéreux (Cho, 2016; Gao et al.,, 2015). Lors de
I'établissement des quatre PDX sélectionnés dans notre étude, une caractérisation
exhaustive, par des approches d’histopathologies, d’immunohistologies et de
séquencgage, a été réalisée afin de s’assurer que le PDX conserve les caractéristiques
de la tumeur primaire (llie et al., 2015). De ce fait, les modéles PDX sont de tres bons
modéles prédictifs pour I'étude d’agents anticancéreux et leurs mécanismes de
résistance, et pour identifier et valider des cibles thérapeutiques.

Concernant les limites majeures de ce modéle, le taux de prise lors de I'établissement
des modeles PDX varie considérablement en fonction du type tumoral, et méme du
sous-type tumoral. Par exemple, pour les CBNPC, la prise tumorale des
adénocarcinome est de 13% alors que celle des carcinomes épidermoides est de 80%
(llie et al., 2015). De plus l'agressivité de la tumeur d’origine va influencer le taux de
prise. Ceci est d’autant plus vrai que le taux de prise tumoral « facile » est souvent
corrélé a un mauvais pronostic. Il faut aussi souligner cependant que ces modeles sont
inadaptés pour les approches d'immunothérapie, les souris SCID (Severe Combined
ImmunoDeficiency) utilisées ayant un systeme immunitaire peu fonctionnel (Willyard,
2018).
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Dans le contexte de médecine personnalisée, le concept « d’avatars » est né. Cette
stratégie consiste a greffer la tumeur du patient sur des souris immunodéprimées pour
créer un « PDX avatar », puis tester plusieurs traitements et identifier le traitement le
plus efficace pour ce patient. Les patients ont ainsi leur modele murin personnalisé,
portant leur tumeur « active » et permettant d’orienter la stratégie thérapeutique
(Malaney et al., 2014). L'inconvénient soulevé a cette pratique est le taux de la prise
des greffes variable et faible, qui parfois permet d'obtenir le PDX apres la prise de
décision thérapeutique (Willyard, 2018).

Pour réaliser les PDX, plusieurs souches de souris immunodéficiences peuvent étre
utilisées. Les plus courantes sont les souris SCID qui ne posséedent pas de lymphocyte
T et B mature, les souris Nude qui ne possedent pas de lymphocyte T fonctionnel et
les NSG (NOD SCID gamma) qui n'ont ni de lymphocyte T et B fonctionnel, ni de
cellule NK (Hidalgo et al., 2014; Jung et al., 2018). L’'immunodéficience de ces souris
va favoriser la prise tumorale. En revanche, comme indiqué ci-dessus, I'inconvénient
majeur de ce modele est que les études d'immunothérapies sont impossibles
(Willyard, 2018). Dans le présent travail, cette déficience du systeme immunitaire
(puisque nous avons utilisé des souris SCID) a été un obstacle pour nous car, comme
présenté dans l'article N°1 nous avons souhaité explorer la réponse inflammatoire du
colon apreés traitement. Or, a notre connaissance, aucune étude récente n’a décrit le
niveau basal de cytokines et chemokines des souris SCID, alors que c’est un modéle
trés utilisé aujourd’hui et pour lequel 'immunodéficience n’est pas totale. Les seules
études rapportant ces taux datent des années 90 (années d’expansion du modéle) et
portent principalement sur I'étude de linflammation chez des souris SCID avec un
systeme immunitaire partiellement reconstitué par un transfert de lymphocyte T
(Picarella et al., 1997; Powrie et al., 1993, 1994). Pour pallier a ce probleme, nous
avions envisagé une étude paralléle afin de connaitre le niveau basal de certaines
cytokines et chemokines du modele souris SCID. Le but de cette étude aurait été de
comparer ces parameétres chez des souris SCID et des souris normales (C57BI/6)
soumises a un agent pro-inflammatoire (un traitement DSS) versus, une condition
contrdle sans traitement. Il était prévu d’étudier, avant et aprés inflammation, plusieurs
marqueurs d’inflammations sur des échantillons de sang et de tissus, et de compléter
par une analyse du microbiote intestinal et d’histologie de [l'appareil digestif.

