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Résumé

Le microbiote humain est défini par I'’ensemble des microbes habitant un site corporel en
particulier. Les différents microbiotes de 'Homme, notamment le microbiote intestinal qui est le
plus étudié, peuvent moduler de nombreux mécanismes biologiques dont le métabolisme et la
réponse immunitaire. Un débalancement du microbiote au niveau des especes qui le composent,
ou dysbiose, a été associé a plusieurs maladies inflammatoires comme le diabéte, I'obésité, mais
aussi divers types de cancer. De plus, il a été démontré que les bactéries pouvaient avoir un
impact sur la réponse des patients aux thérapies contre le cancer. Le cancer du sein est le cancer
le plus mortel chez la femme. Or, I'étiologie de la maladie reste incertaine. Récemment, il a été
montré que des bactéries pouvaient infiltrer les tissus plus profonds comme le tissu mammaire,
formant un microbiote local.

Considérant I'impact que la dysbiose peut avoir sur la réponse immunitaire antitumorale
et la réponse aux traitements, nous avons émis comme hypothése qu’une présence bactérienne
intratumorale similaire, en composition et en quantité, a celle du tissu normal non-cancéreux
affecte la progression du cancer du sein ainsi que le devenir clinique des patientes. La présence
du microbiote intratumoral du sein a donc été validée par la détection de plusieurs composants
bactériens sur des coupes tumorales a I'aide de marquages moléculaires. Puis, nous avons évalué
le réle potentiel de ce microbiote en quantifiant et identifiant les especes bactériennes présentes
dans les tumeurs et les tissus normaux adjacents des patientes de notre cohorte du cancer du
sein.

Nos résultats montrent une abondance moins élevée de I’ADN bactérien dans les tumeurs
du sein comparativement aux tissus normaux adjacents appariés, suggérant qu’une altération du
microbiote mammaire est associée au cancer. De plus, les patientes ayant un signal bactérien tres
faible dans leur tumeur avaient un nombre de récidives plus élevé. Cette influence de la quantité
apparente de bactéries sur le devenir clinique a été observée principalement chez les patientes
ayant une tumeur avancée, soit un grade ou un stade élevé, et de sous-types moléculaires
Luminal HER2*, HER2* (non-luminal) et Luminal B. Aucune relation n’a été observée entre la

composition bactérienne du microbiote intratumoral mammaire et la récidive. Nos travaux



suggerent une implication pronostique et thérapeutique de la charge bactérienne du microbiote
associé aux tumeurs mammaires.
Mots-clés: Cancer du sein, microbiote intratumoral, infiltration bactérienne,

quantification bactérienne, gene de I’ARNr 168, infiltration immunitaire, activation immunitaire.



Abstract

The human microbiota is defined by all the microbes inhabiting a specific body site. The
different human microbiota, and in particular the intestinal microbiota which is the most studied,
can modulate many biological mechanisms, including metabolism and the immune response. An
imbalance in the bacterial species that compose the microbiota, or dysbiosis, has been associated
with several inflammatory diseases such as diabetes, obesity, but also various types of cancer.
Additionally, bacteria have been shown to impact the response of patients to cancer therapy.
Breast cancer is the deadliest cancer in women. However, the etiology of the disease remains
uncertain. Recently, it has been shown that bacteria can infiltrate deeper tissues like breast tissue,
forming a local microbiota.

Considering the impact that dysbiosis can have on the anti-tumor immune response and
the response to treatments, we hypothesized that an intratumoral bacterial presence similar in
composition and quantity to that of normal non-cancerous tissue affects the progression of breast
cancer, as well as the clinical outcomes of patients. The presence of the intratumoral breast
microbiota was therefore validated by the detection of several bacterial components on whole
tumor sections using molecular staining. Then, we evaluated the potential role of this microbiota
by quantifying and identifying the bacterial species present in tumors and adjacent normal tissues
of patients in our breast cancer cohort.

Our results show a lower abundance of bacterial DNA in breast tumors compared to
adjacent paired normal tissues, suggesting that an alteration of the mammary microbiota is
associated with breast cancer. In addition, patients with a very low bacterial signal in their tumor
had a higher number of recurrences. This influence of the apparent quantity of bacteria on the
clinical outcomes has been observed mainly in patients with an advanced tumor, either a high
grade or a high stage, and of the Luminal HER2*, HER2* (non-luminal) and Luminal B molecular
subtype. No relationship has been observed between the bacterial composition of the breast
intratumoral microbiota and the recurrence. Our work suggests a prognostic and therapeutic
implication of the bacterial load of the microbiota associated with breast tumors.

Keywords : Breast cancer, intratumoral microbiota, bacterial infiltration, bacterial

guantification, 16S rRNA gene, immune infiltration, immune activation.
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Chapitre 1 — Introduction

Le cancer du sein

Epidémiologie

Les statistiques du GLOBOCAN pour I'année 2018 rapportent qu’il y a eu 2.1 millions de
nouveaux cas et plus d'un demi-million de décés liés au cancer du sein dans le monde (1). Selon
ce rapport, le cancer du sein est le néoplasme malin le plus fréqguemment diagnostiqué (24.2 %
des diagnostics, Figure 1) et la principale cause de déces (15 % des déceés, Figure 1) chez les
femmes a l'international (1). Le risque pour la femme de développer un cancer du sein au cours
de sa vie est évalué a 1 chance sur 9 (2). Ce risque varie considérablement entre les régions du
monde. Le taux d’incidence ajusté pour I'age révele qu’il est plus élevé dans les pays occidentaux
(>60 cas pour 100 000) que dans les pays en voie de développement (<40 cas pour 100 000),
méme s’il est en progression dans les pays a faible risque (3). Globalement, la fréguence des cas
a augmenté de 20 % entre 2008 et 2012 (4). Si cette tendance se maintient, le nombre annuel de
nouveaux cas de carcinome mammaire devraient atteindre environ 3.2 millions d’ici 2050 (5).

Selon I’American Cancer Society (ACS) et les données du Canadian Cancer Registry (CCR),
le taux de mortalité du cancer du sein en Amérique du Nord a atteint son sommet autour de 1990
avant de diminuer graduellement dans les années suivantes (6, 7). Cette tendance a été expliquée
par les progrés dans le traitement et la détection précoce des tumeurs grace au dépistage par
mammographie qui a considérablement amélioré les perspectives de guérison (8). Aux Etats-Unis,
le Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) a enregistré une augmentation du taux de
survie spécifiqgue au cancer a 10 ans (disease specific survival, DSS) de 65 % en 1975 a 83 % en
2010 (9). Cependant, la réduction du taux de mortalité a ralenti puisqu’elle était de -3.3 %/année
entre 1995 et 1998 alors qu’elle se situe a environ -1.3 %/année depuis 2011 (6). Cela suggere
que I'amélioration du pronostic des patients tend a se stabiliser.

Puisque l'incidence de la maladie est en forte hausse, le nombre de décés relié au cancer
du sein ne cesse de croitre. La maladie est non seulement un fardeau pour la santé des individus,
mais elle est également associée a un fardeau économique énorme pour la société du fait du cout

des traitements, estimé a 40 000S par patient au Canada (10). Par conséquent, ’accent doit étre



mis sur la prévention et 'amélioration du devenir clinique des patients afin de réduire les

conséquences sanitaires et économiques du cancer du sein.
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Figure 1.— Représentation de la distribution de I'incidence et de la mortalité globale des 10 types
de cancers les plus communs chez les femmes en 2018 (adapté de (1)).

(A) Proportion du nombre total de nouveaux cas par cancer. (B) Proportion du nombre total de
déces par cancer.

Pathogénese
L’ONCOGENESE : PRESENTATION GENERALE

Le développement du cancer du sein dépend de la transformation de cellules saines en
cellules malignes. Deux théories tentent d’expliquer I'apparition des cellules cancéreuses dans le
tissu mammaire : le modéle stochastique (évolution clonale) et le modele hiérarchique (cellules
souches cancéreuses) (11, 12). Une cellule cancéreuse mammaire se développe a cause d’une
instabilité génétique qui provoque des modifications (mutations) séquentielles dans différents
génes essentiels a la régulation de la cellule comme ceux impliqués dans la réparation de I’ADN,
la prolifération et 'apoptose. Dans le modele de I’évolution clonale, les mutations s’accumulent
au cours du temps, et donc se transmettent aux générations cellulaires suivantes, afin d’acquérir
toutes les dispositions définissant la cellule maligne (12). C'est sur ce modele que porteront les
paragraphes suivants. Les cellules cancéreuses sont caractérisées par des propriétés particulieres

identifiées par Hanahan et Weinberg (13) (résumées dans la Figure 2).
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Figure 2. — Les 10 propriétés (« hallmarks of cancer ») de la cellule cancéreuse. (adapté de (13))

Représentation des fonctions biologiques acquises par les cellules précancéreuses grace a
I’'accumulation de mutations durant les étapes multiples du développement d’un cancer.

Les mutations peuvent se produire de fagon intrinséque lors de la réplication de I’ADN des
cellules en division qui cause parfois des erreurs aléatoires dans le génome (14). Des facteurs
extrinséques comme des infections virales, des substances chimiques ou des radiations ont aussi
une influence significative sur la promotion ou la réduction de l'instabilité génétique (14). La
prolifération excessive des cellules dysfonctionnelles induit une expansion clonale qui peut mener
a I"établissement d’une masse cellulaire maligne (tumeur) au sein du tissu mammaire. Une
réponse immunitaire antitumorale efficace peut inhiber le développement de la tumeur afin de
restaurer ’homéostasie du tissu sain (15, 16). Toutefois, les cellules tumorales peuvent acquérir
des mécanismes d’évasion de la réponse immunitaire pour continuer leur progression, menant
parfois a leur migration dans des organes distants et a la formation de métastases. Les prochaines
sections permettront de revoir ces concepts plus en détail en parcourant I'aspect génétique et
immunitaire du cancer du sein. Les facteurs de risque extrinséques qui favorisent I'accumulation

de mutations seront aussi abordés.
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IMPLICATION DU GENOME

Le cancer du sein est une maladie génétique complexe et hétérogene. Cependant, les
mutations génétiques menant a l'initiation et progression du cancer se produisent principalement
dans les proto-oncogenes et les genes suppresseurs de tumeur. Les premiers codent pour des
protéines permettant a la cellule d’entrer dans le cycle cellulaire. L’activité de ces génes peut étre
augmentée considérablement par des mutations ponctuelles, une amplification génique ou un
réarrangement chromosomique (17). Les suivants codent au contraire pour des protéines limitant
la prolifération cellulaire ou menant a la mort cellulaire programmeée (apoptose). Des mutations
ponctuelles, une délétion ou insertion de séquence ou une perte de I'alléle peuvent mener a la

perte de fonction de ces génes (17).
Prolifération incontrélée

Tout d’abord, le premier stade de développement du cancer du sein est amorcé par une
hyperprolifération anormale d’une cellule épithéliale mammaire. En contexte homéostatique,
I'intégrité de la glande mammaire est préservée par une prolifération cellulaire finement régulée
par la sécrétion des facteurs de croissance et la densité de leur récepteur exprimé a la surface
membranaire (13). La dérégulation du nombre de récepteurs exprimés a la surface membranaire
peut rendre la cellule autonome face aux facteurs de croissance (18). Par exemple, le géne du
récepteur du facteur de croissance épidermique humain (human epidermal growth factor
receptor 2, HER2) est amplifié dans 20 % des cancers du sein (18), entrainant sa surexpression qui
potentialise I'efficacité de la voie de signalisation proliférative des autres récepteurs de la famille
HER (19). D’autres modifications génétiques dans des récepteurs de la méme famille que le
récepteur HER2, des protéines impliquées dans la transduction de la signalisation ainsi que des
protéines nucléaires contrdlant positivement le cycle cellulaire peuvent conférer une perte de
controle de la prolifération (17). La mutation de génes suppresseurs de tumeur permettent de
maintenir continuellement les signaux de prolifération enclenchés. C'est le cas du gene PTEN
codant pour une phosphatase qui dégrade le produit de la kinase PI3K. La perte de fonction du
géne est retrouvée dans 50 % des cancers du sein et permet d’empécher une inactivation de la

cascade de signalisation PI3K/AKT induite par les facteurs de croissance (20).
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Résistance aux mécanismes de contréle intrinseque

Afin d’atteindre I'immortalité réplicative, la cellule tumorale développe une résistance a
I'apoptose et a la sénescence (13). La cellule saine posséde un nombre de divisions limité a cause
du raccourcissement des téloméres qui protégent I'extrémité de ses chromosomes (21). La
télomérase, produite habituellement par les cellules souches, est activée dans 90 % des cancers
du sein et catalyse I'allongement des téloméres permettant d’éviter la sénescence (22). De plus,
la prolifération excessive de la cellule tumorale induit des bris a ’ADN et a la structure globale
des chromosomes qui sont détectés par des senseurs intracellulaires activant des mécanismes de
réparation ou I'apoptose lors de dommages irrémédiables. La mutation de génes impliqués dans
la réparation des cassures de ’ADN comme ceux associés au cancer du sein 1 et 2 (BRCA1/2) ou
la protéine TP53 empéchent la réparation efficace de I’ADN et I'activation des caspases induisant
I’apoptose respectivement, ce qui permet a la cellule tumorale de progresser sans étre freinée

par une régulation intrinseque (23-25).
Invasion tissulaire et métastase

D’autres modifications génétiques sont indispensables a |'établissement d’un carcinome
infiltrant le tissu mammaire, puis sa dispersion sous forme de métastases. Pour I'invasion du tissu,
la cellule épithéliale cancéreuse subit une transformation épithélio-mésenchymateuse (TEM)
conduisant a la perte des interactions cellule-cellule avec I'épithélium et favorisant sa mobilité
(26). Par exemple, la surexpression du facteur de transcription Snail (zinc finger protein SNAI1) et
la méthylation du promoteur du gene CDH1 inhibent la E-cadhérine impliquée dans la formation
des jonctions adhérentes entre cellules voisines (27). La cellule cancéreuse peut aussi produire
des métalloprotéinases matricielles (matrix metalloproteinases, MMP) qui vont dégrader la lame
basale de I'épithélium et la matrice extracellulaire (extracellular matrix, ECM) facilitant I'invasion
du stroma (28, 29). Pour poursuivre la tumorigenése, les cellules cancéreuses requiérent une
guantité importante de nutriments. Elles peuvent surexprimer le facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire (vascular endothelial growth factor, VEGF) ainsi que d’autres molécules
proangiogéniques telles les facteurs de croissance des fibroblastes (fibroblast growth factor, FGF)
(30) afin d’induire le développement de nouveaux vaisseaux sanguins par le processus

d’angiogenése (31). La nouvelle vasculature permet aux cellules tumorales de quitter la tumeur
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et de migrer a travers le corps vers d’autres tissus, favorisant ainsi I’établissement d’un cancer

métastatique associé a un mauvais pronostic (32).
FACTEURS DE RISQUE

L’étude des facteurs de risque extrinseques menant a l'instabilité génétique est d’un grand
intérét afin de mieux comprendre 'origine et le développement du cancer du sein. L'étiologie et
la progression du cancer du sein restent une préoccupation, car notre compréhension de ces
concepts estincompléte. Les facteurs de risque exogénes ou endogénes reconnus jusqu’a présent
sont associés a la survenue de moins de 30 % des nouveaux cas de cancers mammaires (33, 34).
Il est essentiel d’identifier les causes précises de la progression de cancer afin de développer des

traitements préventifs et thérapeutiques ou de découvrir de nouveaux biomarqueurs prédictifs.
Facteurs endogénes

La prédisposition génétique participe de facon significative a I'incidence, puisque 10 % des
cancers du sein sont générés par la transmission héréditaire d’une mutation (Ex : BRCA1/2) (35).
Ainsi, une femme dont la mere ou la sceur a recu un diagnostic de cancer du sein est 1.75 fois plus
a risque qu’une femme sans historique familial (35). Une variabilité interindividuelle dans la
concentration des hormones sexuelles féminines, particulierement les estrogenes, est aussi liée
au risque d’avoir cette maladie (36). Des facteurs reproducteurs tels que la ménarche a un jeune
age (12 ans), la ménopause tardive (55 ans), la nulliparité ou une premiere grossesse tardive
peuvent influencer I'oncogenése (33). De plus, le risque de développer un cancer du sein dépend
fortement de I’dge, avec moins de 25 cas par 100 000 chez les femmes de moins de 30 ans et ce
nombre augmentant jusqu’a 500 cas par 100000 chez des femmes de 70 ans (2). Enfin,
I'inflammation est un facteur de risque endogéne partagé par plusieurs types de cancers, dont le
cancer du sein, puisqu’elle favorise I'instabilité génétique lorsqu’elle persiste de fagon chronique

(37, 38).
Facteurs exogénes

Les études observationnelles ont montré une augmentation de I'incidence du cancer du
sein parmi les populations qui migrent vers les pays développés en provenance de pays a faible

risque (39, 40), suggérant I'apport important de facteurs exogénes (environnementaux) dans ce

28



cancer. Les habitudes de vie et le régime alimentaire, notamment la consommation excessive de
substances cancérogénes comme l'alcool et la cigarette, ménent a un risque accru de développer
la maladie (41, 42). Par ailleurs, un indice de masse corporelle (IMC) élevé, I'obésité et un gain de
poids corporel sont des variables qui augmentent les risques de cancer du sein (43, 44). Les
facteurs de risque exogenes peuvent influencer directement I'accumulation de mutations. Par
exemple, I'exposition a des radiations comme les rayons X, ultraviolets (UV) ou ionisants entraine
des atteintes directes a ’ADN (45). Toutefois, |'effet de certains facteurs exogenes nécessite une
interaction avec les facteurs endogénes, comme c’est le cas pour I'obésité ou la diete qui jouent

un role dans "apparition de I'inflammation chronique (46).
IMPLICATION DE LA REPONSE IMMUNITAIRE

Lorsque la cellule anormale parvient a contourner les mécanismes de défense intrinseéque,
I’'homéostasie tissulaire est maintenue grace a I'implication du systeme immunitaire qui permet
d’empécher I’établissement de la tumeur et |la propagation en métastases. Des études effectuées
dans des modeles murins déficients en certaines fonctions immunitaires innées et adaptatives
ont démontré le réle essentiel de la réponse immunitaire dans le contréle de la croissance
tumorale (47-50). Par exemple, les souris Rag2-/- qui sont marquées par une absence de
lymphocytes T, B et T Natural Killer (NK) développent spontanément des cancers (15).

Trois mécanismes ont été proposés pour expliquer le controle par la réponse
immunitaire : I’élimination des virus induisant la transformation cellulaire, I’élimination des
pathogenes favorisant une inflammation protumorale et |'élimination directe des cellules
cancéreuses (15). Le dernier mécanisme, connu sous le nom d'immunosurveillance, est un
processus par lequel le systeme immunitaire patrouille continuellement les tissus a la recherche
de cellules précancéreuses a éliminer. Malgré la présence d'un systeme de surveillance
fonctionnel, des cellules tumorales peuvent tout de méme étre immunosélectionnées pour
obtenir la capacité d’échapper a 'immunosurveillance (48). L'immunoédition est le concept qui
explique cette apparition d’une cellule cancéreuse résistante malgré la pression constante
exercée par I'immunité et qui comporte 3 phases (résumées a la Figure 3): I’élimination,

I’équilibre et I’évasion.
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Phase d’élimination

Durant cette phase, la réponse immunitaire antitumorale est activée afin de reconnaitre
et détruire la tumeur émergente par le processus d’'immunosurveillance. Initialement, I'activation
de cette réponse dépend de la formation de la tumeur dans le tissu qui induit des dommages aux
cellules menant a la production de molécules pro-inflammatoires et au recrutement de cellules
immunitaires innées (51). Les cellules tumorales ont a leur surface des motifs cellulaires associés
aux dégats (damage-associated molecular patterns, DAMP) dont I'expression est stimulée par le
microenvironnement inflammatoire et les dommages a I’ADN lors de la transformation maligne
(52). Les DAMP et d’autres signaux de danger vont permettre aux cellules immunitaires recrutées
dans le tissu (cellules NK et NKT, les lymphocytes T y& et les macrophages) de reconnaitre et
d’interagir avec les cellules cancéreuses. Par exemple, la liaison du récepteur NKG2D des cellules
NK et T yb aux molécules de danger MIC A et B sur la surface des cellules cancéreuses mene a leur
élimination via la sécrétion de molécules lytiques (Ex : perforine) (53). L’activation des cellules NK
entraine aussi la production d’IFN-y ayant des effets antiprolifératifs, pro-apoptotiques et
angiostatiques ce qui limite la croissance tumorale (51). D’autres molécules avec une activité
antitumorale sont utilisées par I'immunité innée pour I’élimination de la tumeur, incluant le
systeme Fas/Fas ligand, la molécule TRAIL (tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing
ligand) et la production du facteur de nécrose tumorale (tumor necrosis factor, TNF-a) (54).
Ensuite, les cellules dendritiques (dendritic cells, DC) activées dans le tissu mammaire vont se
rendre aux ganglions lymphatiques (lymph node, LN) pour présenter aux cellules de I'immunité
adaptative les antigénes tumoraux (AT) relachés par les cellules cancéreuses éliminées (55). Les
cellules activées de I'immunité adaptative vont migrer vers la tumeur afin de compléter son
élimination. Un acteur majeur de I'immunité adaptative est le lymphocyte T CD8* cytotoxique
(CTL) qui mene a I'apoptose des cellules cancéreuses de maniére dépendante de la perforine
lorsqu’il les reconnait par leur présentation d’AT sur le complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH) de classe I. En général, cette phase s’achéeve par la disparition de la tumeur et un retour a

I’état normal du tissu.

30



Phases d’équilibre et d’évasion

Il peut se produire une immunosélection de clones tumoraux moins immunogéniques lors
de la phase d’élimination. Ils vont évoluer pour acquérir graduellement des traits génétiques qui
leur conférent une meilleure résistance face aux cellules immunitaires (16). lls vont ainsi étre
préférentiellement conservés comparativement aux cellules tumorales moins adaptées (48). Les
cellules cancéreuses survivantes et le systeme immunitaire vont entrer progressivement dans la
phase d’équilibre, ou la réponse immunitaire antitumorale peut circonscrire leur progression et
expansion sans toutefois pouvoir les éradiquer pour retrouver I’homéostasie tissulaire (51).

Les cellules cancéreuses peuvent empécher leur élimination par le systéme immunitaire
grace a l'aide de mécanismes directs ou indirects. Les cellules cancéreuses peuvent augmenter
I’expression de récepteurs de surface inhibant directement I'activité des cellules immunitaires.
Ainsi, sur certaines cellules cancéreuses, il y a une surexpression des « immune checkpoints » tels
que le PD-L1 (program death-ligand 1), le CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4)
et d’autres molécules inhibitrices menant a une absence de réponse de la part des lymphocytes
T (56, 57). L'expression de certaines molécules de surface peut aussi étre réduite ou totalement
perdue comme le CMH de classe |, diminuant leur reconnaissance par le systeme immunitaire
(58). Elles vont transformer le microenvironnement tumoral pour le rendre immunosuppresseur
de facon indirecte en sécrétant des molécules qui suppriment la maturation et la fonction des
cellules immunitaires telles que le VEGF, linterleukine (IL)-10, le facteur de croissance
transformant (TGF-B) ou l'indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) (59) (56). La sécrétion de ces
molécules va soutenir le recrutement et la formation de types cellulaires régulant négativement
la réponse immunitaire dont les lymphocytes T régulateurs (Treg) et les cellules myéloides
suppressives (MDSC) (60, 61). Eventuellement, les clones tumoraux réussissent a échapper
complétement a la réponse immunitaire antitumorale et entrent dans une phase d’évasion. A ce
stade, la tumeur devient cliniquement détectable et peut se répandre a d’autres organes et tissus

du corps.

31



| Immuno-édition du cancer |

Tissu normal @@ @ @ @ ol:’loz @ iy @ @

IL-6, IL-10, | T

o ® Galectine-1 ! IDO
PD-L1

Perte du CMH

Perte de I'antigéne
SUPP.TESS.iO'T tumorale Carcinogene Tumeur en dormance et SO
lntyrlnset}ue. Raqlat\o.n IFN-y, aet p en édition CTLAA4 |—Ccellules Treg et MDSC
Sénescence Infection virale
Réparation Inflammation chronique | itéinné ILrin
Apoptose Prédisposition génétique n:;ﬂ:p;';cze NEZZD
— Antigénes TRAIL Cellule saine @ Lymphocyte T CD8+ @ Lymphocyte T yé

danger © tumoraux

f Perforine
Ligands des Cellule transformée
g recepteurs NK immunogénique Lymphocyte T CD4+
< Cellule transformée peu
immunogénique Lymphocyte NKT

) Cellule transformée
Suppression tumorale . PR Cellule NK Macrophage
. immunoévasive
extrinséque

o
000
0o

Cellule dendritique

Figure 3. - Les 3 phases de 'immunoédition du cancer: I’élimination, I’équilibre et I’évasion.
(adapté de (62))

Apreés la transformation par le contournement des mécanismes de suppression intrinseque, la
cellule transformée entre en prolifération massive et forme la tumeur. La phase d’élimination
implique le recrutement de I'immunité innée et adaptative au sein de la tumeur. A ce stade, elle
peut étre éliminée par une réponse immunitaire antitumorale efficace, ou au contraire,
progresser pour entrer en phase d’équilibre. Ainsi, I'élimination des cellules tumorales est
contrebalancée par la production constante de nouvelles cellules malignes. La phase d’équilibre
est caractérisée par I'évolution et la sélection de cellules transformées peu immunogéniques.
Celles-ci vont acquérir une résistance a |'élimination par la réponse immunitaire ce qui va leur
permettre d’entrer dans la phase d’évasion afin de se propager dans le tissu et le reste du corps.

Présentation clinique
SOUS-TYPES MORPHOLOGIQUES ET MOLECULAIRES

Puisque le développement du cancer du sein est supporté par des altérations génétiques
tres diversifiées, le cancer du sein est plutot un ensemble de maladies hétérogenes que I'on
classifie en différents sous-types histologiques et moléculaires. En effet, il se présente sous
plusieurs morphologies histopathologiques. Dans la grande majorité des cas (98.3 %), il va étre
amorcé dans les cellules de I'épithélium glandulaire, et sera donc défini comme un carcinome ou
un adénocarcinome mammaire (63). Dans de rares cas (0.4 %), il peut avoir son origine dans les

cellules non épithéliales du tissu conjonctif mammaire, désigné principalement comme un
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sarcome du sein (63). Le carcinome mammaire est classé en 19 sous-types morphologiques
distincts (34). Les deux cancers les plus fréguemment diagnostiqués sont le carcinome canalaire
invasif (invasive ductal carcinoma, IDC; 70-75 %) qui provient des cellules tapissant le canal
lactifere (ou galactophore) et le carcinome lobulaire invasif (invasive lobular carcinoma, ILC; 5-15
%) qui est plutot formé par les cellules glandulaires productrices du lait maternel dans les lobules
(34, 64). lls sont définis comme invasif puisqu’ils ont infiltré le stroma adjacent en contournant
les contrbles génétique et immunitaire décrits précédemment (65). Certaines lésions du sein in
situ, donc confinées dans les canaux (ductal carcinoma in situ, DCIS) ou les tubules (lobular
carcinoma in situ, LCIS), sont aussi classifiées puisqu’elles sont pré-cancéreuses ou un facteur de

risque pour le développement du cancer du sein, respectivement (66, 67).

Tableau 1. — Classification des sous-types moléculaires du cancer du sein.

Sous-type Récepteurs Récepteur de HER2 Ki-67 > 15 % ou
moléculaire d’estrogenes progestérone grade lll
Luminal A + +/- - -
Luminal B-like-HER2" + +/- - +
Luminal B-like-HER2" + +/- + +/-
HER2* (non-luminal) - - + +/-
Triple-négatif - - - +/-

L'identification du sous-type moléculaire du cancer du sein est nécessaire puisqu’il sert de
facteur prédictif pour le pronostic des patientes, ainsi que leur réponse aux différentes lignes de
traitement (34). On distingue 5 sous-types moléculaires intrinseéques selon la classification de St.
Gallen 2013 : Luminal A, Luminal B-like-HER2™ (Luminal B), Luminal B-like-HER2* (Luminal HER2*),
HER2 surexprimé (non-luminal) et triple-négatif (TN) (68). Ils sont caractérisés par I'expression
génique ou protéique de biomarqueurs moléculaires : les récepteurs des estrogénes (estrogen
receptor, ER) et de la progestérone (progesterone receptor, PR), le récepteur HER2 et le marqueur

de prolifération Ki-67 (Sommaire dans le Tableau 1) (34). Les marqueurs protéiques sont évalués
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sur des biopsies de tumeurs mammaires par immunohistochimie, mais I'expression peut aussi
étre confirmée dans le cas du HER2 par une hybridation in situ pour évaluer I'amplification du
gene (34). La tumeur est considérée comme positive pour les ER et PR lors d’une expression
nucléaire dans plus de 1 % des cellules cancéreuses invasives (34). Les carcinomes mammaires
expriment fréquemment (70 % des cas) des ER, et cette expression est en général suivie par celle
du PR, les définissant comme des tumeurs de type luminal (69). Parmi les tumeurs luminales, on
distingue les tumeurs luminales B qui ont une expression élevée de protéines associées a la
prolifération, comme le Ki-67 dont le niveau d’expression sert d’index de prolifération (34). La
valeur seuil d’expression du Ki-67 pour séparer les tumeurs luminales A et B varie entre les
laboratoires, allant de 14 % a 20 % (34, 68, 70). Les tumeurs luminales HER2* sont identifiables
par un gene HER2 surexprimé (=6 copies) ou une expression membranaire du récepteur sur >10
% des cellules cancéreuses, en plus d’étre positives pour les récepteurs hormonaux (PR/ER) (34).
Finalement, les tumeurs luminales A sont caractérisées par un faible potentiel de prolifération
(index Ki-67 faible) et une expression normale du HER2. Le reste des tumeurs non-luminales est
regroupé dans les tumeurs HER2* (12-21 %) lorsqu’elles ont une amplification du géne HER2 en
absence des récepteurs hormonaux ou dans les tumeurs TN (10-20 %) lorsqu’elles n’expriment
aucun des biomarqueurs moléculaires (ER", PR" et HER2) (71, 72).

Les sous-types morphologiques et moléculaires sont utilisés, en plus de différents facteurs
clinicopathologiques tels que I'atteinte ganglionnaire, la taille de la tumeur, la présence de
métastases ainsi que le grade histologique, afin d’établir un diagnostic et stade. Récemment, de
nouvelles classifications utilisant plutot des techniques basées sur I'expression génique telles que
les tests PAM50 ou Oncotype DX ont laissé entrevoir une approche plus individualisée pour la
prise en charge des patients (73, 74). Les prochaines sections survoleront deux variables
clinicopathologiques importantes (le grade et le stade TNM), puis décriront les lignes de
traitements utilisées pour traiter le cancer du sein. Pour finir, nous allons faire un retour sur les
facteurs pronostiques et prédictifs du cancer du sein afin de mieux comprendre les limites dans
I’évaluation du devenir clinique de la patiente et la sélection de son traitement, comme par

exemple le manque d’individualisation et de précision du processus.
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GRADE ETTNM

Le grade histologique de Nottingham décrit I'agressivité du carcinome mammaire. Il
comprend les grades | a Il qui sont caractérisés par trois facteurs observables en microscopie: la
différenciation tubulaire/glandulaire, le pléomorphisme nucléaire et I'index mitotique (voir le
Tableau 2 pour la définition des grades) (75). Brievement, I’ACS décrit le grade comme un outil
permettant de déterminer la capacité d’un cancer a croitre et se propager par I'observation de
I'interaction cellule-cellule dans la tumeur (la formation de structures mammaires), de la
morphologie nucléaire et cellulaire (la ressemblance avec la cellule normale) et du nombre de

cellules en division (le compte mitotique).

Tableau 2. - Caractéristiques définissant chaque grade histologique de Nottingham (basée sur (75)).

Différenciation Pléomorphisme
Grade Compte mitotique*
tubulaire/glandulaire nucléaire

< 9 mitoses pour 10
> 75 % de la tumeur a un aspect  Cellules uniformes, petites
| champs a fort

glandulaire et régulieres
grossissement
Variabilité modérée dans la 10 a 19 mitoses pour 10
10a 75 % de la tumeur a un
Il taille et la forme des champs a fort
aspect glandulaire
cellules grossissement
Variation marquée dans la >20 mitoses pour 10
> 10 % de la tumeur a un aspect
1l taille et la forme des champs a fort
glandulaire
cellules grossissement

*Le compte mitotique dépend du diametre du champ sur le microscope. Les critéres ci-dessus

sont basés sur un champ a fort grossissement de 0.274 mm?>.

La stadification du cancer du sein permet d’évaluer I’étendue du cancer lors du diagnostic
(stade clinique) ou a la suite de la chirurgie (stade pathologique). La classification la plus courante
pour déterminer le stade du cancer du sein est le systéme tumeur-ganglion-métastase, ou TNM
(tumor-node-metastasis), défini par la 8¢ édition de I'’American Joint Committee on Cancer (AJCC).

Le facteur tumeur (T) comprend les stades T1 a T4 qui sont déterminés par la taille de la tumeur
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et la localisation de ses extensions lorsque cela se présente, en plus de comprendre un stade pTis
lors d’une absence d’invasion tissulaire par les cellules cancéreuses (carcinome in situ). Puis, le
facteur ganglion (N) qui va de NO a N3 en fonction de la présence et du nombre de métastases
aux LN régionaux et leur localisation. Enfin, le facteur métastase (M), soit MO ou M1, qui décrit
s’il y a la présence de métastases locales ou distantes. Les criteres précis de la stadification du
cancer du sein sont revus dans (76). En prenant en considération le résultat de ces 3 facteurs, il

est possible d’établir un stade TNM allant de 0 a IV.
THERAPIE

La thérapie pour la prise en charge du cancer du sein inclut habituellement une chirurgie,
et peut parfois étre accompagnée d’un traitement systémique ou local, comme la radiothérapie,
I’'hormonothérapie ou la chimiothérapie, administré avant (néoadjuvante) ou apres (adjuvante)
I'opération. Le traitement chirurgical permet d’enlever la tumeur et d’exciser les LN régionaux. La
chirurgie peut permettre de conserver le sein (mastectomie partielle) en enlevant spécifiquement
la tumeur et une partie mineure du tissu sain environnant (marge) ou au contraire, retirer une
partie étendue du tissu mammaire lors de la résection de la tumeur (mastectomie totale) (77).
Bien que la mastectomie partielle ait été associée antérieurement a un plus haut risque de
récidive, I'utilisation de la radiothérapie adjuvante a permis de le réduire considérablement,
égalant celui pour la mastectomie totale, ce qui fait maintenant de la mastectomie partielle
I'option privilégiée lors de la chirurgie (34, 78).

Les traitements systémiques et/ou locaux sélectionnés et leur période d’administration
dépendent de la présentation clinique, particulierement du sous-type moléculaire. Ainsi, pour les
tumeurs luminales (ER*PR*), une hormonothérapie pour réduire les récidives est prescrite suivant
la chirurgie. Elle est composée principalement du tamoxiféne, un ligand compétitif inhibant les
ER, pour les femmes préménopausées ou du tamoxiféne et/ou d’un inhibiteur de I'aromatase,
I’enzyme qui synthétise les estrogenes, pour les femmes postménopausées (79). Dans les tumeurs
luminales HER2, la chimiothérapie est administrée lorsque le risque de récidive est important,
déterminé par I'atteinte ganglionnaire ou des tests comme I’Oncotype DX (34). Elle permet, en
entrainant des dommages aux cellules cancéreuses, de limiter la progression de la tumeur et d’en

réduire la taille lors d’une utilisation néoadjuvante afin de simplifier la résection (77, 80). Ensuite,
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les tumeurs HER2* vont étre traitées de maniére adjuvante et/ou néoadjuvante a I'aide d’une
thérapie ciblée pour le récepteur et/ou de la chimiothérapie dépendamment du stade de la
tumeur (34). Puis, les cancers TN qui ne présentent aucun des marqueurs permettant une
thérapie personnalisée vont étre traités a I'aide de la chimiothérapie (81). En supplément a ces
traitements, la radiothérapie va étre utilisée, comme mentionné plus t6t, afin d’augmenter la
survie sans récidive (disease-free survival, DFS) et la survie globale (overall survival, OS) lorsque
la patiente présente des LN positifs ou qu’elle a eu une mastectomie partielle (34).

De nombreuses lignes de traitements comme I'immunothérapie, la chimiothérapie et les
traitements ciblés sont offertes pour limiter la progression tumorale et augmenter la survie des
patientes. Le traitement devient palliatif pour réduire les symptomes lors de I'échec des thérapies

disponibles.
INFILTRATION IMMUNITAIRE

Le carcinome du sein a conventionnellement été considéré comme une tumeur « froide »,
soit un microenvironnement tumoral avec peu d’infiltration immunitaire, puisqu’il présenterait
une infiltration lymphocytaire et un taux de mutations tumorales moins élevés que d’autres types
de cancers (82, 83). Cependant, des études récentes dont celle de Gatti-Mays et al. sont venues
contredire cette idée d’'un microenvironnement immunologiquement inactif dans le cancer du
sein, en démontrant que différents sous-groupes de patientes ont une infiltration de lymphocytes
dans leur tumeur (tumor-infiltrating lymphocyte, TIL) (82). La population de TIL dans le cancer du
sein inclut des CTL, mais aussi des lymphocytes T CD4* et B (84). Lorsqu’elle est présente dans la
tumeur, elle est un facteur bénéfique pour le pronostic des cancers TN et HER2 surexprimé et un
facteur prédictif d’'une réponse pathologique compléete a la chimiothérapie néoadjuvante (82, 83).
L'abondance des TIL est hétérogéne entre les carcinomes mammaires et dépend du sous-type
moléculaire, avec une infiltration moindre dans les tumeurs ER et/ou PR positives (85, 86).