Malheureusement cette étude n’a pas pu étre réalisée dans le cadre de cette these.
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Cette expérimentation nous aurait permis de relativiser la réponse de la muqueuse

intestinale observée sous pemetrexed.

Pour pallier a ce probléme d’absence de systéme immunitaire et pour rendre possible
I'utilisation des PDX en immunothérapie, les chercheurs créent aujourd’hui des PDX
humanisés, possédant a la fois la tumeur et les cellules immunitaires du patient. Le
principe consiste a prélever des cellules hématopoiétiques des patients, de les injecter
a la souris pour créer des souris humanisées puis de greffer la tumeur de ce méme
patient (Hidalgo et al., 2014; Malaney et al., 2014). Pour aller encore plus loin dans
’humanisation des modeéles PDX et pour qu'ils soient plus adaptés a I'étude du
microbiote, on pourrait envisager d’humaniser la souris a la fois avec le systéme
immunitaire, la tumeur, et le microbiote d’'un méme patient. Bien entendu, cette triple

humanisation n'a jamais été réalisée a ce jour.

Etude clinique

Dans le projet IMODI, en paralléle de I'établissement des modéles PDX, une étude
clinique est menée afin d’étudier le microbiote des patients, avant, pendant et aprés la
chimiothérapie. Quatre cancers sont étudiés : le cancer du sein, de I'ovaire, du foie et
de la prostate. Au début de ma thése, javais entrepris d’étudier la composition du
microbiote des femmes atteintes d’un cancer du sein. Le premier objectif était de
caractériser la population incluse dans I'étude IMODI avant traitement, en me basant
sur les critéres cliniques principaux comme l'age, I'Indice de Masse Corporelle, le
statut hormonal (pré ou post ménopause), lorigine ethnique et le grade
histopronostique (dit Scarff-Bloom et Richardson, SBR). Le premier objectif de cette
étude était de savoir si notre population de femmes recrutées dans IMODI était bien
représentative de la population générale de femmes atteintes d’'un cancer du sein en
France. Puis, le second objectif était d’analyser le microbiote de ces femmes atteintes
d’'un cancer du sein et de réaliser une analyse multi-variable afin de corréler les
données clinigues au microbiote avant traitement. Cette étude allait permettre de
diviser notre population en sous-groupes, en fonctions des criteres cliniques, afin de
voir si le microbiote avait une signature particuliere. Au cours de ma thése, jai été
confrontée a de multiples problémes comme I'absence de donnée clinique renseignée

dans les dossiers des patients, qui m’ont contrainte a écarter ce projet de ma thése.
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En revanche, cette étude suit son cours et fera I'objet d’un futur article auquel je serai

associée.

Concernant le cancer du poumon, malheureusement, I'étude clinique n’a pas été
réalisée dans IMODI, mais il serait intéressant de mener un tel projet. L’étude clinique
pourrait permettre, a la fois, de confirmer nos observations sur PDX et de les corréler
avec les effets cliniques indésirables déja décrits. De plus, en étudiant la composition
du microbiote avant et apres traitement chez les patients, des profils répondeurs/non-
répondeurs ou des profils ne développant pas de dysbiose pourront étre
recherchés comme décrit dans les travaux de I'équipe de Zitvogel et al., sur des
patients atteints dun CBNPC, dun cancer rénal ou urothélial, traités par
immunothérapie PD-1/PD-L1 (Routy et al., 2018).