L'efficacité de I'immunothérapie, une nouvelle avenue dans le traitement du cancer du
sein peut dépendre notamment de I'abondance des TIL, en particulier les lymphocytes T CD4"* et
CD8* (87). Or, malgré la présence de TIL a réactiver dans certaines tumeurs mammaires, la
réponse aux immunothérapies inhibant les points de contréle immunitaire tels que I'anti-CTLA4,

I’anti-PD-1 et I'anti-PD-L1 restent variables, méme parmi les patientes avec le méme sous-type

37



de cancer (88, 89). L'infiltration de cellules immunitaires régulant négativement la réponse des
TIL dans la tumeur comme les Treg, les macrophages associés a la tumeur (tumor-associated
macrophage, TAM) de type 2 et les MDSC est associée a un mauvais pronostic et pourrait
expliquer la résistance a cette thérapie (90, 91). Leur présence engendre un microenvironnement
tumoral immunosuppresseur par la production de molécules telles que I'IDO, I'IL10 et le TGF-j3 ce
qui inhibent I'activité des lymphocytes T tuant les cellules cancéreuses (82, 92). De plus, Li et al.
ont démontré que l'infiltration des lymphocytes T CD8* dans I’agrégat tumoral est limitée dans
les patientes avec un cancer du sein TN, cette population se retrouvant surtout en périphérie de
la tumeur (stroma) (93). Ainsi, la localisation des TIL au sein du microenvironnement tumoral est
devenu un facteur a prendre en considération pour I’évaluation de la thérapie a administrer aux
patientes et leur pronostic (94).

Considérant I'importance du recrutement et de I'activation des TIL pour la réponse aux
traitement et le devenir clinique des patientes atteintes du cancer du sein, il est primordial de
découvrir des techniques pour rendre le microenvironnement tumoral favorable a leur infiltration
et stimulation. Pour ce faire, il faudrait toutefois avoir une meilleure connaissance des différents
parameétres ayant une importance pour l'infiltration immunitaire dans I'agrégat tumoral. Dans
I’étude de Gruosso et al., les cancers du sein TN ayant un microenvironnement tumoral pro-
inflammatoire caractérisé par I'expression de I'lFN de type | et la présence de macrophages pro-
inflammatoires (TAM1) avait une infiltration de CTL et un bon pronostic (94). Récemment, il a été
proposé de modifier I’'environnement immunosuppresseur de la tumeur par |'activation des DC
immunostimulantes et la diminution de la sécrétion des molécules inhibitrices par les Treg, les
MDSC et les TAM2 (82). L’activation de récepteurs innés qui reconnaissent les micro-organismes
comme les récepteurs de type Toll (Toll-like receptor, TLR), RIG (RIG-like receptor, RLR) et
Stimulateur des Genes de I'Interféron (Stimulator of Interferon Genes, STING) a été considérée
comme option pour convertir le microenvironnement tumoral immunosuppresseur (82). Comme
il sera discuté a la section Bienfaits du microbiote pour la santé (page 44), la présence de
bactéries intratumorales pourrait avoir une influence sur I'inflammation en agissant sur certains
de ces récepteurs innés et donc, sur |'activation et le recrutement immunitaire, mais cela reste a

déterminer.
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FACTEURS PRONOSTIQUES ET PREDICTIFS

L’évaluation des facteurs énoncés plus haut donne la possibilité d’estimer la survie des
patients (facteur pronostique) et le traitement a suivre (facteur prédictif). La classification du
cancer du sein selon le sous-type moléculaire est primordiale pour la prise de décision quant a la
ligne de traitement a recommander. De plus, d’un point de vue du pronostic, une tumeur luminale
va généralement étre associée a une meilleure survie a 5 ans (80 a 85 %) comparativement a la
tumeur non-luminale (50 a 60 %) qui est plus difficilement traitable (68). Ainsi, I'expression des
ER, du PR et de HER2 sert de facteur prédictif et pronostique du cancer du sein. Le grade
histologique et le stade TNM servent aussi de facteur pronostique puisque le risque de déces
augmente grandement lorsque leur score est avancé (95). Les facteurs pronostiques sont d’une
grande importance puisqu’ils permettent d’identifier les patients qui sont les plus a risque d’avoir
des complications en lien avec la maladie (récidive, décés) et d’introduire rapidement une
thérapie agressive afin d’éviter celles-ci. Le potentiel pronostique et prédictif des facteurs déja
identifiés pour le cancer du sein reste limité a cause de I’hétérogénéité de la maladie et de leur
manque de précision (96, 97). Des progres doivent étre accomplis afin d’identifier de nouveaux
biomarqueurs qui permettent de mieux individualiser le diagnostic et de mieux prévoir la

récurrence métastatique qui est la principale cause de décés par cancer du sein (95).

La communauté microbienne de I’étre humain

Description générale du microbiote

L’ARNR 16S ET SON IMPLICATION DANS L’ETUDE DU MICROBIOTE

Dans le projet, les techniques utilisées ont été développées pour I'étude du microbiote
bactérien humain et tentent principalement de répondre a ces questions : « Quelle est la quantité
de bactéries résidant au niveau d’un site particulier du corps? », « Quelle est l'identité des
bactéries qui y sont présentes? » et « Quels sont leurs réles dans le corps humain? ». Les genes
codant pour I'ARN ribosomal (ARNr) 16S de la petite sous-unité ribosomique (30S) des
procaryotes sont la référence moléculaire pour la quantification et la classification taxonomique
du microbiote bactérien humain. Bien que les ribosomes soient aussi présents dans les cellules

eucaryotes, les séquences génétiques codant la petite sous-unité ribosomique eucaryote (40S)
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ainsi que I’ARN qu’elle utilise (18S) se distinguent de celles des procaryotes, permettant donc de
cibler spécifiquement les bactéries lors de I'analyse des génes de I’ARNr 16S dans des échantillons
contenant de ’ADN humain et bactérien (98, 99). De plus, la structure des génes de ’ARNr 16S
est formée de régions hypervariables (V1-V9) entre les especes bactériennes, encadrées de
régions conservées lors de leur évolution (100). Les régions conservées permettent le
développement d’amorces a la base de la technique de réaction en chaine par polymérase
(polymerase chain reaction, PCR) afin de générer des amplicons d’une région qui pourront étre
quantifiés (qPCR) (101) pour estimer I'abondance des bactéries. Les régions hypervariables
permettent la différenciation et I'identification des espéeces bactériennes (102). Les technologies
de séquencage de nouvelle génération (next-generation sequencing, NSG) comme Illumina,
Nanopore ou PacBio servent a séquencer une ou plusieurs régions V ciblées. L'identité de chaque
séquence d’ADN obtenue dans I'échantillon peut étre déterminée en la comparant a de vastes
banques de données, telles que SILVA, Greengenes ou RDP, qui associent des séquences du géne
de I’ARNr 16S a des espéces bactériennes spécifiques (103-105).

Ces techniques d’analyse permettent d’obtenir plusieurs informations sur le microbiote
présent au niveau d’un site du corps en particulier. Non seulement il est possible de déterminer
la quantité et I'identité des bactéries, mais les analyses statistiques peuvent également estimer
d’autres parametres tels que la diversité du microbiote au sein d’un écosysteme (diversité a),
ainsi que sa variation entre différents contextes (diversité B) (Ex: avant et apres la prise
d’antibiotiques) (106). La diversité qui représente la variété des organismes dans un écosystéme
est évaluée par le nombre d’espéces différentes (richesse spécifique) et I'abondance relative de
chaque espéce (équitabilité spécifique) (107, 108). L'amélioration ainsi que la diminution des
couts des technologies pour I'analyse du microbiome, en plus des découvertes quant a son role
dans la santé humaine, décrit dans les paragraphes qui suivent, en font une avenue thérapeutique

prometteuse et émergente pour le contréle de différentes maladies.
COMPOSITION ET LOCALISATION

Ces dernieres années, I'intérét porté envers le microbiote n’a cessé de se développer avec
la découverte de I'impact de ces microorganismes symbiotiques, commensaux ou pathogénes sur

la santé humaine (109). D’ailleurs, des projets de recherche de haute envergure, dont le Human
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Microbiome Project (HMP), ont été initiés afin d’identifier et de caractériser les microorganismes
qui colonisent I’"humain, incluant des virus, des bactéries, des archées, des champignons et des
protistes, et d’évaluer leurs effets sur le développement de maladies, mais aussi chez les individus
sains (110, 111). Les prochains paragraphes résumeront les avancées récentes quant a la
localisation de la population bactérienne chez 'Homme et de la composition de certains
microbiotes d’intérét. Puis, la notion de « dysbiose », ou un débalancement du microbiote normal
a un site corporel, et son impact seront introduits.

Le microbiote entier du corps humain est généralement estimé a plus de 100 trillions (10%%)
de cellules bactériennes, soit environ 10 fois plus que le nombre de cellules humaines.
Récemment, certains auteurs ont plutét proposé un ratio 1:1 entre les bactéries et les cellules
humaines (environ 3x10® cellules humaines et bactériennes pour un humain de 70 kg) (112).
Néanmoins, le nombre de bactéries qui compose le corps humain reste considérable. Le nombre
de genres bactériens retrouvé sur le corps humain serait présentement évalué a plus de 5000
(113). Cependant, ce nombre sous-estime probablement la diversité bactérienne réelle puisque
le microbiote de certains sites corporels est trés peu caractérisé. Des populations bactériennes
variées se sont établies sur des surfaces du corps qui sont exposées a I'environnement extérieur,
telles que les constituants du tractus gastro-intestinal (intestin), des appareils respiratoire (cavité
orale et poumons), urinaire (urétre) et reproducteur (vagin) et de la peau et d’autres muqueuses.
Le tractus gastro-intestinal est considéré comme I'emplacement du corps humain ayant le
microbiote le plus important et le plus diversifié (entre 1183 a 3108 genres) (113), ce qui en fait
le microbiote le plus caractérisé pour son impact sur la santé humaine (114).

Jusgu’a récemment, le dogme en microbiologie était que le microbiote humain serait
limité a certains sites corporels, les tissus profonds étant dépourvus de tout microorganisme et
donc, completement stériles (115-117). Ainsi, pour un individu sain, une détection bactérienne
dans des tissus internes comme le tissu mammaire ou les liquides biologiques tels que le sang
était liée a une condition médicale particuliére, telle une infection. Cependant, I'avancement des
techniques de détection et d'identification bactériennes par des méthodes indépendantes de la
culturomique a permis de détecter la présence de bactéries dans plusieurs tissus humains (voir le

HMP (111)) et dans le sang (118), méme chez les individus sains. Par conséquent, les évidences
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expérimentales semblent contredire le dogme initial et suggérent que la localisation des
communautés bactériennes dans le corps humain est beaucoup plus étendue que préalablement
proposé.

Récemment, Urbaniak et al. ont utilisé le NSG et les cultures microbiennes pour démontrer
I'établissement d'une population bactérienne viable dans le tissu mammaire, formant une
communauté diversifiée et unique (119). De plus, ils ont comparé leurs résultats obtenus dans
deux régions géographiques distinctes, le Canada et I'lrlande, pour montrer que le microbiote
mammaire a une composition stable et établie, malgré les variations pouvant étre introduites par
la localisation des cohortes. Bien que I'origine de ces bactéries soit toujours méconnue, le sein
partage une signature bactérienne similaire avec le microbiote intestinal et le microbiote du lait
maternel (106, 120). D’ailleurs, les souches bactériennes lactiques Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis et
Pediococcus pentosaceus ont été retrouvées dans les selles de la mére, le lait maternel et les selles
de I'enfant (121). Ces résultats proposent une interrelation entre l'intestin, le sein et le lait
maternel afin de permettre une transmission verticale de certaines bactéries bénéfiques entre la
mere et I'enfant. Un des processus qui pourrait expliquer la colonisation du tissu mammaire en
provenance du microbiote intestinal (voie « entéro-mammaire »), mais aussi de plusieurs autres
régions corporelles (cavité orale, vagin, peau, voies respiratoires) est la translocation bactérienne
a travers différents épithélia et muqueuses qui permettrait aux bactéries d’entrer dans la
circulation sanguine, possiblement a I'aide de cellules immunitaires, et de migrer jusqu’au sein
(122, 123). Une autre hypothése est leur déplacement par les canaux galactophores (« transfert
rétrograde ») en provenance de la peau ou de la bouche de I'enfant (117, 124). En effet, le liquide
mammaire collecté par aspiration (nipple aspirate fluid, NAF) et le lait maternel présentent une
population bactérienne, méme lorsque la papille mammaire est désinfectée, suggérant une
présence microbienne le long des canaux galactophores (125, 126). Les études qui seront
présentées par la suite ont été réalisées pour la plupart sur le microbiote intestinal, mais des
processus similaires pourraient se produire dans le tissu mammaire s’il partage certaines especes

bénéfiques ou nuisibles.
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LA DYSBIOSE

La composition bactérienne du microbiote humain démontre une variabilité
interindividuelle et intraindividuelle. Plusieurs facteurs endogénes ou exogenes divers tels que le
mode de vie, la diéte, I'environnement, I'dge et le fonds génétique peuvent expliquer les
différentes especes identifiées dans les individus (127). Il a été démontré que la région
géographique ou habite un individu peut étre un facteur déterminant dans la composition de sa
communauté bactérienne (128). Les dietes différentes sont souvent présentées comme une
explication pour la diversité du microbiote intestinal entre les pays/continents. L’alimentation
peut en effet avoir une influence importante sur le microbiote comme le démontrent les études
comparant la diéte occidentale riche en protéines animales a une diete rurale africaine riche en
fibres (129) ou a la diete méditerranéenne, constituée de céréales, de fruits et de [égumes (130).
D’ailleurs, une signature bactérienne enrichie en firmicutes, au dépend des bactéroidetes, peut
étre observée dans le microbiote des souris obéses comparativement aux souris minces (131).

Malgré cette diversité inter- et intraindividuelle, le microbiote humain pourrait étre formé
en partie d’'une communauté bactérienne partagée parmi les individus (core microbiota), bien
que ce concept soit encore peu documenté et contredit (132, 133). A tout le moins, un individu
pourrait posséder un microbiote relativement stable dans le temps une fois que celui-ci s’est
installé apres la naissance (eubiose), ce qui lui conférerait des bénéfices pour sa santé (134, 135).
Ce microbiote qui est en équilibre homéostatique avec un hote en bonne santé peut étre
déséquilibré par la modification de la population bactérienne normale, en composition ou en
quantité, engendrant un état de dysbiose. La dysbiose se traduit généralement par une
augmentation des bactéries nuisibles au détriment des bactéries bénéfiques et d’'une perte de la
diversité microbienne (136). Dans certains contextes, les facteurs mentionnés précédemment,
soit la diéte, le mode de vie et les génes peuvent mener a la dysbiose (136). Le stress
physiologique est aussi un facteur non négligeable dans le débalancement de la flore normale
(137). L’étude du microbiote intestinal de macaques récemment éloignés de leur mére a permis
d’observer une variation de plusieurs jours dans la signature bactérienne intestinale, a la suite du
stress de séparation, avant qu’elle ne revienne a la normale (138). Par la suite, la prise de

médicaments, notamment les antibiotiques mais aussi les traitements systémiques contre le
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cancer, peut altérer de fagon drastique la composition du microbiote. L’analyse du microbiote
intestinal a la suite de I'administration d’un antibiotique a large spectre, la ciprofloxacine, a
montré une diminution de I'abondance de 30 % des taxa bactériens, induisant une perte de
I'uniformité, de la diversité et de la richesse dans la population bactérienne (139). Le microbiote
peut prendre plusieurs semaines avant de revenir a son état initial aprés cette perturbation. Or,
suivant la prise répétée d’antibiotiques, la signature bactérienne observée peut ne plus étre
identique a ce gu’elle était avant, du fait de changements permanents a sa composition (140). De
plus, il a été démontré que le traitement d’enfants souffrant de leucémie aiglie lymphoblastique
a l'aide de doses élevées de méthotrexate, un agent chimiothérapeutique, menait a une
diminution de 29.6 % de la charge bactérienne dans leurs féces (141). Enfin, I'intégrité de la flore
microbienne du corps humain est essentielle afin de préserver une bonne santé. D’ailleurs, les
bienfaits du microbiote normal pour I’h6te seront décrits dans la section suivante, tandis que les
pathologies causées par la dysbiose ou associées a celle-ci seront revues dans la section Réle dans

la pathogenése (page 47).
BIENFAITS DU MICROBIOTE POUR LA SANTE

Lorsque le microbiote est en eubiose, certaines bactéries commensales et symbiotiques
ameénent plusieurs bénéfices a I’'h6te grace a leur influence sur des processus immunitaires et
métaboliques et sur la présence de pathogénes. Tout d’abord, la présence d’un microbiote en
santé permet de réduire I'occurrence des infections qui pourrait mener a une pathologie (voir
section Role dans la pathogenése (page 47)). En effet, les bactéries commensales du microbiote
sont considérées comme la premiéere ligne de défense de I'organisme contre les bactéries
pathogenes. Un mécanisme expliquant cette relation entre les bactéries commensales et les
bactéries pathogenes est la compétition pour I'espace dans une niche écologique, soit un site
particulier du corps humain, ainsi que pour les mémes éléments nutritifs (142). Des évidences
expérimentales montrent par exemple que les bactéries du microbiote intestinal sont en
compétition constante pour le fer, une ressource cruciale pour leur survie et leur croissance (143-
145). Une administration orale répétée de cet élément peut réduire la compétition et favoriser
I’expansion de populations bactériennes potentiellement pathogénes telles que Salmonella,

Shigella, Campylobacter et Citrobacter (146). Les bactéries commensales du microbiote peuvent
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aussi produire des molécules tuant les bactéries compétitrices (bactériocines) ou des acides gras
a chaine courte (short chain fatty acids, SCFA) engendrant un environnement avec un pH bas
antimicrobien (142).

Le microbiote fait partie intégrante de notre métabolisme, augmentant notre apport
nutritif par la production de différents métabolites (147). Les bactéries commensales de I'étre
humain générent des métabolites absorbables par la transformation des nutriments non
digestibles qui composent notre diete. Les carbohydrates formant I'amidon et les fibres sont
fermentés par les bactéries afin de former des SCFA, particulierement du propionate, de I'acétate
et du butyrate. L’acétate est impliqué dans le métabolisme du cholestérol et la lipogeneése, tandis
que le propionate est utilisé pour la gluconéogeneése (148). Le butyrate prend part a des processus
physiologiques beaucoup plus étendus, ayant entre autres été associé a des processus
antitumoral, anti-inflammatoire et métabolique (149). De plus, les bactéries intestinales
possedent des mécanismes de biosynthése de vitamines, contrairement a I’étre humain, ce qui
leur permet de générer de la biotine, de la cobalamine, du folate, de la niacine, du pantothénate,
de la pyridoxine, de la riboflavine et de la thiamine (150, 151). Il a été démontré que la production
par le microbiote de quatre de ces vitamines B contribue au quart de I‘apport quotidien de I’hote
(150).

Pour terminer, 'immunité innée et I'immunité adaptative ont une interaction continue
avec le microbiote humain, a un point ou ce dernier joue un role important dans le
développement et le faconnage des réponses immunitaires. |l a d’ailleurs été démontré par
I"utilisation de modeéles murins dépourvus de microorganismes (germ-free, GF) que le microbiote
est essentiel afin de stimuler le systéme immunitaire. Les animaux GF présentent des organes
lymphoides secondaires, soit des tissus lymphoides associés au tube digestif, des plaques de
Peyer et des LN mésentériques moins développés en taille, en nombre et/ou en composition
comparativement aux animaux avec un microbiote (152, 153). Les modéles GF ou traités par des
antibiotiques montrent aussi fréquemment une diminution du nombre et/ou de la fonction de
certaines populations cellulaires myéloides (macrophage, monocyte, granulocyte et DC) et

lymphoides (NK et lymphocytes T CD4*, T CD8* et B) (154).
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Lorsque le microbiote est présent, le corps utilise plusieurs stratégies défensives afin de
contenir et vivre en équilibre avec la population bactérienne. Certaines cellules immunitaires
possedent des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires associés aux microbes
(pattern recognition receptor, PRR), dont les récepteurs de type Toll (toll-like receptor, TLR), qui
leur permettent d’interagir avec les microorganismes. Les TLR reconnaissent différents motifs
moléculaires associés aux microbes et aux pathogénes (pathogen- and microbe-associated
molecular pattern, PAMP et MAMP) comme les lipopolysaccharides (LPS) et le peptidoglycane
(PGLY) retrouvés dans la paroi des bactéries Gram négatif ou de toutes les bactéries,
respectivement (d’autres MAMP et PAMP et leur effet sur la réponse immunitaire sont illustrés a
la Figure 4) (155). L’activation de ces récepteurs participe entre autres a la maturation des DC et
leur migration aux LN pour activer et recruter les cellules de I'immunité adaptative au site initial
(156). Puis, la signalisation des TLR par la molécule pour la réponse primaire de différentiation
myéloide 88 (myeloid differentiation primary response 88, MyD88) induit la sécrétion de cytokines
et de chimiokines. Il a été démontré que I'activation du TLR5 sur les DC de la lamina propria de
I'intestin permet de favoriser la différenciation des lymphocytes T CD4* en Thl et Thl7 et la
production d'immunoglobuline (lg)-A par les lymphocytes B (157). L’administration
d’antibiotiques aux animaux induit fréquemment une réduction de la production de cytokines
pro-inflammatoires comme I'IL-17 et I'lL-22 (154). Des cellules non immunitaires peuvent
également exprimer des PRR et avoir un impact sur I’environnement immunitaire, comme c’est
le cas pour les cellules épithéliales intestinales qui produisent de I'lFN-y et du TNF-a a la suite de
I'activation de leur TLR4 (158). L'activation des différents types de TLR permet a la fois d’avoir
une réponse immunitaire efficace par la formation d’'un environnement pro-inflammatoire, tout
en contrélant cette inflammation pour préserver une interaction homéostatique avec le
microbiote. Cet équilibre est notamment préservé par la génération de Treg et leur sécrétion
d’une cytokine immunosuppressive, I'lL-10, grace au butyrate (SCFA) produit par les bactéries ou
par la signalisation du TLR2/TLR1 (159, 160). Ainsi, les connaissances actuelles sur le microbiote
suggerent qu’il exerce un réle de premier plan dans la formation et la préservation d’un systeme

immunitaire fonctionnel et compétent.
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Figure 4.— La modulation de I'immunité adaptative par le microbiote intestinal (Modifié de (159)).

L’activation des TLR a la surface membranaire des cellules immunitaires innées et adaptatives,
suivant leur interaction avec des composants microbiens (MAMP), permet d’activer les T CD8* et
de différencier les T CD4* en Thl, Th17 et Treg. Les T CD4* Thl et Th17 sécretent des cytokines
pro-inflammatoires, tandis que les Treg diminuent I'inflammation et préservent ’homéostasie.

ROLE DANS LA PATHOGENESE

L’état du microbiote, en composition et/ou en nombre, est considéré comme un facteur
de risque dans plusieurs maladies humaines. Les premiéres évidences d’un effet néfaste de
certaines bactéries sur notre santé remontent aux expériences du récipiendaire du prix Nobel de
physiologie ou de médecine en 2005, le Dr Marshall, qui portaient sur la bactérie Helicobacter
pylori. Il a été démontré que l'ingestion de cette bactérie pouvait induire un environnement
inflammatoire dans I'estomac, engendrant des dommages au systéme gastro-intestinal qui se
présentent sous forme d’ulceres, de gastrites chroniques ou méme de cancers et de lymphomes
gastriques (161). Ce type d’étude a permis d’établir des relations de cause a effet entre les

pathologies et des bactéries spécifiques, menant au développement du concept « une bactérie-
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une maladie ». Or, ce concept qui se limite a une bactérie pathogéne ne considére pas la
complexité de I'interaction hote-microbiote (135). Il est dorénavant reconnu que I'ensemble de
la communauté bactérienne a son importance dans la santé comme expliqué précédemment. En
contexte de dysbiose, une dérégulation de ’homéostasie entre les bactéries commensales et le
systéme immunitaire peut entrainer une inflammation chronique et éventuellement mener a des
maladies (162). Parmi celles-ci, on retrouve notamment les maladies inflammatoires chroniques
intestinales (inflammatory bowel disease, IBD), incluant la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse,
en plus de I'obésité, le diabete, I'asthme, la fiboromyalgie, des allergies et des maladies auto-
immunes (136, 163-165). Par exemple, il a été démontré qu’en situation d’obésité ou d’IBD, une
croissance importante et anormale des entérobactéries, du phylum des Proteobacteria, est
observable ce qui pourrait contribuer au développement de la maladie et de I'inflammation d( a
leur expression de MAMP, dont le LPS (166). De plus, la dysbiose peut dérégler la production de
métabolites, notamment I'indole et ses dérivés, menant a des affections métaboliqgues comme
certaines maladies cardiovasculaires et I’hypertension (163). Récemment, les études sur la
dysbiose et les maladies ont ravivé I'intérét porté par la communauté scientifique sur le réle du
microbiote dans le cancer. Il a été estimé que le développement d’environ 20 % des cancers serait
influencé par des microorganismes (167). Puisque le cancer est I'objet de ce mémoire, la relation

entre le microbiote et le cancer sera décrite en détail dans les prochaines sections.
Relation entre le microbiote et le cancer

PROMOTION DE L’'ONCOGENESE

Au cours des dernieres années, plusieurs évidences expérimentales ont suggéré la
participation du microbiote dans les étapes multiples du développement d’un cancer. H. pylori
nommé précédemment, mais aussi Escherichia coli, Shigella flexneri, Fusobacterium nucleatum,
Bacteroides fragilis, Salmonella enterica, E. faecalis et Clostridium leptum font partie des especes
bactériennes ayant été associées a des effets protumoraux (168). Dernierement, Arthur et al. ont
revu les « hallmarks » du cancer, en y incorporant cette fois-ci I'influence des bactéries dans
I'accumulation des propriétés nécessaires a |'apparition d’une cellule cancéreuse (169).

Globalement, le microbiote peut avoir un impact sur I'instabilité génétique et 'accumulation de
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mutations, I'inflammation protumorale, 'autonomie envers les facteurs de croissance et I’évasion
du systeme immunitaire. Tout d’abord, plusieurs bactéries résidant dans l'intestin peuvent
produire des toxines qui augmentent la prolifération ou l'instabilité du génome des cellules
intestinales. Il a été démontré par |'utilisation d’'un modéle murin que la toxine de B. fragilis (BFT)
entraine une voie de signalisation induisant la transcription du proto-oncogene c-Myc, suivant le
clivage de la cadhérine E (170). Egalement, la colibactine produite par certaines E. coli peut non
seulement favoriser la prolifération cellulaire par I'induction de la production du facteur de
croissance hépatique (hepatic growth factor, HGF), mais aussi provoquer des cassures double-
brin a ’ADN, participant donc a I'accumulation des mutations (171, 172). Certaines molécules
sécrétées ou présentées par les bactéries modulent la réponse immunitaire ce qui peut
promouvoir I'évasion des cellules tumorales. C’'est le cas de F. nucleatum qui inhibe les fonctions
cytotoxiques des cellules NK et des lymphocytes T CD8* dans I’environnement tumoral par
I'interaction entre I'immunorécepteur inhibiteur TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and ITIM
domains) et la protéine d’activation des fibroblastes (fibroblast activation protein, Fap2) (173).
Par ailleurs, de nombreuses bactéries comme E. faecalis, H. pylori et B. fragilis peuvent créer un
environnement inflammatoire chronique protumoral, notamment par leur sécrétion de
molécules inflammatoires telles que des dérivés réactifs de I'oxygene (reactive oxygene species,
ROS) ou de I'azote (167, 168). Pour finir, le métabolisme du microbiote pourrait étre un facteur a
évaluer lors du choix de la thérapie contre le cancer. Récemment, Geller et al. ont démontré que
les Gammaproteobacteria étaient capables de métaboliser la gemcitabine en une forme inactive,
rendant certains cancers du pancréas résistants a la chimiothérapie (174).

Outre |'effet néfaste de bactéries spécifiques dans I'oncogenése, la signature bactérienne
globale d’un microbiote peut étre associée au développement de la maladie, principalement lors
d’une dysbiose. Le transfert du microbiote de souris avec ou sans cancer colorectal (CRC) dans
des souris saines, traitées pour développer un CRC, a permis d’observer un nombre plus élevé de
tumeurs dans les souris ayant recu un microbiote d’'un donneur malade (175). De plus, il a été
démontré que le CRC est fréquemment accompagné d’'une réduction des firmicutes, des
bactéroidetes et des bactéries lactiques, suivi d’'une augmentation des Fusobacterium (176). Ces

résultats suggerent que I'ensemble du microbiote d’un individu atteint d’un cancer est relié au
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développement de sa maladie. Cela s’explique par une augmentation des bactéries néfastes dans
sa composition et la dérégulation de la balance entre les processus pro-inflammatoire et anti-
inflammatoire normalement retrouvés dans un microbiote en eubiose. En se fiant a ces
observations, il est clair que la caractérisation du microbiote dans le cancer doit se faire non
seulement en évaluant I'effet de bactéries protumorales, mais aussi en prenant en considération
I'intégralité de la population microbienne qui, lors d’'un débalancement, participe au

développement tumoral.
ROLE DANS LA PROGRESSION TUMORALE

Bien que certaines bactéries ou la dysbiose soient associées au développement du cancer,
le microbiote joue un role essentiel dans le contrdle de la croissance tumorale. Comme il a été
mentionné précédemment, des bactéries commensales produisent des SCFA qui régulent non
seulement la réponse immunitaire, mais peuvent aussi avoir un effet antitumoral direct. Il a été
montré que le propionate et |'acétate produits par les bactéries du genre Propionibacterium
généerent des ROS et activent la caspase-3 dans les cellules cancéreuses ce qui entraine leur mort
par apoptose (177). Le butyrate peut aussi mener a I'apoptose des cellules cancéreuses par
I'activation des caspases. |l peut également modifier I'expression génique des cellules malignes
par l'inhibition des histones désacétylases (histone deacetylase inhibitors, HDAC), induisant un
arrét du cycle cellulaire et de la synthése d’ADN ainsi que |'apoptose (178, 179). D’autres
molécules synthétisées par certaines bactéries peuvent aussi participer directement au contréle
de la tumeur comme le ferrichrome de L. casei qui a un effet suppresseur de tumeur dépendant
de I'apoptose activée par la signalisation des kinases JNK (c-Jun N-terminal) (180).

Cependant, I'impact du microbiote sur la croissance tumorale se fait principalement de
fagon indirecte, en stimulant la réponse immunitaire antitumorale par la génération d’un
environnement pro-inflammatoire. L'étude des modéles murins GF et exempt d’organismes
pathogenes spécifiques (specific-pathogen-free, SPF) a permis d’illustrer I'importance de
I'inflammation causée par le microbiote dans le controle tumoral et I'efficacité de la thérapie
contre le cancer. Dans une étude sur le développement du CRC, les souris GF présentaient des
tumeurs plus importantes en nombre et en taille comparativement aux souris SPF possédant un

microbiote (181). La croissance tumorale pouvait étre limitée dans les souris GF par leur
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colonisation avec des bactéries commensales ou par I"'administration du LPS, suggérant ainsi que
la présence d’'une communauté microbienne et de ses composantes (MAMP) permet de
maintenir une inflammation basale antitumorale. Plusieurs études ont aussi démontré que cette
influence de la population microbienne sur I'inflammation locale stimule la réponse immunitaire
antitumorale et ultimement, améliore I'efficacité de la chimiothérapie (5-fluorouracile, (182);
cyclophosphamide, (183)) et de I'immunothérapie (CpG-oligonucléotide, (184); anti-PD-L1, (185);
anti-CTLA4, (186)). L'étude de Viaud et al. a par exemple démontré que la déplétion du microbiote
d’une souris avec de la vancomycine (antibiotique contre les Gram*) ou I'utilisation de souris GF
réduisaient I'effet de la chimiothérapie au cyclophosphamide sur la tumeur (183). Dailleurs, il a
été démontré que la perte d’'une partie du microbiote par le traitement de la souris avec un
antibiotique menait a la diminution de la réponse inflammatoire des lymphocytes Th17,
importante pour l'efficacité de la cyclophosphamide. Ainsi, méme si le microbiote peut
promouvoir I'inflammation chronique, et par le fait méme la cancérogenése, I'induction d’une
réponse immunitaire antitumorale grace a cette inflammation peut avoir des effets bénéfiques

pour le contréle de la tumeur.
LE MICROBIOTE DU SEIN

La relation entre le microbiote et le cancer a été principalement caractérisée par des
études sur le microbiote intestinal et le CRC, méme si des populations bactériennes ont été
découvertes dans des tissus distants et qu’elles pourraient avoir un impact semblable sur
I'oncogeneése locale. Un certain nombre d’études, bien qu’insuffisant, a tenté d’évaluer I'impact
du microbiote mammaire dans le développement ou le contrdle du cancer du sein (résumé des
études a la figure 1 dans (117)). Urbaniak et al. ont montré une différence significative entre la
composition microbienne des tissus mammaires sains et celle du tissu normal adjacent a la
tumeur (normal tissue adjacent to the tumor, NAT) (187). Les tissus sains étaient caractérisés par
une quantité importante de Prevotella, Lactococcus, Streptococcus, Corynebacterium et
Micrococcus, tandis que les NAT étaient composés de Bacillus, Staphylococcus, entérobactéries,
Comamonadaceae et bactéroidetes. De plus, l'analyse de quatre représentants des
entérobactéries (E. coli) et Staphylococcus (S. epidermidis) retrouvés préférentiellement dans le

sein cancéreux a démontré leur capacité a induire des dommages a I’ADN, suggérant qu’une
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dysbiose est associée au cancer du sein et peut promouvoir I'oncogenése (187). Les connaissances
sur le microbiote mammaire et son influence sur le cancer du sein restent toutefois tres limitées.
A la suite de résultats démontrant une diminution du risque de cancer du sein ou de mastite
(inflammation mammaire) apres I'administration orale de produits fermentés ou de lactobacillus
sous forme de probiotiques, certains ont émis I’hypothése selon laquelle les bactéries lactiques
retrouvées principalement dans le tissu mammaire en santé auraient un effet protecteur (188,
189). Cependant, la compréhension de |'effet bénéfique ou nocif des bactéries résidantes dans le
sein sur I'oncogenese en est a ses débuts et doit continuer d’étre étudiée afin de déterminer les

mécanismes par lesquels le microbiote mammaire participe au contréle de la tumeur.
LE MICROBIOTE INTRATUMORAL

Lors de la formation de la tumeur, le microbiote présent dans le tissu peut s’infiltrer dans
I'agrégat de cellules tumorales, permettant de moduler I'inflammation, le métabolisme et la
réponse immunitaire au centre du microenvironnement tumoral. L’étude de Geller et al. a permis
entre autres d’observer, par |'utilisation de marquages contre le LPS en immunohistochimie (IHC)
et I’ARNr 16S avec I’hybridation in situ a fluorescence (fluorescence in situ hybridization, FISH), la
présence de ces composants bactériens au sein des adénocarcinomes canalaires pancréatiques
humains (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) (174). Un nouveau champ de recherche dans
I’étude du microbiote et son impact dans le cancer s’est ouvert avec la découverte de cette
population bactérienne, considérée comme le microbiote intratumoral.

La caractérisation de ce microbiote en est a son commencement, mais il est dorénavant
connu, notamment grace aux études sur les cancers mammaires et gastro-intestinaux, que la
signature bactérienne et la charge bactérienne dans le microbiote intratumoral se différencient
de celles des tissus normaux. Dans le cancer du sein, Xuan et al. ont montré un enrichissement
de la tumeur mammaire en M. radiotolerans, tandis que le NAT était plutot enrichi en
S. yanoikuyae (190). Egalement, I’étude démontrait que la charge bactérienne, déterminée par la
quantification gPCR du gene de I’ARNr 16S, ainsi que la réponse antibactérienne étaient moins
élevées dans les tumeurs mammaires que dans les NAT appariés. Considérant qu'une réduction
drastique de I'ADN bactérien dans les tumeurs du sein corréle avec une expression plus faible des

génes immunitaires antibactériens, il est possible que la présence d’un microbiote intratumoral
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soit souhaitable pour le bon fonctionnement de la réponse immunitaire antitumorale en
favorisant l'inflammation locale dans le microenvironnement tumoral. Jusqu’a présent, cette
hypothése n’a pas été évaluée dans le cancer du sein. Toutefois, Riquelme et al. ont récemment
démontré chez des patients avec un PDAC qu’une diversité bactérienne élevée dans leur tumeur,
synonyme d’un microbiote intratumoral en eubiose, était un facteur déterminant dans le
recrutement et |'activation de lymphocytes T CD8* (191). De plus, la diversité bactérienne
intratumorale élevée était associée a une survie a long terme augmentée pour les patients
atteints de PDAC, habituellement caractérisés par leur risque élevé de récidives mortelles. Par
ailleurs, I'effet de certaines bactéries présentes dans le microenvironnement tumoral sur la
réponse aux traitements antitumoraux ou sur le développement des cellules cancéreuses ne doit
pas étre négligé. Malgré la découverte et l'identification de bactéries dans le microbiote
intratumoral mammaire, celui-ci est trées peu caractérisé. En prenant en considération les
interactions multiples que le microbiote peut avoir avec nos processus physiologiques, il est
primordial de déterminer si le microbiote intratumoral mammaire a une importance pour le

recrutement de cellules immunitaires et ultimement, sur le devenir clinique des patients.
L’UTILISATION THERAPEUTIQUE DES BACTERIES

L'utilisation des bactéries et de leurs effets sur I'inflammation pour le traitement du cancer
remonte aux expériences sur S. pyogenes de W. Busch en 1868, F. Fehleisen en 1883 et W. Coley
en 1891 (192). A la suite de I'observation d’une réduction de la taille de la tumeur chez des
patients présentant un érysipéle causé par S. pyogenes, W. Coley a décidé d’injecter cette espece
bactérienne tuée a la chaleur avec des S. marcescens, un mélange connu sous le nom de la
« toxine de Coley », afin de stimuler la réponse immunitaire antitumorale, créant ainsi la premiere
immunothérapie pour le contrdle de la tumeur (193). Depuis, d’autres bactéries ont aussi été
utilisées a titre de thérapie ciblée anticancéreuse ou de vecteurs pour des agents antitumoraux.
L'utilisation des spores de Clostridium pour le contréle tumoral a fait son apparition comme
thérapie ciblée suivant les observations de Vautier qui montraient en 1813 des individus guéris
de leur cancer suivant une gangréne gazeuse causée par C. perfringens (194). Les spores de
Clostridium, un genre rassemblant des bactéries anaérobiques strictes, germinent

préférentiellement dans des zones hypoxiques et nécrotiques retrouvées dans le
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microenvironnement tumoral (194, 195). Certains représentants de ce genre ont des propriétés
oncolytiques tel C. histoliticum par la sécrétion d’enzymes protéolytiques capables d’éliminer les
cellules cancéreuses et de liquéfier la tumeur (196). La pathogénicité de certaines bactéries
oncolytiques a souvent été un facteur limitant leurs bénéfices cliniques. Dorénavant, des souches
non toxiques (NT) sont créées afin de réduire les dangers pour I’homme comme c’est le cas pour
la C. novyi-NT qui montre une cytotoxicité antitumorale prometteuse avec une réponse compléte
de la tumeur chez 34 % des souris et 30 % des lapins aprés l'injection intraveineuse de ses spores
(196). Des Bifidobacterium et Salmonella présentent également une colonisation sélective de la
tumeur, soit a cause de leur besoin d’un environnement hypoxique/nécrotique (Bifidobacterium
(197)) ou de nutriments abondants dans le milieu nécrotique (souche de Salmonella auxotrophe
(198)). Avec les Clostridium, ces bactéries ont souvent été modifiées génétiquement afin de
réduire leur pathogénicité et d’ajouter des genes ayant des fonctions anticancéreuses. Une
approche courante est d’ajouter un gene codant une enzyme qui clive la forme inactive du
traitement (Ex : chimiothérapie) afin de I'activer au sein de I'environnement tumoral, et ainsi
diminuer les effets systémiques secondaires de la drogue (192). D’autres agents anticancéreux
peuvent étre amenés dans la tumeur comme le montre I'utilisation de B. adolescentis pour le
transport du géne de I’endostatine qui a mené a une réduction de I'angiogenése et I'inhibition de
la croissance tumorale (199). Pour finir, plusieurs bactéries peuvent servir a stimuler la réponse
immunitaire antitumorale locale. D’ailleurs, le vaccin Bacillus Calmette-Guérin (BCG) est utilisé
comme adjuvant de la réponse immunitaire dans le cancer de la vessie (200). Il est donc
primordial d’identifier des bactéries spécifiques pour leur réle dans I'environnement tumoral,
puisque ces dernieres pourraient avoir une efficacité thérapeutique intéressante.