Conclusion générale

Pour conclure sur ce travail de thése, nous avons montré que le traitement au
pemetrexed entrainait des modifications significatives de la composition du microbiote
intestinal avec principalement une augmentation des Enterobacteriaceae. Cette
perturbation est associée a une altération de l'intégrité et de la perméabilité de la
barriére épithéliale couplée a une inflammation intestinale précoce. De ce fait, pour
confirmer et compléter ces résultats exploratoires, mes perspectives a court terme
seraient de déterminer le niveau basal de certaines cytokines et chemokines chez les
souris SCID, afin de mieux comprendre la pertinence de nos observations dans le
contexte de souris immuno-déprimées. Puis, il serait intéressant de reproduire notre
étude sur les PDX (article N°1) avec un nombre de souris plus important et/ou avec
des PDX humanisés afin d’explorer plus en détail la réponse immunitaire et la relation
microbiote-tumeur. Enfin, une étude clinique observationnelle pour étudier le
microbiote de patients atteints d’'un cancer du poumon et traités au pemetrexed serait
intéressante a effectuer afin de conforter nos résultats précliniques. Cette étude
permettrait de définir des profils microbiens « bénéfiques » pour les patients pour
lesquels le traitement chimiothérapeutique est efficace et n’induit pas de symptémes
Gl, et a contrario, déterminer les profils microbiens « & risques » pour les patients
développant systématiquement des effets secondaires Gl. Ainsi, dans une démarche
de médecine personnalisée, I'analyse de la composition du microbiote de chaque
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patient serait a effectuer afin de déterminer s’ils ont un profil de microbiote
« bénéfique » ou «a risque » et ce profil servirait doutil pronostique et/ou

théranostique.

Perspectives along terme

L’ensemble de ces démarches a pour but d’augmenter nos connaissances sur la
relation et les interactions entre le microbiote, la tumeur et le traitement
chimiothérapeutique. Ces recherches permettront de déterminer les profils microbiens
« bénéfiques » et nécessaires pour des résultats thérapeutiques positifs. A terme la
composition du microbiote pourrait étre utilisée comme biomarqueur. En effet, in fine,
ces recherches permettront d’utiliser le microbiote comme outil de pronostique et

comme un parametre a prendre en compte lors de la décision thérapeutique.

Au sujet des solutions thérapeutiques envisageables dans le futur, trois stratégies
thérapeutigues me semblent pertinentes :

Une stratégie avant le traitement consisterait a étudier la composition du
microbiote en amont du traitement chimiothérapeutique dans un cadre de prévention
thérapeutique. Le but de cette démarche est de déterminer si le profil microbien est
favorable ou non a la chimiothérapie, puis de potentiellement intervenir afin de le
préparer a subir le traitement et générer un microbiote robuste.

Une stratégie pendant le traitement consisterait a suivre la composition du
microbiote tout au long du traitement chimiothérapeutique afin de maintenir un « bon »

microbiote et prévenir les toxicités Gl en évitant la prolifération de bactéries néfastes.

Pour ces 2 stratégies, plusieurs solutions sont aujourd’hui envisageables pour modifier
la composition du microbiote. La premiére possibilité consisterait a apporter les
bactéries bénéfiques pour l'efficacité et la diminution des effets secondaires du
traitement anti-cancéreux a l'aide de probiotiques voire probiotiques de 2eme
génération (appelés également Live Biotherapeutic Products - LBP), contenant une ou
plusieurs espéces bactériennes. La deuxieme possibilité serait de favoriser la
prolifération et le fonctionnement d'espéces bactériennes bénéfiques par
'administration de prébiotigues ou par un régime alimentaire spécifique. Puis,

I'antibiothérapie ou la phagothérapie auraient pour but de réduire des bactéries
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potentiellement pathogenes ou considérées comme mauvais pronostique pour

I'efficacité du traitement ou associées au développement d’effets indésirables Gl.

Une stratégie apres le traitement permettrait de rétablir le microbiote par
transplantation fécale (FMT). A ce jour, cette méthode est utilisée en aval du traitement
chimiothérapeutique pour remplacer les microbiotes intestinaux trés altérés par le
traitement anti-tumoral. Dans le futur, il pourrait étre envisageable de réaliser des FMT,
avant les traitements chimiothérapeutiques, en prévention pour rétablir les profils
microbiens de mauvais pronostic, et implanter un microbiote dont le profil est connu

pour étre « bénéfique ».

Pour conclure, le microbiote représente un important indicateur pour évaluer la toxicité
et/ou I'efficacité des traitements chimiothérapeutiques. De ce fait, il sera important de
le prendre en compte lors du développement de nouvelles molécules thérapeutiques

et lors de la prise en charge des patients atteints d’'un cancer.

« Prendre soin de son microbiote

peut contribuer au soin par son microbiote »
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. Publication

Impact of pemetrexed chemotherapy on gut microbiota and intestinal
inflammation of Patient-Lung-Derived Tumor Xenograft (PDX) Mouse Models,
Scientific Reports, Nature group, Soumis.