Dernierement, la recherche sur l'utilisation des bactéries pour la thérapie contre le cancer
a évolué de l'injection de bactéries uniques a la modulation de la composition générale du
microbiote, suivant les avancées sur la compréhension de la dysbiose et de son impact dans
I'oncogeneése et la réponse aux traitements antitumoraux. La plupart des méthodes actuelles, qui
incluent la modification de la diete et du mode de vie, la bactériothérapie fécale (fecal microbiota
transplantation, FMT), I'utilisation de pré-, pro- et postbiotiques et la modulation ciblée (Ex :

antibiotique) ont été développées pour moduler la composition du microbiote intestinal (201),
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mais elles pourraient aussi avoir un impact au niveau du microbiote mammaire considérant la
migration des bactéries intestinales. Le FMT, qui est un transfert du microbiote d’un individu sain
vers un patient receveur, est utilisé a cause de sa capacité a altérer drastiquement le microbiote
du receveur (202). Sivan et al. ont montré que des souris au fond génétique identique, mais
provenant de différents fournisseurs, ne présentaient pas la méme croissance tumorale,
suggérant ainsi une implication du microbiote dans le contréle de la tumeur. Un FMT de la souris
ayant un microbiote favorable au controle tumoral vers celle étant permissive a la croissance de
la tumeur a permis a cette derniére de limiter le développement de la tumeur (185). Ainsi, le FMT
permet de prendre la composition bactérienne bénéfique d’un individu et de la transférer dans
un autre ayant une signature bactérienne défavorable. Une approche plus spécifique peut étre
réalisée par I'ingestion de certaines bactéries bénéfiques (probiotique), de molécules favorisant
la croissance d’un groupe bactérien en particulier (prébiotique) ou de métabolites (Ex : SFCA) ou
composants bactériens (postbiotique) (201). De plus, il est possible d’utiliser des antibiotiques
afin de réduire ou d’éliminer la présence de bactéries néfastes dans le microbiote (201). Or, ces
techniques dirigées vers des bactéries ou métabolites particuliers nécessitent tout d’abord une
compréhension des mécanismes bactériens engagés dans l'oncogenése. Ces exemples
démontrent qu’il existe des techniques fonctionnelles et abordables afin d’améliorer la
composition du microbiote intestinal. Celles-ci pourraient étre adaptées a la modification du
microbiote intratumoral mammaire advenant un effet positif de celui-ci sur le devenir clinique

des patientes atteintes du cancer du sein.
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Chapitre 2 — Hypotheses et objectifs

Hypothéses

Les études d’Urbaniak et al. ont permis la détection et la caractérisation d’'un microbiote
colonisant le tissu mammaire. Par la suite, Geller et al. ont révélé 'existence de bactéries infiltrant
la tumeur pancréatique, considérées comme le microbiote intratumoral. L’analyse des tumeurs
mammaires par Xuan et al. a permis d’observer la présence de ce phénomene, décrivant ainsi le
microbiote intratumoral du sein. Malgré les avancées qui ont été réalisées sur la relation entre le
microbiote et le cancer dans d’autres types de néoplasmes, en particulier le CRC, I'importance
clinique du microbiote intratumoral mammaire est jusqu’a présent indéterminée. Compte tenu
gu’un bouleversement du microbiote en composition ou en quantité peut avoir une influence sur
la réponse immunitaire antitumorale, la réponse aux traitements et la progression du cancer,
nous avons émis I'hypothése que la charge bactérienne ainsi que la composition du microbiote
intratumoral du sein humain pourraient étre utilisées comme biomarqueur pour évaluer de facon

personnalisée le devenir clinique (DFS et OS) des patientes atteintes du cancer du sein.

Objectifs

- Le premier objectif consiste a confirmer la présence de bactéries intratumorales dans le
cancer du sein par la détection de composants bactériens (ARNr 16S, LPS et PGLY) grace a
la qPCR et a des techniques de marquage (FISH et IHC).

- Le deuxieme objectif consiste a effectuer des études de corrélation pour évaluer
I'influence du nombre relatif et de I'identité des bactéries intratumorales sur la DFS et I'OS

des patientes de notre cohorte.






Chapitre 3 — Matériel et méthodes

Tissus humains et approbation éthique

Des échantillons de tumeurs ont été fournis par la banque de tissus du cancer du sein du
Réseau de recherche sur le cancer (RRCancer) du Fonds de recherche du Québec - Santé (FRQS)
et de la Fondation du cancer du sein du Québec (FCSQ), dirigée par le laboratoire du Dr Réjean
Lapointe au CRCHUM. Les tumeurs et les NAT provenaient d'une cohorte de patientes atteintes
du cancer du sein (N=114) et ayant subi une mastectomie ou une tumorectomie au CHUM,
Montréal, Canada. Les données cliniques et pathologiques de la cohorte sont présentées dans le
Tableau 3. Les patientes de la cohorte, diagnostiquées entre les années 2000 et 2019, ont été
sélectionnées a I'aveugle, indépendamment de leur traitement et de la présentation clinique de
leur cancer du sein. Parmi la cohorte, 1 patiente avait un carcinome in situ (CCIS) et 3 patientes
avaient un cancer de stade IV. Le suivi médian de la cohorte est de 72 mois. Les données
concernant I'allaitement, la prise d’antibiotiques et de pré/probiotiques et la consommation de
la cigarette étaient absentes des dossiers cliniques.

A la suite de la chirurgie, une partie de la tumeur et du NAT a été collectée a des fins de
recherche scientifiqgue dans des tubes stériles et placée sur de la glace. Puis, les échantillons ont
été coupés en petits morceaux et congelés a -80°C dans une solution RNA/ater® (cat#R0901,
Sigma-Aldrich) jusqu'a I'extraction de I'ADN. Des blocs de tumeurs mammaires de nos patientes
recrutées qui ont été archivés par fixation a la formaline et enrobage dans la paraffine (formalin-
fixed paraffin-embedded, FFPE) par le département de pathologie du CHUM ont été collectés pour
d'autres techniques de coloration. Les échantillons de banque de tissus utilisés pour la recherche
sont approuvés par le comité d'éthique de la recherche du CRCHUM avec le numéro de projet

suivant: 2005-1893, BD 04.002 - BSP.
Extraction d’ADN

L'extraction d’ADN humain et/ou bactérien a partir de culots bactériens ou d'échantillons
de tissus humains a été réalisée a |'aide du QlAamp® Fast DNA Tissue kit (cat#51404, Qiagen). En

bref, les échantillons de tissus décongelés ont été coupés aseptiquement en plus petits fragments



de 5 a 25 mg. Les échantillons ont été homogénéisés mécaniquement et chimiquement grace a
des tubes d’agitation par billes contenant un tampon de lyse et de la protéinase K et a |'aide d'un
Vortex-Genie® 2 (MOBIO Laboratories). Les homogénats d'échantillons ont été transférés sur la
colonne d'extraction et I'ADN a été extrait en suivant les instructions du manufacturier. La pureté
et la quantité d'ADN ont été mesurées avec un NanoDrop ND-1000 (ThermoFisher). Les

échantillons ont été congelés a -20°C jusqu'a l'analyse qPCR.
Courbe standard de la qPCR

Des Escherichia coli (E. coli; One Shot® TOP10 Chemically Competent, ThermoFisher) ont
été cultivés pendant une nuit a 37°C dans un bouillon de culture lysogene (lysogeny broth, LB). La
suspension bactérienne a été diluée a différentes valeurs de densité optique (OD600). Les
dilutions ont été étalées avec les billes ColiRollers™ Plating Beads (EMD Millipore Corporation)
sur des géloses LB et incubées durant la nuit a 37°C. L'utilisation des billes permet d’optimiser la
reproductibilité et la rapidité de la technique en étalant les bactéries de fagon optimale sur les
géloses LB. Les unités de formation de colonies (colony forming units, CFU) ont été dénombrées
pour calculer la concentration bactérienne initiale des dilutions (CFU/ml). La premiére courbe
standard (R?=0.89) a été générée pour déterminer le nombre d'E. coli TOP10 correspondant a 1
unité OD600 (Figure S2A — Figures et tableau supplémentaires en annexe). Une quantité de 5.06
x 108 CFU/ml par unité OD600 a été mesurée. Ensuite, I'ADN a été extrait comme décrit
précédemment a partir de suspensions d'E. coli de concentration prédéterminée, mesurée grace
al’0D600. Une deuxiéme courbe standard (R?=0.88) a été générée pour évaluer la quantité d'ADN
extraits d'une seule bactérie E. coli (Figure $2B). Avec ces données, il a été possible de préparer
la courbe standard gPCR avec des standards de quantité connue d'ADN bactérien (Figure S2C)

diluée dans de I'eau sans ADN bactérien contaminant (cat#338132; Qiagen).
Quantification de I’ADN bactérien par qPCR

Le protocole pour quantifier le nombre de copies du gene bactérien de I'ARNr 16S dans le
tissu mammaire humain a été adapté du protocole publié par nos collaborateurs au MD Anderson
Cancer Center (MDACC) (174). Des échantillons d'ADN tissulaire ont été dilués dans de |'eau sans

ADN bactérien contaminant pour obtenir 150 ng par puits. Un mélange d'amorces (« Forward »:
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5'-CNACGCGAAGAACCTTANC-3', 5'-ATACGCGARGAACCTTACC-3', 5'-CTAACCGANGAACCTYACC-
3', 5'-CAACGCGMARAACCTTACC-3'; « Reverse »: 5'-CGACRRCCATGCANCACCT-3') ciblant une
séquence d'ADN conservée de la région V6 du géne de I'ARNr 16S a été ajouté aux puits avec le
mélange pour gPCR KAPA SYBR® FAST ABI PRISM® (cat#KK4603; KAPA Biosystems). Les réactions
de la gPCR sont effectuées dans 20 pL, ce qui comprend 10 pL du mélange pour qPCR, 0.2 plL des
cing amorces prédiluées a 10 uM et 9 uL d'ADN des échantillons dilués. La quantification a été
effectuée avec l'instrument StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Aprées
une étape de dénaturation initiale de I'ADN et d'activation de I'enzyme de 3 minutes a 95°C, I'ADN
cible est amplifié en 40 cycles a 95°C pendant 3 secondes (dénaturation) et 60°C pendant 20
secondes (allongement). L'amplification gPCR a été suivie d'une analyse de la courbe de fusion.
La quantification de I'ADN bactérien a été effectuée en comparant les valeurs du cycle seuil (cycle
threshold, C;) de chaque échantillon a la courbe standard d'E. coli. Comme 1 pg d'ADN d'E. coli
correspond a environ 201 bactéries (Figure S2B), la quantité d'ADN bactériens (pg) pour chaque
échantillon a été transformée en nombre de bactéries (équivalent bactérien) en utilisant cette
équivalence. Pour évaluer la présence de bactéries dans les échantillons de tissus, ils ont été
comparés a un controle sans matrice (no template control, NTC) et a un contrdéle d'ADN humain

seulement (limite de détection) contenant 150 ng d'ADN humain male (cat#G1471; Promega).
Préparation des échantillons FFPE

Pour I'optimisation des marquages, des coupes FFPE d'E. coli seul, un mélange d'E. coli et
de la lignée cellulaire de cancer du sein MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) ou un mélange de MDA-
MB-231 et de la lignée cellulaire de monocytes THP-1 (ATCC® TIB-202™) ont été préparés en
utilisant le gel de traitement des échantillons Richard-Allan Scientific™ HistoGel™ (cat#HG-4000,
ThermoFisher). Les cellules MDA-MB-231 et THP-1 ont été cultivées dans du Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 (cat#350-000-CL) supplémenté avec 10 % (v/v) de sérum bovin
foetal (cat#080-150), 2 mM de L-glutamine (cat#609-065-EL), 100 U/mL de pénicilline, 100 ug/mL
de streptomycine (cat#450-201-EL) et 10 pg/mL de gentamicine (cat#400-135-UG) (tous de
Wisent Bioproducts). E. coli a été cultivée comme décrit précédemment. Les cellules du cancer
du sein ont été regroupées dans un microtube de 1.5 ml a un ratio de 1:3 avec les bactéries ou de

2:1 avec les monocytes et mis en culot par centrifugation. Les culots cellulaires ont été remis en
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suspension dans de I'HistoGel liquéfié et préparés en suivant les instructions du fabricant. Des

tissus tumoraux FFPE et des coupes d’HistoGel de 4 um ont été montés sur lames.
Immunohistochimie (IHC)

La coloration IHC pour la détection des bactéries dans les tumeurs du sein a été effectuée
en utilisant le systéme de coloration de lames automatisé BenchMark XT (cat#750-700; Ventana).
Brievement, la déparaffinisation des lames a été exécutée sur le Ventana BenchMark par
réhydratation dans des bains de xyléene et d'éthanol de concentration décroissante. Les
échantillons ont été prétraités avec la procédure de récupération d'épitopes induite par la chaleur
(heat-induced epitope retrieval, HIER) a pH 6 dans une solution de conditionnement cellulaire
(CC1) (cat#950-124; Ventana). Les bactéries ont été marquées avec des anticorps contre le
« core » du LPS (cat#HM6011; Hycult Biotech) a une dilution de 1:750 et le PGLY (cat#MAB995;
Sigma-Aldrich) a une dilution de 1:1000 ou avec un anticorps isotype (cat#554645; BD
Biosciences) a une dilution de 1:750. Les lames ont été visualisées avec le microscope Olympus

BX61 et analysées avec le logiciel Olympus OlyVIA 2.9.
Hybridation in situ en fluorescence (FISH)

La coloration FISH a été optimisée pour la détection de bactéries dans les tumeurs
mammaires FFPE. Aprés une nuit d'incubation a 60°C, les lames ont été déparaffinées dans du
xylene et déshydratées dans de I'éthanol a 100 %. Les lames ont été incubées dans un tampon
salin de citrate de sodium (saline sodium citrate, SSC) 2X (pH 7) a 80°C pendant 25 minutes. Les
lames ont été lavées a température ambiante (TA) dans de I'eau distillée pendant 3 minutes. Les
échantillons ont été digérés avec de la pepsine (cat#P7012; Sigma-Aldrich) comme décrite
précédemment par Trudel et al. (203), puis lavés dans de I'eau distillée pendant 3 minutes. Apres
déshydratation dans une série de bains d’éthanol, les échantillons ont été séchés a I'air puis
hybridés pendant une nuit a 37°C dans 20 pL du mélange d’hybridation contenant 5 ng/uL d’une
sonde spécifique a I'ARNr 16S marquée avec I’Alexa Fluor®647 (EUB338: 5'-AF647-GCT GCC TCC
CGT AGG AGT-3'), 40 % (v/v) de formamide déionisé (cat#F9037; Sigma-Aldrich), 10 % (w/v) de
sulfate de dextran (cat#D6001; Sigma-Aldrich), 0.1 % (w/v) SDS (cat#B44244; BDH) et 300 ng/mL

d'ADN de sperme de saumon (cat#15632011; ThermoFisher). La sonde EUB338 est remplacée par
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de I'eau sans ADN bactérien contaminant pour le contréle non marqué ou par la sonde NonEUB
(5'-AF647- ACT CCT ACG GGA GGC AGC-3') pour le contréle de spécificité. Toutes les solutions
meres ont été préparées dans du tampon SSC 2X. Les lames ont ensuite été lavées dans du SSC
2X/0.3 % (v/v) Tween®20 a température ambiante pendant 5 minutes pour éliminer la lamelle et
dans SSC 2X/0.3 % (v/v) Tween®20 a 73°C pendant 3 minutes. Les lames ont été séchées a l'air,
puis contre-colorées et montées avec le milieu de montage ProLong™ Glass Antifade
(cat#P36980; ThermoFisher). Les lames ont été visualisées avec le microscope Zeiss Axio Observer

Z1 et analysées avec le logiciel AxioVision 4.8.
Immunofluorescence (IF)

Pour la détection des monocytes et des macrophages en utilisant I'lF, les étapes de
déparaffinisation, d’HIER et de marquage avec des anticorps primaires ont été effectuées sur
systeme de coloration de lames automatisé BenchMark XT comme décrit précédemment. Des
monocytes/macrophages ont été marqués avec un anticorps primaire, I'anti-CD68 (cat#GA60961;
Dako), a une dilution de 1:500. Sur la « bench », les lames ont été bloquées a TA pendant 20
minutes avec la solution de blocage BlockAid™ (cat#B10710; ThermoFisher) puis marquées a TA
dans l'obscurité pendant 60 minutes avec I'anticorps secondaire anti-souris AF647 (cat # A31571;
Invitrogen) a une dilution de 1:250 dans du PBS-BSA 1 %. Ensuite, les lames ont été rincées avec
du PBS 1X a TA pendant 5 minutes et trempées avec du Sudan Black a 0.1 % (m/v) diluées dans
de 'EtOH a 70 % a TA pendant 15 minutes. Aprés un rincage final avec du PBS 1X, les lames ont
été contre-colorées et montées avec le milieu de montage ProLong™ Glass Antifade. Les lames
ont été visualisées avec un microscope Zeiss Axio Observer Z1 et analysées avec le logiciel

AxioVision 4.8.
Séquencage

Pour séquencer le géne de I'ARNr 16S bactérien dans nos échantillons de tumeurs, une
technique de pyroséquencage 454 décrite précédemment par Marette et al. (204) a été utilisée.
En bref, I'ADN extrait de la tumeur des patientes a été amplifié par PCR avec des amorces a code-
barres ciblant la région V3-V4 (341F-805R) du géne de I’ARNr 16S. Ensuite, les amplicons ont été

séquencés en utilisant la plateforme Roche 454 GS-FLX Titanium a I'IBIS (Institut de Biologie
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Intégrative et des Systémes - Université Laval). Les séquences ont ensuite été démultiplexées a

I'aide du script Roche MID (identificateur de multiplexes).
Etapes d’analyse des séquences ADN

Les séquences d’ADN brutes ont été préparées, assemblées et identifiées en utilisant le
« pipeline » d’analyse du microbiote DADA2 adapté pour le pyroséquencage 454 (disponible a
https://github.com/benjjneb/dada2) développé par Callahan et al. (205). Les séquences
« paired-end » ont tout d’abord été rognées et filtrées afin d’enlever les amorces en 5' et les
nucléotides de mauvaises qualités en 3', d’établir une limite maximale de 2 pour le nombre
d’erreurs attendues et d’enlever les séquences contenant des bases nucléiques inconnues (Ns).
Puis, le « denoising » des séquences reverse et forward permet de déterminer I'abondance des
séquences uniques. L'algorithme de Dada2 prend en considération le profil de qualité consensus
pour chaque séquence unique afin de mieux identifier et d’enlever les erreurs de séquencage
dans les séquences. Les séquences reverse et forward filtrées et complémentaires sont ensuite
assemblées en fragments consensus pour former la table d’ASV (amplicon sequence variant) et
les séquences chimériques sont retirées. La taxonomie est assignée a chaque séquence unique
en la comparant a la base de données SILVA v138 (103). L’alpha-diversité a été analysée avec la
librairie phyloseq dans R, tandis que la composition, la béta-diversité (statistique déterminée avec
un PERMANOVA) et le LEfSe (linear discriminant analysis effect size) ont été évalués avec I'outil

en ligne MicrobiomeAnalyst (206-208).
Statistiques

Pour comparer deux groupes, la normalité de la distribution des données a tout d’abord
été évaluée avec le test Shapiro-Wilk. La signification statistique pour les distributions non
normales a été calculée en utilisant le test bilatéral des rangs signés de Wilcoxon pour les
échantillons appariés (tumeurs et NAT) ou le test bilatéral de Mann-Whitney pour les échantillons
non appariés, tandis qu’un test t bilatéral a été utilisé pour les distributions normales. Pour
comparer trois groupes, la signification statistique pour les distributions non normales a été
calculée en utilisant 'ANOVA (analysis of variance) de Kruskal-Wallis, suivie d’'une analyse post-

hoc avec le test de Dunn pour la comparaison multiple des groupes. Seules les valeurs-p
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inférieures a 0.05 sont considérées comme significatives. *, **, *** et **** représentent
respectivement une valeur p <0.05, <0.01, <0.001 et <0.0001. L’analyse statistique des
corrélations est effectuée par régression linéaire avec le coefficient de Pearson. Pour les analyses
de survie, les tests de Wilcoxon et du Log-rank sont réalisés pour leur puissance dans la détection
de différences précoces ou tardives dans le temps, respectivement (209). La DFS est définie
comme le temps écoulé entre la date de diagnostic et la premiére récidive indépendamment du
site (locorégionale ou distante), tandis que I’OS est le temps entre la date de diagnostic et le décés
de la patiente indépendamment de la cause. L'analyse des variables catégorielles des tableaux
est effectuée par le test x2 ou le test exact de Fisher pour les échantillons de petite taille. Enfin,
pour les analyses des modeles univarié et multivarié, des régressions de Cox ont été réalisées
pour évaluer l'impact des différentes variables sur la survie. L'hypothése des risques
proportionnels a préalablement été validée en vérifiant I'interaction entre la mesure de temps et
les covariables dans le modele (SPSS). Les statistiques ont été calculées a I'aide des logiciels

GraphPad Prism 8® ou IBM SPSS® Statistic 25.
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Chapitre 4 — Résultats

La révélation des composants bactériens dans les tumeurs mammaires

humaines par IHC et FISH.

La présence et la distribution de bactéries intratumorales dans les tumeurs du sein humain
ont été tres peu caractérisées. Ainsi, des composants bactériens ont été révélés sur des tranches
de tumeurs du sein entier en utilisant deux techniques de marquage : I'lHC et le FISH (techniques

résumées a la Figure 5).
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Figure 5. - Représentation des marquages utilisés pour la détection des composants bactériens
dans les tumeurs mammaires.

Illustrations des techniques d'IHC et de FISH utilisées pour la détection de bactéries sur des
tranches de tissu mammaire FFPE de 4 um. Les marquages en IHC et en FISH ont été réalisés sur
des tranches de tumeurs entiéres. (gauche) Le LPS et le PGLY de la paroi cellulaire des bactéries
ont été ciblés par des anticorps grace a I'IHC. Les tissus ont été contre-colorés avec de
I'hématoxyline. (droite) L’ARNr 16s des bactéries a été ciblé avec une sonde fluorescente, la
EUB338-AF647, en utilisant le FISH. Les tissus ont été contre-colorés avec le Hoechst 33342
(fluorescence bleue).

Pour la détection des bactéries avec I'lHC, nous avons utilisé un anticorps anti-LPS ciblant
la membrane externe de certaines bactéries Gram négatif et un anticorps anti-PGLY ciblant la
paroi cellulaire de toutes les bactéries (Figure 5). Tout d'abord, la spécificité des anticorps a été
validée sur des cellules FFPE d’E. coli et de MDA-MB-231. Les deux anticorps ont montré une

liaison non spécifique minimale dans la lignée cellulaire de cancer du sein, tout en étant capables



de marquer les E. coli sur des lames (Figure S1A). Ensuite, le marquage des bactéries avec ces
anticorps sur des coupes de tumeurs mammaires a permis de révéler la présence de composants
bactériens (LPS et PGLY) dans le microenvironnement tumoral (Figure 6, A et B). Ces marquages
ont été comparés a un controle isotype pour évaluer le signal de fond non spécifique et valider
notre détection bactérienne sur les tissus mammaires. Les résultats suggérent une infiltration des
bactéries dans les agrégats de cellules tumorales dans le sein comme le démontre la Figure 6A.
Dans le microenvironnement tumoral, les composants bactériens sont principalement observés
dans les tissus conjonctifs: le tissu adipeux et le stroma. De plus, pour certaines patientes, le
marquage a révélé une quantité importante de composants bactériens localisés dans les
cytoplasmes de cellules des canaux lactiques (Figure 6B). Une coloration a I'hématoxyline et a
I'éosine (HE) a été réalisée, et des cellules ressemblant a des macrophages ont été observées dans
ces canaux (Figure 7A). La présence de macrophages dans les canaux lactiféres a été confirmée

avec un marquage anti-CD68 en utilisant I'lF (Figure S1C pour validation du marquage)
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Figure 6. — Révélation des composants bactériens dans le microenvironnement de la tumeur

mammaire humaine a I’aide de I'lHC.

Photos représentatives des marquages du LPS et du PGLY bactériens en IHC dans (A) les tumeurs
du sein humain ou (B) les tissus du microenvironnement tumoral. Les noyaux des tissus ont été
contre-colorés avec de I’"hématoxyline.
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Figure 7. — Validation de la présence et localisation des bactéries du microenvironnement tumoral
et de I'identité des cellules immunitaires qui leur sont associées avec le FISH et I'IF.

(A) La morphologie des cellules associées aux bactéries dans les canaux lactiféres a été analysée
par coloration a I'HE. Les cellules ont également été marquées avec un anticorps anti-CD68 en
utilisant I'lF et contre-colorées avec le Hoechst 33342 (coloration bleue). Un marquage FISH a été
réalisé pour confirmer la présence de composants bactériens dans (B) les tumeurs du sein humain
et (C) les tissus adjacents en utilisant une sonde fluorescente (AF647) qui cible I’ARNr 16S.



En ciblant I'ARNr bactérien 16S avec une sonde conjuguée a une molécule fluorescente
(EUB338-AF647) grace au FISH, la détection de bactéries sur les mémes tranches tumorales a été
confirmée. La spécificité de la sonde EUB338 a été controlée avec la méme expérience utilisée
pour évaluer la liaison spécifique des anticorps utilisés en IHC. Elle semble beaucoup plus
spécifiqgue aux composants bactériens puisqu’aucun marquage non spécifique n’est observé dans
la lignée cellulaire MDA-MB-231 (Figure S1B). Le marquage de I’ARNr 16S par la sonde a permis
de révéler des bactéries dans le tissu tumoral mammaire de la méme fagon que les composants
bactériens (LPS et PGLY) ciblés en utilisant I'lHC, montrant également I’affinité des bactéries pour
les tissus conjonctifs (Figure 7, B et C). Le signal positif de 'EUB338 a été validé en le comparant
a une sonde contréle NonEUB qui permet de déterminer la spécificité de la liaison de la sonde
dans les tissus mammaires. Du marquage non spécifique est observable comme on le voit a la
Figure 7B. Cependant, si I'lHC ne permet pas I'observation des cocci et batonnets a cause de la
diffusion du chromogene, le FISH donne un signal beaucoup plus précis. Ainsi, le signal positif de
I’EUB338 est convaincant puisqu’il est similaire en taille (=1 um) et en forme (batonnet) a celui
attendu d’une bactérie, en plus de se différencier du signal non spécifique obtenu avec la sonde
NonEUB. Pour finir, autant le LPS, le PGLY et ’ARNr 16S sont révélés principalement dans
I’environnement extracellulaire, mis a part pour les canaux lactiféeres ou les composants
bactériens détectés avec I'lHC sont retrouvés dans le milieu intracellulaire des macrophages.

La détection des différents composants bactériens sur des coupes de tumeurs du sein
suggere fortement que les bactéries peuvent infiltrer le microenvironnement tumoral en
contexte de cancer du sein. De plus, les bactéries associées aux macrophages dans les canaux
lactiferes supportent I'hypothése que la présence bactérienne dans le microenvironnement

intratumoral pourrait fagonner la réponse immunitaire antitumorale.
Quantification des composants bactériens dans les tumeurs du sein par

qPCR.

Pour caractériser davantage la présence du microbiote dans les tumeurs du sein humain,
une méthode qPCR a été optimisée pour quantifier la charge bactérienne dans les échantillons

de tumeurs de notre cohorte (Tableau 3) en utilisant E. coli comme bactérie de référence.
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Premierement, la technique gPCR quantifiant I'ADN codant I'ARNr bactérien 16S a été
validée en testant sa sensibilité et sa reproductibilité dans des échantillons de tumeurs. Pour
évaluer si notre qPCR pouvait faire la différence entre une tumeur avec de I'ADN bactérien
indétectable et une tumeur avec de I'ADN bactérien, nous avons inoculé des fragments de tumeur
qui ont un compte bactérien sous la limite de détection (Tumeur #1 et #2) avec une suspension
d'E. coli de quantité connue avant l'extraction de I'ADN (Figure S3A - gauche). Le seuil de
détection a été établi a 11.9 + 5.2 équivalents bactériens (Eq. bac.), résultat d’une liaison non
spécifique des amorces a I'ADN humain seul. L'inoculation avec du milieu LB contenant des E. coli
(B1 et B2) a augmenté la détection des Eq. bac. dans les fragments de tumeur au-dessus de la
limite de détection, contrairement aux fragments de tumeur supplémentés uniquement avec le
milieu LB (LB #1 et #2). L'expérience a confirmé que la technique de gPCR était capable de
détecter une présence artificielle de bactéries dans des échantillons de tumeurs. De plus, les Eq.
bac. quantifiés dans chaque fragment de tumeur n'étaient pas significativement différents de la
quantité de bactéries ajoutées a I'étape d'extraction (Figure S3A - droite). Ensuite, pour évaluer
la sensibilité de la technique, I'ADN d'une tumeur du sein a été extrait et 150 ng de cet ADN
tumoral ont été mélangés a des dilutions prédéterminées d'ADN bactérien allant de 10 000 a 1
Eq. bac. (TB 1 a 13) (Figure S3B). Dans I'ensemble, la technique qPCR a détecté avec précision la
guantité supplémentaire d'ADN bactériens (TB 2 a 9). Les échantillons supplémentés avec une
quantité d'ADN bactériens supérieure a la gamme d’étalonnage couverte par les standards (TB 1)
étaient les seuls a montrer une différence significative entre la quantité ajoutée et détectée
d'ADN bactérien (p<0.0001). De plus, nous avons observé une perte de précision dans la
guantification bactérienne des échantillons sous la limite de détection (TB 10 a 13). Enfin, la
reproductibilité de la technique a été testée en répétant la quantification sur le méme échantillon
comme le montre la Figure S3C. Ces résultats montrent que la quantification gPCR des genes de
I’ARNr 16S est sensible et reproductible, ce qui permet une quantification précise du nombre

d'Eq. bac. dans les échantillons de tumeurs du sein.
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Figure 8. — Quantification des équivalents bactériens dans le cancer du sein et le tissu normal
adjacent a partir de ’ADN codant pour ’ARNr 16S bactérien

(A) Un échantillon d'ADN extrait d’un fragment de tumeur du sein (1-4 fragment/tumeur) a été
testé avec la quantification gPCR du gene de I’ARNr 16S pour quantifier la présence de bactéries
chez les patientes atteintes d'un cancer du sein (N=114). La quantification moyenne des
fragments a été utilisée pour trier les patientes par ordre croissant. La médiane (14.7 Eq. bac.) de
la quantification moyenne a été utilisée pour séparer les patientes dans les groupes de détection
bactérienne faible ou élevée. (B) Comparaison entre la quantification des Eq. bac. dans les NAT
(N=16) et le nombre quantifié dans les tumeurs appariées (gauche). La corrélation entre les Eq.
bac. quantifiés dans les tumeurs et les NAT appariés a également été évaluée (droite). (C) Charge
bactérienne moyenne dans les tumeurs classées en fonction des données cliniques du patient,
soit le stade pTNM (gauche) ou le grade (droite). Les barres d'erreur représentent la moyenne +
écart-type.

Ensuite, la technique qPCR a été utilisée pour quantifier les Eq. bac. dans les fragments de
tumeur (1 a 4 fragments) de 114 patientes avec un cancer du sein. Les patientes ont été classées

en fonction de la moyenne de la quantification de leurs fragments (Figure 8A). Certaines patientes
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avaient des Eq. bac. relativement élevés (Max=215.7 Eq. bac.) dans leur tumeur par rapport a
d'autres patientes ayant plusieurs fragments sous le seuil de détection (Min=2.3 Eq. bac.). Par
ailleurs, pour certaines patientes, la charge bactérienne était variable entre leurs fragments
tumoraux, ayant des fragments avec et sans bactéries. Cela pourrait indiquer une infiltration
hétérogene des bactéries dans les tumeurs du sein. Dans la cohorte, la majorité des patientes (60
%) avaient une quantification moyenne d'ADN bactérien supérieure a la limite de détection
établie par la quantification moyenne de I'ADN humain seul (11.9 + 5.2 Eq. bac.). Nous n'avons
trouvé aucune association entre le stade pTNM simplifié et la quantification bactérienne, mais
nous avons constaté que le nombre de bactéries était plus faible dans les tumeurs de grade Il
que de grade I-1l (p=0.038) (Figure 8C). Ces résultats suggerent que la charge bactérienne pourrait
étre importante pour le pronostic des patientes atteintes du cancer du sein.

Enfin, pour comparer la charge bactérienne dans la tumeur du sein avec des tissus sains
appariés, nous avons évalué le contenu bactérien dans les NAT en utilisant la gPCR. Il y avait une
différence significative (p<0.0001) entre les tumeurs (23.8 + 17.1 Eq. bac.) et les NAT appariés
(151.7 + 206.8). Nous avons détecté six fois plus de bactéries dans les tissus sains autour de la
tumeur (Figure 8B - gauche). En outre, une corrélation positive (R=0.53) a été observée entre la
charge bactérienne des tumeurs et des NAT appariés (Figure 8B - droite). Les patientes avec la
plus grande quantité de bactéries dans leur NAT avaient également le microbiote intratumoral le

plus important.

La dichotomisation de la cohorte selon la quantification des bactéries

intratumorales n’induit pas de facteurs confondants.

Pour évaluer |'effet de la détection bactérienne sur les résultats cliniques des patientes de
notre cohorte de cancer du sein, nous avons dichotomisé notre cohorte en deux groupes (Figure
8A) selon la médiane de la quantification moyenne (14.7 Eq. bac.) des Eq. bac.: une charge
bactérienne intratumorale faible (Eq. bac. < 14.7) ou élevée (Eq. bac. > 14.7).

Selon les données cliniques des patientes dans chaque groupe, nous avons trouvé une
association entre la détection bactérienne et la récidive (p=0.018), avec 20/29 (69 %) récidives

locorégionales et distantes se produisant dans le groupe de détection bactérienne faible (Tableau
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3). De plus, I'association entre la détection bactérienne et la survie globale était proche de la
signification (p=0.082) avec 18/28 (64 %) déces survenant chez les patientes avec un faible
contenu bactérien dans leur tumeur. Cela suggere qu'une charge bactérienne faible dans les
tumeurs pourrait se traduire par un mauvais pronostic pour les patientes avec un cancer du sein.
Par conséquent, cela nous a amenés a évaluer l'impact de la détection bactérienne intratumorale
sur les résultats cliniques des patientes avec un cancer du sein grace a des analyses de survie de
Kaplan-Meier.

Tout d’abord, pour déterminer si la séparation des patientes en deux groupes aurait pu
créer des facteurs confondants, nous avons controlé plusieurs variables clinicopathologiques
telles que l'age, le sexe, le type de cancer, le stade pathologique, le grade et les traitements
antérieurs recus (Tableau 3). Aucune association n'a été trouvée entre la détection bactérienne
et la majorité des variables clinicopathologiques testées. Or, nous avons obtenu significativement
plus de patientes traitées par hormonothérapie néoadjuvante dans le groupe de détection
bactérienne faible (p=0.027). Cette variable pourrait étre un facteur de confusion potentiel dans
I'analyse de survie. Cependant, comme les patientes traitées par hormonothérapie néoadjuvante
ne représentent qu'une petite partie de notre cohorte (N=6), leur impact sur I'analyse serait donc
mineur. Puis, les bactéries intratumorales de chaque groupe de détection bactérienne ont été
identifiées et analysées afin de déterminer si leur composition microbienne diverge, et pourrait

ainsi étre responsable en partie des résultats obtenus par les analyses de survie.
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Tableau 3. — Caractéristiques clinicopathologiques de la cohorte du cancer du sein et leur

association avec la quantification bactérienne.