Cindy Pensec, Florence Gillaizeau, Dominique Guenot, Anne Bessard, Thomas
Carton, Sébastien Leuillet, Mario Campone, Michel Neunlist, Hervé M. Blottiere and
Francoise Le Vacon.

Il. Présentation des travaux

1. Communications orales

Juin 2016 : Cancéropole Grand Ouest aux Sables d’Olonnes

- Cindy PENSEC, Alessandra DE MARTINO, IMODI Consortium, Sophie LE
FRESNE, Audrey GROH, Yao AMOUZOU, Sébastien LEUILLET,
Dominiqgue GUENOT, Mario CAMPONE, Thomas CARTON, Frangoise LE
VACON (2016). Effets de traitements chimiothérapeutiques sur le
microbiote intestinal de modeéles murins PDX. Journée du Cancéropole
Grand Ouest (Sables d’Olonne)

Octobre 2016 : AFSTAL a Nantes

- Cindy Pensec, Thomas Carton, Sébastien Leuillet, Alessandra De Martino,
IMODI Consortium, Francoise Le Vacon. Biofortis Mérieux NutriSciences
: plateforme d’analyse du microbiote. AFSTAL (Nantes)

Octobre 2016: 4th Sino-French School of Oncology of Wuhan (Chine)

- Cindy PENSEC, Alessandra DE MARTINO, IMODI Consortium, Sophie LE
FRESNE, Audrey GROH, Yao AMOUZOU, Sébastien LEUILLET,
Dominique GUENOT, Mario CAMPONE, Thomas CARTON, Francoise LE
VACON (2016). Chemotherapy Impact on the Gut Microbiome of
Patient-Derived Tumor Xenograft Models. 2016 Sino-Frensh School of
Oncology (Wuhan).

Mai 2016, 2017 et 2018 : PhD day de Mérieux

- 2 présentations en 180s
- 1 présentation de 15 min

Décembre 2016 et 2017 : Journée IMODI

- Microbiote, un nouvel organe ; résultats et perspectives
- PDX et Microbiote — Cibles et traitement du futur ?
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2. Poster

Février 2016 : OncoWeek a Toulouse

- Cindy PENSEC, Alessandra DE MARTINO, IMODI Consortium, Sophie LE
FRESNE, Audrey GROH, Yao AMOUZOU, Sébastien LEUILLET, Mario
CAMPONE, Thomas CARTON, Francoise LE VACON (2016).
Pharmacological Testing of Chemotherapy in PDX Models: Impact on
Gut Microbiota. Onco week (Toulouse)

Décembre 2016 : Journée de I'école doctorale a Nantes

- Cindy PENSEC, Alessandra DE MARTINO, IMODI Consortium, Sophie LE
FRESNE, Audrey GROH, Yao AMOUZOU, Sébastien LEUILLET,
Dominique GUENOT, Mario CAMPONE, Thomas CARTON, Francoise LE
VACON (2016). CLINICAL METAGENOMICS FOR EVALUATION OF
CHEMOTHERAPY IMPACT ON GUT MICROBIOTA (Nantes).

Juin 2018 : IHMC a Killarney (Irlande) et Cancéropole Grand ouest a Vannes

- C. PENSEC, T. CARTON, S. LEUILLET, D. GUENOT, IMODI Consortium,
M. CAMPONE, H. BLOTTIERE, F. LE VACON (2018). Effects of
pemetrexed chemotherapy on gut microbiota and digestive
inflammation of Patient-Derived Tumor Xenograft Models. IHMC
(Killarney, Irlande).

3. Prix

- Microbiome Hero Award dans le cadre du congres IHMS et de la Journée

Internationale du Microbiote

[Il. Communications autres

- Juillet 2016 : Article dans la newsletter N°1 d’IMODI http://www.imodi-
cancer.org/fr/newsletter-imodi-1-july-2016/est

- Atrticle de vulgarisation scientifique « Microbiote et Cancer » dans le cadre d’'une
formation a la vulgarisation scientifique

-« Projet Curieux » est un projet de vulgarisation scientifique dans le cadre de la
Nuit Blanche des Chercheurs de Nantes

- Flyer destiné aux patients recrutés dans IMODI. Le but de ce flyer est de
présenter aux patients, le réle du microbiote, et I'intérét de I'étudier afin de les
sensibiliser a I'étude IMODI.