Cohorte entiére, _ Détection bactérienne

Caractéristiques n (%) Faible, n (%) Elevée, n (%) Valeur p

n 114 (100) 57 (100) 57(100)

Sexe, Femelle 113 (99) 57 (100) 56 (98) 1.000

Temps de suivi (Mois) 0.851
Médiane (EI) 72(37-105)  72(38-108) 71 (37-105)
<70 55 (48) 27 (47) 26 (46)
>70 59 (52) 30 (53) 31 (54)

Age au diagnostic (Années) 0.574
Meédiane (EI) 61 (50-71) 62 (52-75) 59 (49-67)
<60 55 (48) 26 (46) 29 (51)
> 60 59 (52) 31 (54) 28 (49)

Statut de la ménopause* 0.441
Préménopause 24 (21) 14 (25) 10 (18)
Postménopause 79 (69) 39 (68) 40 (70)

Type d’intervention chirurgical 0.277
Tumorectomie 67 (59) 36 (63) 31(54)
Mastectomie 44 (39) 19 (33) 25 (44)

Type de cancer du sein 0.658
Carcinome invasif tubulaire 9(8) 3(5) 6(11)

Carcinome invasif canalaire 85 (75) 44 (77) 41 (72)
Autres 20 (18) 10 (18) 10 (18)

Sous-type de cancer du sein 0.377
Luminal A 29 (25) 16 (28) 13 (23)

Luminal B-like-HER2" 22 (19) 9 (16) 13 (23)
Luminal B-like-HER2* 25(22) 10 (18) 15 (26)
HER2* (non-luminal) 12 (11) 5(9) 7(12)
Triple-négatif 25 (22) 16 (28) 9 (16)

Stade pathologique T 0.256
pTO-1 41 (36) 19 (33) 22 (39)
pT2 58(51) 32(56) 26 (46)
pT 3-4 13 (11) 4(7) 9 (16)

Stade pathologique N 0.567
pNO 53 (46) 28 (49) 25 (44)
pN 1-3 57 (50) 27 (47) 30 (53)

Grade de Nottingham 0.235
| 8(7) 5(9) 3(5)

] 36 (32) 14 (25) 22 (39)
1] 70 (61) 38(67) 32(56)

Thérapie adjuvante 0.406
Non 15 (13) 9(16) 6(12)

Oui 99 (87) 48 (84) 51(89)
Chimiothérapie 0.452

Non 52 (46) 28 (49) 24 (42)

Oui 62 (54) 29 (51) 33(58)
Hormonothérapie 0.255

Non 48 (42) 27 (47) 21(37)

Oui 66 (58) 30(53) 36 (63)
Radiothérapie 0.548

Non 37(32) 17 (30) 20 (35)

Oui 77 (68) 40 (70) 37 (65)

Thérapie néoadjuvant 0.022
Non 100 (88) 46 (81) 54 (95)

Oui 14 (12) 11 (19) 3(5)
Chimiothérapie 1.000
Non 107 (94) 53 (93) 54 (95)
Oui 7(6) 4(7) 3(5)
Hormonothérapie 0.027
Non 108 (95) 51 (89) 57 (100)
Oui 6(5) 6(11) 0(0)
Radiothérapie 0.496
Non 112 (98) 55 (96) 57 (100)
Oui 2(2) 2(4) 0(0)
Récidive (locorégionale ou distante) 29 (25) 20 (35) 9 (16) 0.046
Décés global 28 (25) 18 (32) 10 (18) 0.082

El : Ecart interquartile; ER : Récepteur d’estrogénes; PR : Récepteur de progestérone
* Imputation de la ménopause: les valeurs manquantes pour les femmes ont été imputée comme
préménopausée (moins de 45 ans) ou postménopausée (plus de 55 ans).
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La composition du microbiote intratumoral mammaire n’est pas

significativement différente entre les deux groupes de détection.

Pour évaluer si la dichotomisation des patientes et les analyses de survie qui en découlent
sont influencées par la composition microbienne spécifique a chaque groupe de détection qPCR,
10 échantillons d’ADN tumoral contenant une quantité bactérienne faible et 24 échantillons
d’ADN tumoral contenant une quantité bactérienne élevée ont été séquencés, puis comparés.

La composition générale du microbiote au niveau taxonomique du phylum et du genre a
tout d’abord été déterminée pour les deux groupes de détection bactérienne (Figure 9A). La
composition bactérienne des échantillons de tumeurs mammaires montre une distribution
homogéne entre les échantillons d’'une quantité abondante de protéobactéries (autour de 70-80
%), puis de firmicutes et d’actinobactéries en quantité moins importante (environ 5-10 %). Ces
résultats sont comparables a ceux obtenus lors des études de Xuan et al. et Urbaniak et al. qui
caractérisaient le microbiote de la tumeur du sein et du NAT. A part pour les cyanobactéries et
les bactéroidetes observés dans une minorité d’échantillons du groupe élevée, les compositions

bactériennes entre les groupes ne divergent pas a I'analyse des phylums et des genres.
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Figure 9.— La composition et la diversité du microbiote intratumoral ne se différencient pas en
fonction de la dichotomisation qPCR de la cohorte du cancer du sein.

(A) Diagramme a barres représentant la composition bactérienne des échantillons tumoraux au
niveau du phylum et du genre. L’abondance relative est illustrée pour chaque échantillon (0-100
%) (B) Graphique a boites représentant la diversité alpha calculée avec les indices de Shannon et
de Simpson. (C) Béta diversité déterminée avec un NMDS basé sur l'indice de dissimilarité de
Bray-Curtis.
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Pour explorer plus en profondeur les différences dans la composition bactérienne entre
les deux groupes de détection, les diversités alpha et béta ont été évaluées. Malgré une légere
tendance a la hausse pour le nombre d’espéces bactériennes (Shannon) et leur uniformité
(Simpson) dans les échantillons tumoraux avec une quantification bactérienne élevée, I'analyse
de ces indices n’a pas permis de trouver une différence significative (Shannon, p=0.189; Simpson,
p=0.262) dans la diversité alpha des deux groupes (Figure 9B). Par la suite, la quantité de taxa
spécifiques a chaque groupe a été déterminée en comparant les deux groupes avec I'analyse de
positionnement multidimensionnel non métrique (non-metric multidimensional scaling, NMDS).
L’analyse montre une similarité entre les données des deux groupes, puisqu’aucune séparation
évidente n’est observable (Figure 9C). Pour s’assurer de la ressemblance entre la composition
bactérienne des deux groupes, une analyse LEfSe pour identifier les ASV enrichis dans chaque
groupe de détection a été réalisée. Apres la correction de la valeur p avec le FDR (false discovery
rate), aucune bactérie significativement plus abondante dans un des groupes n’a pu étre
identifiée, validant ainsi 'homogénéité de la composition bactérienne dans les échantillons

tumoraux de la cohorte malgré sa dichotomisation (données non illustrées).

Une quantification bactérienne importante dans la tumeur du sein est

associée a un meilleur devenir clinique des patientes.

L'analyse de Kaplan-Meier a démontré une différence significative du risque de récidive
entre les patientes avec une charge bactérienne élevée et faible (p=0.01) (Figure 10A), présentant
un DFS aprés 5 ans de 86.7 % contre 67.7 % respectivement. Une tendance pour une meilleure
OS des patientes possédant une charge bactérienne intratumorale élevée a également pu étre
observée, principalement dans les premiers mois apres la chirurgie (Wilcoxon: p=0.081) (Figure
S4A). La OS a 5 ans était de 86.7 % pour le groupe de détection élevée, contre 71.8 % pour le

groupe de détection faible (p=0.081).
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Figure 10. — Evaluation de la survie sans récidive des patientes séparées en fonction de la
quantification de leurs équivalents bactériens

(A) Courbe de Kaplan-Meier pour la DFS de toute la cohorte classée en deux groupes, faible ou
élevée, déterminés selon le nombre d’Eq. bac. quantifiés dans leur tumeur avec la technique
qPCR. Courbes pour la DFS dans les sous-groupes de patientes avec des Eq. bac. faibles ou élevés
classés par (B) le grade, (C) le stade pTNM ou (D) le sous-type de cancer.

Sur la base de ces résultats, la quantification des Eq. bac. dans la tumeur basée sur la gPCR
pourrait servir d'outil potentiel afin d’évaluer le risque de récidive pour les patientes avec un
cancer du sein, sans tenir compte des autres variables cliniques. Ensuite, la cohorte de cancer du
sein a été séparée en fonction du stade pTNM, du grade et du sous-type du cancer afin d’évaluer
si I'effet protecteur d'une détection bactérienne intratumorale élevée était spécifique a certains
sous-groupes de patientes. Une survie prolongée (Log-rank: p=0.033) et une récidive moins

fréguente (Log-rank: p=0.011) ont été constatées pour les patientes cancéreuses de grade Ill avec
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une détection bactérienne élevée, tandis que les bactéries n'avaient aucun effet protecteur chez
les patientes cancéreuses de grade | et Il (Figure 10B et Figure S4B). Selon le stade pTNM, des
résultats similaires ont été observés quant au plus faible nombre de récidive (Log-rank: p=0.046)
chez les patientes cancéreuses de stade IlI-1V (Figure 10C).

Pour résumer, nous avons remarqué que la quantification bactérienne dans les tumeurs
du sein pouvait étre utilisée comme facteur pronostique principalement chez les patientes
atteintes d'une maladie avancée. De plus, les patientes avec un sous-type luminal HER2* (voir le
Tableau 1 pour la classification en sous-types moléculaires) étaient les plus affectées par les
variations de charge bactérienne dans leur tumeur. Les patientes avec ce sous-type de cancer
ayant un faible nombre de bactéries dans leur tumeur avaient significativement plus de récidive
(Log-rank: p=0.004) et de déces (p=0.003) (Figure 10D et Figure S4D). Pour ce sous-type, la
détection des Eq. bac. pourrait &tre une indication puissante de la survie & long terme de la
patiente et de son risque de récidive. Il y avait également une tendance a un nombre de récidive
plus faible chez les patientes avec des sous-types de cancer du sein luminal B (Wilcoxon: p=0.043)
ou HER2 surexprimé (Log-rank: p=0,131) avec une charge bactérienne élevée, cependant, ces
groupes étaient sous-représentés alors ces résultats devront étre validés avec plus de patientes.

Les Tableaux 4 et S1 fournissent les résultats d'analyses univariées effectuées sur
plusieurs variables clinicopathologiques et sur l'infiltration bactérienne intratumorale pour
valider leur importance clinique. La charge bactérienne a été identifiée comme un facteur
pronostique univarié significatif pour le risque de récidive (HR=0.38, p=0.018), mais pas pour la
survie globale a long terme (HR=0.57, p=0.151). Sur la base de ces résultats, nous avons décidé
de concentrer I'analyse sur la DFS uniqguement (Tableau S1). Comme prévu, un pN (HR= 3.21,
p=0.007) et un grade (HR=4.42, p=0.006) élevés étaient des facteurs pronostiques significatifs
d'une mauvaise DFS, tandis que les traitements adjuvants (HR=0.21, p<0.001) avaient un effet
protecteur significatif. Nous avons également identifié I'hormonothérapie néoadjuvante comme
un facteur pronostique négatif significatif (HR=3.10, p=0.038). Aucune différence n’a été trouvée
dans la DFS des patientes séparées selon la taille de leur tumeur ou le sous-type de leur cancer.
Plusieurs modéles multivariés de risques proportionnels de Cox ont été créés pour inclure les

variables univariées significatives et évaluer leur impact sur la capacité pronostique de la charge
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bactérienne (Tableau 4). Les résultats montrent que l'infiltration bactérienne intratumorale est
un facteur pronostique positif significatif indépendant du stade pathologique simplifié (pTNM),
du grade, de la thérapie adjuvante et de I'hormonothérapie néoadjuvante. Dans un modele
comprenant la charge bactérienne, I'hormonothérapie néoadjuvante a perdu de sa signification
(p=0.181) suggérant que la caractérisation de l'infiltration bactérienne intratumorale est un
facteur pronostique plus puissant.

Nos analyses suggerent donc que la quantification bactérienne basée sur la qPCR pourrait
étre utilisée en association avec d'autres parameétres cliniques pour évaluer le risque de récidive

chez les patientes atteintes d'un cancer du sein.

Tableau 4. - Analyses univariées et multivariées des variables clinicopathologiques associées a la

récidive.
Analyse univariée Analyse multivariée
HR (95%1C)  Valeurp HR (95% IC) Valeur p

Modele 1

Stade pTNM 3.06 (1.59-5.87) 0.001 3.26 (1.68 - 6.34) 0.001

Infiltration bactérienne intratumorale* 0.38 (0.17-0.85) 0.018 0.39 (0.17-0.91) 0.028
Modeéle 2

Grade 4.42 (1.53-12.74) 0.006 4.38 (1.52-12.65) 0.006

Infiltration bactérienne intratumorale* 0.38 (0.17 - 0.85) 0.018 0.39 (0.17-0.86) 0.020
Modele 3

Thérapie adjuvante 0.21 (0.09 - 0.47) <0.001 0.22 (0.10 - 0.50) <0.001

Infiltration bactérienne intratumorale* 0.38 (0.17-0.85) 0.018 0.40 (0.17 - 0.90) 0.027
Modéle 4

Hormonothérapie néoadjuvante 3.10 (1.07 - 8.99) 0.038 2.12 (0.71-6.38) 0.181

Infiltration bactérienne intratumorale* 0.38 (0.17 - 0.85) 0.018 0.42 (0.18-0.97) 0.042

HR : Hazard ratio; IC : Intervalle de confiance; * : Variable dichotomique
Voir Tableau S1 pour les analyses univariées détaillées (DFS et OS)
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Chapitre 5 — Discussion et perspectives

L'impact régulateur d’'un microbiote sur le développement du cancer n’est pas limité qu’a
la communauté bactérienne intestinale et au CRC. Différents types de microbiotes deviennent
des facteurs de risque a évaluer dans |'oncogenése locale, notamment les microbiotes
intratumoraux. En effet, I'influence des bactéries sur I'inflammation, la réponse immunitaire
antitumorale, la réponse aux traitements, le métabolisme et plusieurs autres processus
physiologiques encouragent des études approfondies sur leur réle dans le microenvironnement
tumoral. Le cancer du sein est une maladie mortelle malgré les avancées dans la prise en charge
des patientes et les traitements, principalement en raison de la récidive métastatique qui reste
difficile a prédire et a prévenir. La présence de bactéries dans la tumeur mammaire qui
influenceraient les processus cellulaires et physiologiques nommés précédemment pourrait avoir
un impact sur la survie des patientes, mais ce réle n’a pas été déterminé jusqu’a présent. C’est
pourquoi nous voulions étudier dans ce projet I'influence du microbiote intratumoral mammaire
sur le risque de récidive et de déces des patientes avec un cancer du sein.

Dans notre étude, I'existence d’une population bactérienne intratumorale mammaire a
tout d’abord été observée par la révélation de multiples composants bactériens (LPS, PGLY et
ARNr 16S) sur des coupes de tumeurs du sein. Ensuite, la caractérisation de la charge bactérienne
des tumeurs mammaires et des NAT a l'aide de la gPCR a permis d’identifier une altération du
microbiote au cceur du microenvironnement tumoral. Une réduction importante du microbiote
dans la tumeur, caractérisée par une charge bactérienne faible (Eq. bac. < 14.7), a été associée a
un nombre de récidive plus élevée pour la patiente, comparativement a une tumeur composée
d’une population bactérienne plus importante (Eq. bac. > 14.7). Notre étude est la premiére a
établir que le microbiote intratumoral peut avoir une influence sur le devenir clinique des
patientes atteintes d’un cancer du sein. Contrairement a notre hypothése de départ, aucune
influence de la composition du microbiote intratumoral mammaire sur le devenir clinique n’a pu
étre observée jusqu’a présent. Il a toutefois été possible de valider I’'hypothése selon laquelle la
guantité de bactéries intratumorales est un biomarqueur intéressant pour l'identification des

patientes a risque de récidive.



Dans les prochaines sections, un résumé des résultats présentés au chapitre 4 sera réalisé
en les remettant en contexte avec la littérature récente qui décrit la relation entre le microbiote
et le cancer. Des expériences seront également proposées pour la poursuite du projet afin
d’obtenir une compréhension plus approfondie sur le réle du microbiote intratumoral mammaire

dans la survie des patientes.
Détection d’un microbiote intratumoral du sein humain

Marquages du LPS, du PGLY et de I’ARNr 16S

RETOUR SUR LES RESULTATS

Nous avons présenté les expériences de détection des composants bactériens dans des
tumeurs de patientes (N=6) afin de valider la présence d’un microbiote intratumoral dans le sein
(Figure 6 et 7). La détection de composants bactériens dans les tumeurs du sein était attendue,
considérant I'étude de Xuan et al. qui rapportait la présence des génes de I’ARNr 16S quantifiés
avec la qPCR dans le microenvironnement tumoral mammaire (190). Or, puisque la biomasse
bactérienne est probablement faible dans les tissus profonds, il peut y avoir des biais lors de
I'utilisation de la technique gPCR causés par de I'ADN bactérien contaminant (discuté a la
prochaine section). Il est ainsi primordial de combiner des techniques (qPCR, IHC et FISH) de
détection bactérienne dans les tissus profonds afin de s’assurer de la présence d’'un microbiote
local.

Les marquages moléculaires permettent aussi de décrire la localisation des bactéries dans
les tissus, ainsi que leur relation avec les cellules qui s’y trouvent. L'observation des composants
bactériens dans les tumeurs mammaires démontre une affinité des bactéries pour les tissus
adipeux et le stroma, avec peu d’infiltration dans les cellules tumorales (Figure 6, A et B). Il a été
montré que I'établissement de bactéries intestinales dans certains tissus adipeux (subcutané,
omental et mésentérique) a la suite d’une translocation bactérienne menait a la formation d’une
communauté composée principalement de protéobactéries et de firmicutes (210). De plus, une
étude a montré une corrélation positive entre le métabolisme des acides gras et la présence de
protéobactéries et de firmicutes, en particulier les Bacilli (211). Ainsi, les protéobactéries et les

firmicutes, deux phylums formant une majorité du microbiote du tissu et de la tumeur mammaire
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(Figure 9A pour la composition de la tumeur), pourraient se retrouver principalement dans le
tissu adipeux grace a leurs capacités métaboliques y favorisant leur croissance. Puis, il a été établi
qgu’une hypoxie intermittente dans le microbiote intestinal affectait négativement I'abondance
des protéobactéries et des bactéroidétes, mais pas des firmicutes (212). Donc, il est possible que
le milieu hypoxique de la tumeur mammaire limite l'infiltration d’une partie de la population
bactérienne du sein dans le microenvironnement tumoral.