- Atrticle dans la Newsletter N° 5 de Biofortis
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Impact de la chimiothérapie sur le microbiote intestinal a travers I’exemple du
pemetrexed sur les modéles murins PDX

Mots clés : Microbiote, Pemetrexed, PDX, Dysbiose, Chimiothérapie, Inflammation, Cancer
du poumon

Résumé : Ces dernieres années, d’importants progrés ont été réalisés au niveau des
traitements contre le cancer. Cependant, la chimiothérapie reste le traitement de référence car
la plupart des patients présentent un cancer avancé. Pour certains cancers, il a été démontré
que le microbiote intestinal pouvait moduler l'efficacité et la toxicité de certaines
chimiothérapies. Le pemetrexed, un agent chimiothérapeutique utilisé dans le cancer du
poumon, peut induire des effets secondaires importants chez les patients. Cependant, son
impact sur le microbiote reste inconnu. Le but de notre étude est d’évaluer l'impact du
pemetrexed et de la tumeur sur la composition du microbiote dans des modéles PDX de cancer
du poumon par métaséquencage ciblé 16S. Nous avons mis en évidence que le pemetrexed
et la tumeur entrainaient d’'importantes perturbations dans la composition du microbiote,
traduites par une augmentation significative des Enterobacteriaceae et de 3 familles du phylum
Firmicutes, et une diminution de Ruminococcaceae. De plus, une perturbation de l'intégrité de
la barriere épithéliale associée a une inflammation précoce et une infiltration de leucocytes
dans les muqueuses ont été observées. Par ailleurs, nous avons montré que l'effet du
pemetrexed sur le microbiote était reproductible dans plusieurs modéles de PDX de poumon,
et que la dysbiose était proportionnelle a I'efficacité de la chimiothérapie. Ce travail préliminaire
nous permet de confirmer la relation entre microbiote et chimiothérapie. Il est essentiel
d'accroitre nos connaissances sur l'impact des chimiothérapies sur le microbiote afin de
minimiser les effets secondaires, et d'améliorer I'efficacité des traitements.

Chemotherapy impact on the gut microbiota through the example of pemetrexed
on PDX mice models

Keywords: Microbiota, Pemetrexed, PDX model, Dysbiosis, Chemotherapy, Inflammation,
Lung cancer

Abstract: In the field of lung cancer treatments, significant progresses have been realized
during last decade, such as targeted therapies and immunotherapies. Nevertheless,
chemotherapy remains the gold standard for advanced cancer. Pemetrexed, a
chemotherapeutic agent used in NSCLC, can induce significant side effects on patients.
However, the impact of pemetrexed on gut microbiota and gastrointestinal inflammation in PDX
mice remains unknown, although the role of the microbiota in carcinogenesis and modulation
of efficacy or toxicity of chemotherapy agents has been demonstrated. The aim of our study is
to evaluate the impact of pemetrexed and tumor on gut microbiota composition by 16S rRNA
metabarcoding in PDX models of lung cancer. Firstly, we have found that pemetrexed and
tumor induced several modifications on microbiota composition, resulting in a significant
increase of the relative abundance of Enterobacteriaceae and 3 families from the Firmicutes
phylum, and a decrease of Ruminococcaceae. Secondly, a significant alteration of epithelial
barrier integrity associated with early inflammation and infiltration of leukocytes into mucosal
tissues was observed following treatment. Moreover, we have shown that pemetrexed effect
on the microbiota was reproducible on several models of lung PDX models of lung carcinoma,
and that dysbiosis was propositional to the effectiveness of chemotherapy. Although, this work
is a preliminary approach, that confirms the relationship between microbiota and
chemotherapy. It is essential to expand our knowledge about the chemotherapy impact on
microbiota in order to minimize the side effects, avoid infection complications, and improve
therapy efficiency.
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