Jusgu’a tout récemment, la révélation de différents composants bactériens dans la tumeur
mammaire n’avait jamais été réalisée. Toutefois, un groupe (Nejman et al., 2020) vient de publier
une étude décrivant la distribution du LPS, de I’ARNr 16S et de I'acide lipotéichoique (LTA),
présent a la surface des bactéries Gram-positif, dans sept types de cancers, incluant le cancer du
sein (213). Si I'utilisation du méme anticorps anti-LPS et de la méme sonde ciblant I’ARNr 16S
(EUB338) leur a permis, comme dans notre étude, de détecter ces composants bactériens dans
les tumeurs mammaires, leur caractérisation de la présence bactérienne dans les tumeurs du sein
présente des différences importantes. Leurs signaux positifs (LPS et ARNr 16S) sont retrouvés
principalement a I'intérieur des cellules tumorales et immunitaires, et ceux-ci sont trés abondants
dans la tumeur, recouvrant une surface majoritaire des TMA (tissu microarray). Au contraire, nos
résultats, autant avec I'anti-LPS et -PGLY que la sonde EUB338, présentent une population limitée
de bactéries parmi les cellules tumorales, les adipocytes ou les fibroblastes sur des coupes
complétes de tumeurs (Figure 6 et 7). Par ailleurs, la localisation du signal semble principalement
extracellulaire dans nos tumeurs, bien que certaines bactéries intracellulaires aient été observées
dans les macrophages du canal lactifere ou dans des cellules du tissu. Dans leur étude, Nejman et
al. montrent par quantification des genes de I’ARNr 16S que la charge bactérienne intratumorale
est semblable dans les tissus mammaires et pancréatiques (213). Pourtant, leur détection de
composants bactériens avec I'lHC et le FISH est plus abondante que ce qui est obtenu par Geller
et al. lors de leur étude du microbiote des tumeurs pancréatiques (174). Geller et al. rapportent
plut6t des résultats similaires a nos observations dans le tissu mammaire au niveau de la quantité
de composants bactériens et de leur localisation (174).

Dans notre étude, nous avons porté une attention particuliére lors de I'optimisation de la

dilution des anticorps pour I'lHC et de la technique du FISH a la possibilité d’'un marquage non
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spécifique dans les cellules mammaires du tissu. C’est pourquoi, lors de I'optimisation, des
cellules MDA-MD-231 ont été utilisées comme controle pour vérifier cette éventualité et adapter
la méthodologie (Ex. : augmenter la dilution des anticorps ou de la sonde) (Figure S1). Malgré les
optimisations sur la lignée cellulaire, une variabilité de la spécificité des anticorps et de la sonde
entre les lames a pu étre observée lors de |'utilisation du FISH, mais aussi en IHC méme si le
processus est automatisé. Plusieurs contréles ont donc été ajoutés comme la sonde NonEUB et
I"anticorps isotypique pour vérifier la localisation du signal non spécifique dans le tissu mammaire
et valider le marquage positif. Egalement, les culots de cellules MDA-MB-231 et d’E. coli ont été
analysés en paralléle a chaque expérience qui visait la détection de composants bactériens dans
les tissus mammaires. Le contréle interne a permis de s’assurer que I'absence de signal n’était
pas due a un probléme lors de la technique par I'observation des E. coli controles, ou au contraire,
qgu’un signal trop intense ne soit pas di a un marquage non spécifique par I’observation des MDA-
MB-231 contréles. Ainsi, grace a tous ces contréles, nous sommes confiants de nos marquages. Il
est possible que les résultats obtenus par Nejman et al. qui présentent un signal positif étendu a
la majorité des cellules de leur TMA de tumeurs mammaires soient dus en partie a un marquage
non spécifique de I'anticorps et de la sonde, puisque I'étude ne présente aucune validation de

leur technique et aucun contrdle de spécificité (contréle isotype et NonEUB).
PERSPECTIVES

Tout d’abord, nos conclusions ont été réalisées par I'observation d’un petit nombre de
coupes tumorales completes (N=6). Il est possible que les tumeurs mammaires analysées aient
été faiblement infiltrées par les bactéries. De plus, ce faible nombre d’échantillons ne permet pas
de prendre en considération I’hétérogénéité de la présentation clinique du cancer du sein. Ainsi,
il est important de confirmer nos résultats quant a la localisation et 'abondance des composants
bactériens a I'aide d’un échantillon de tumeurs mammaires plus large. Pour ce faire, nous voulons
tester prochainement le marquage du LPS, du PGLY et de ’ARNr 16S sur les TMA de la cohorte
QBCF-TMAC, contenant 2000 échantillons de tumeurs mammaires provenant du CHUM, du CUSM
et du CHUQ.

Ensuite, il estimportant de mieux comprendre les processus fondamentaux qui expliquent

une meilleure survie des patientes atteintes de cancer du sein lors de la présence d’un microbiote
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intratumoral important. Dans notre étude, la relation observée entre les macrophages du canal
lactifere et les composants bactériens donnent un apercu de l'influence des bactéries sur la
réponse immunitaire. Nous voulons aller plus loin en évaluant la relation qui pourrait exister entre
la présence d’un microbiote intratumoral important et le recrutement des cellules du systeme
immunitaire. L'expérience consisterait a marquer des coupes consécutives de tumeurs complétes
avec la sonde EUB338, I'anti-LPS, I'anti-PGLY et notre « panel » d’anticorps pour la détection et
I'identification des cellules immunitaires présentes sur le tissu en utilisant I'lF (Figure 11, A et B).
Puis, on correlerait la quantité de bactéries calculée en utilisant les différentes techniques de
marquage avec la quantité de cellules immunitaires dans la tumeur mammaire afin d’évaluer
I'impact des bactéries intratumorales sur le recrutement des cellules immunitaires. Une
expérience similaire, mais utilisant cette fois-ci un « panel » d’anticorps ciblant des marqueurs
d’activation et des cytokines, permettrait de déterminer I'influence du microbiote intratumoral

sur la stimulation de la réponse immunitaire.

Fusionné: Coupes consécutives
d’une tumeur

4 32 ‘t\

Sy B

: 0 K Quantification bactérienne:
3 ,. » CcD20 - Anti-LPS
i b . - Anti-PGLY
oy N e - Sonde EUB338

- ; CD8
¥ :
Infiltration et/ou activation
—_—
N immunitaire

Figure 11. — Technique pour I’évaluation de I'impact de la charge bactérienne intratumorale sur
I'infiltration immunitaire.

(A) Marquages représentatifs des leucocytes (CD457), soit les lymphocytes T cytotoxiques (CD8*),
CD4* (CD3*CD8’) et B (CD20*), dans une tumeur mammaire. (B) Représentation de I'expérience
future pour déterminer la corrélation entre l'infiltration immunitaire, calculée a I'aide du
« panel » d’anticorps illustrés en A, et la quantité de composants bactériens intratumoraux.
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Quantification des génes de I’ARNr 16S

RETOUR SUR LES RESULTATS

Nous avons présenté les résultats de la caractérisation de la charge bactérienne dans 114
tumeurs mammaires et 16 NAT appariés (Figure 8, A et B). La technique gPCR utilisée est adaptée
de la méthode de Geller et al. et consiste a amplifier les génes de I’ARNr 16S a I'aide de quatre
paires d’amorces ciblant la région V6 et d’évaluer le nombre de bactéries a 'aide de la quantité
d’ADN obtenue (174). Elle permet d’analyser I'ensemble de la communauté bactérienne de la
tumeur, en prenant a la fois en considération les bactéries probiotiques et pathogénes dans
I’estimation de la quantité bactérienne intratumorale.

Lors de la caractérisation de la charge bactérienne dans les tissus mammaires de notre
cohorte, nous avons observé une différence significative entre la quantité de bactéries retrouvées
dans les tumeurs du sein et les NAT appariés (Figure 8B — gauche). Six fois plus d’Eq. bac. ont pu
étre détectées dans le NAT que dans la tumeur mammaire, tandis que Xuan et al. ont plutot
obtenu dix fois plus de bactéries dans le NAT (190). La méthodologie utilisée par Xuan et al. pour
la quantification peut expliquer la |égere différence entre nos résultats. Notamment, I'utilisation
d’amorces ciblant une autre région de I'ARNr 16S (V2) que celle visée par notre technique (V6)
pourrait étre la cause principale de cette divergence (214), mais aussi |’extraction de I’ADN a partir
de tissus FFPE, |la courbe standard et la normalisation des résultats. Malgré cette différence, les
résultats obtenus par Xuan et al. et notre étude confirment une altération du microbiote
mammaire dans le microenvironnement tumoral du sein humain. Il est possible que I'hypoxie
dans la tumeur et d’autres mécanismes mis en place par les cellules tumorales dans le
microenvironnement limitent la survie et/ou la prolifération des bactéries intratumorales. Dans
notre étude, nous avons aussi observé une corrélation entre I'abondance des bactéries dans la
tumeur et le NAT apparié. |l a été proposé comme hypothése que les bactéries intratumorales
puissent provenir de la circulation sanguine qui alimente la tumeur, ou bien des tissus sains
environnants (213). Il a été observé que I'augmentation de I'abondance des bactéries dans le NAT
est liée a I'augmentation de I'abondance des bactéries dans la tumeur appariée, supportant I'idée
que les bactéries puissent infiltrer la tumeur a partir des tissus adjacents. Dailleurs, ces résultats

supportent les conclusions établies quant a I’affinité des bactéries du microbiote mammaire pour
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les tissus adipeux et le stroma, comme cela a été démontré avec le marquage moléculaire des
composants bactériens.

Dans les tumeurs du sein caractérisées, et aussi parmi les fragments de la méme tumeur,
la charge bactérienne calculée est variable (Figure 8A). Ainsi, plusieurs tumeurs posseédent une
population bactérienne aussi abondante que certains NAT, tandis que d’autres tumeurs ont une
charge bactérienne sous le seuil de détection de la qPCR. Globalement, nous avons détecté les
genes de I’ARNr 16S dans 68/114 (60 %) tumeurs mammaires analysées, supportant par le fait
méme la présence d’un microbiote intratumoral grace a la détection de I’ADN bactérien dans la
tumeur du sein humain, en plus du LPS, du PGLY et de ’ARNr 16S. Cette détection est similaire a
celle obtenue par Nejman et al. qui montrent une proportion de 62.7 % de tumeurs mammaires
avec une détection positive de I’ADN bactérien (213). De plus, I'hétérogénéité de la quantification
bactérienne obtenue pour chaque fragment de tumeur peut étre expliquée partiellement par la
nature méme du tissu composant le fragment tumoral. Comme il a été démontré précédemment
avec les marquages moléculaires, la quantité bactérienne est moindre dans I'agrégat tumoral en
comparaison des tissus adipeux et du stroma. Ainsi, un fragment contenant une concentration
plus élevée de stroma par exemple pourrait étre associé a une quantification bactérienne plus
élevée. Toutefois, cette variabilité pourrait seulement étre attribuable a une hétérogénéité de
I'infiltration bactérienne dans les différentes sections de la tumeur, comme cela est observable
pour l'infiltration immunitaire dans le cancer du sein (215, 216).

L’abondance du microbiote intratumoral quantifiée a I'aide de la qPCR peut varier entre
les études en raison de la méthodologie choisie, en particulier de la région variable ciblée et des
paires d’amorces « universelles » utilisées. L'objectif était d’utiliser une technique qui détecte
I’ensemble des bactéries présentes dans un échantillon afin de limiter la sous-représentation de
certaines espéces qui pourraient avoir de I'importance clinique. Les différentes régions variables
(V1-V9) du géne de I’ARNr 16S possédent toutes des séquences conservées qui sont importantes
pour le fonctionnement de I’ARNr 16S (voir structure du géne a la Figure 12). Or, les régions
conservées n’offrent pas toutes la possibilité de développer des paires d’amorces « universelles »
fiables, puisque certaines présentent tout de méme une variabilité au niveau de leur séquence

nucléotidique. Il a été suggéré que les régions variables de la classe | (V4 a V6), qui forment des
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structures essentielles a la fonction de I’ARNr 16S telles que le 690 hairpin et le centre de
décodage, pourraient évoluer plus lentement et donc, présenter une meilleure stabilité (214). De
ce fait, en ciblant les régions conservées encadrant la région V6 lors de la gPCR, nous optimisons
la probabilité de détecter et quantifier la majorité des bactéries du microbiote intratumoral du
sein. De plus, pour augmenter nos chances d’avoir une quantification optimale de la population
bactérienne intratumorale mammaire, quatre paires d’amorces dégénérées ont été utilisées. Les
amorces dégénérées permettent d’accommoder des séquences conservées qui présentent des
mutations a des positions moins préservées entre les espéces bactériennes, ce qui augmente la
sensibilité de la qPCR pour la détection bactérienne, mais réduit la spécificité des amorces (217).
C’est pour cette raison que les contréles d’ADN humain seulement ont été ajoutés a chaque qPCR
pour évaluer les Eq. bac. quantifiés a cause de la liaison non spécifique des amorces dans les
échantillons d’ADN humain et bactérien. Grace a cette méthodologie qui favorise la sensibilité et
qui considere les faux positifs, nous sommes confiants de notre quantification du microbiote
intratumoral mammaire. Toutefois, il aurait été intéressant de quantifier d’autres régions V du

geéne de I’ARNr 16S afin de valider notre caractérisation du microbiote intratumoral mammaire.

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp |:| Régions conservées

.W - vs -W. . Régions variables

Figure 12. — Représentation de la structure du gene de I’ARNr 16S formé de régions variables et
conservées (adapté de (218)).

Une limitation importante de la technique utilisée pour la caractérisation du microbiote
intratumoral mammaire, qui a une petite biomasse, est la contamination par de ’ADN bactérien
qui pourrait biaiser la quantification bactérienne de nos échantillons. La gPCR est une technique
avec une sensibilité élevée, ce qui a permis la révélation d’'une présence bactérienne dans des
localisations corporelles pensées préalablement stériles. Or, la sensibilité élevée de la gPCR fait
en sorte qu’elle détecte aussi efficacement les contaminants incorporés dans les échantillons lors

des manipulations (219). Il a été démontré par Salter et al. que les sources de contamination par
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de ’ADN bactérien étaient variées en laboratoire, allant jusqu’aux réactifs et aux kits d’extraction
d’ADN utilisés pour préparer I’échantillon d’ADN tumoral (220). Lors de notre étude, nous avons
suivi une méthodologie pour réduire I'impact de la contamination sur nos résultats, en utilisant
du matériel microbial DNA-free validé par gPCR (eau et microtube), en manipulant dans un
environnement controlé et nettoyé (hotte biologique) et en incluant des contréles tels que de
I’eau stérile lors de I'extraction d’ADN et un NTC lors de la gPCR pour vérifier la contamination
engendrée par les manipulations (219). Cette méthodologie permet de diminuer le risque de
contamination dans le laboratoire, mais elle ne garantit pas I'asepsie lors de la prise en charge de
la tumeur a I'hbpital. Si le maintien d’'un environnement aseptique est important lors de
I'intervention chirurgicale pour réduire le risque de maladies nosocomiales pour les patients
(221), il n’en ait pas de méme pour la procédure en pathologie qui vise a préparer I'échantillon
tumoral pour I'archivage. Il est possible qu’une contamination bactérienne de nos échantillons
provienne de I’hopital. Or, les échantillons tumoraux ont tous été traités de maniere similaire lors
de leur préparation en pathologie ce qui a probablement nivelé de potentielles contaminations,
n’ayant pas d’impact significatif sur la séparation des patientes en groupe de détection élevée ou

faible pour les analyses subséquentes.
PERSPECTIVES

Puisque la contamination avec de I’ADN bactérien est une critique récurrente dans ce type
de projet, il faut s’assurer que les manipulations soient faites de maniére la plus stérile possible.
Malgré I'utilisation de multiples contréles pour évaluer ou réduire cette contamination dans le
laboratoire, tres peu d’informations sont disponibles concernant la contamination bactérienne
provenant du processus d’excision et de préparation de I’échantillon tumoral en pathologie. Dans
I’étude d’Urbaniak et al., un tube contenant un tampon phosphate salin (phosphate-buffered
salin, PBS) a été laissé ouvert durant l'intervention chirurgicale, puis a suivi le processus
d’extraction d’ADN pour étre utilisé a titre de contréle de la contamination aérienne pendant
I'opération (119). Nous voulions évaluer plus spécifiquement la contamination bactérienne
introduite par les manipulations des pathologistes qui s’occupent de plusieurs types de tissus
ayant une biomasse bactérienne variée (intestin, foie, pancréas) dans le méme environnement

(hotte, équipement) que nos tumeurs mammaires. Ainsi, nous avons développé une expérience
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qui consiste a faire deux biopsies contiglies a I'aide d’'un emporte-piéce (punch a biopsie) stérile
sur I’échantillon tumoral frais lors de la réception du tissu en provenance de I'h6pital (Figure 13A).
Les extrémités d’une des carottes tumorales obtenues par le « punch » a biopsie sont coupées a
I'aide d’un scalpel stérile (fragment 2, F2) puisque celles-ci ont été en contact avec les surfaces et
équipements lors de I'excision de la tumeur. Les manipulations en pathologie sont rapides alors
on présume que les bactéries contaminantes n’ont pas eu le temps d’infiltrer profondément le
tissu et sont ainsi retrouvées principalement a la surface. Puis, ’ADN de chaque carotte, avec (F1)
ou sans (F2) extrémités, est extrait et le nombre d’Eq. bac. est quantifié avec la qPCR afin de
déterminer si la contamination bactérienne en pathologie a un impact significatif sur la
quantification de nos échantillons tumoraux. Les résultats démontrés a la Figure 13B sont
préliminaires et I'expérience devra étre poursuivie sur plusieurs échantillons, ce qui peut
s’échelonner sur une longue période a cause de la nécessité d’obtenir des échantillons tumoraux
frais. Cependant, jusqu’a présent, il ne semble pas y avoir une tendance apparente montrant une
quantité plus importante d’Eq. bac. en conservant les extrémités, suggérant que la contamination

bactérienne a I’'hopital pourrait étre négligeable.
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Figure 13. — Expérience pour I’évaluation de la contamination bactérienne introduite dans les
échantillons par la manipulation a I’h6pital.

(A) Représentation du protocole développé pour évaluer la contamination a la surface d’'un
échantillon tumoral frais a sa réception au laboratoire. (B) Résultats préliminaires réalisés sur
deux paires (F1-F2) de fragments pour évaluer la faisabilité de I’expérience.

Dichotomisation de notre cohorte du cancer du sein

La stratification des patientes et les facteurs confondants
RETOUR SUR LES RESULTATS

Pour évaluer si I'abondance du microbiote intratumoral a un impact sur le devenir clinique
des patientes de la cohorte du cancer du sein (N=114), nous I'avons séparé en deux groupes de
détection bactérienne, élevée ou faible, en utilisant la médiane (Figure 8A, médiane=14.7 Eq.
bac.) puis nous avons évalué la survie (OS, DFS) respective a chaque groupe (N=57). La
dichotomisation est utile d’'un point de vue clinique afin de trouver une vraie valeur seuil (true
threshold value) permettant rapidement de stratifier les patientes en fonction de leur niveau de
risque. Or, le choix de la médiane a titre de seuil de séparation est discutable. La médiane ou la

moyenne ont souvent été utilisées pour la dichotomisation afin de simplifier I'interprétation et
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les analyses statistiques, mais I'utilisation de ces valeurs réduit la comparaison des résultats
interétudes et ne représente pas nécessairement la vraie valeur seuil (222).

Pour soutenir Iutilisation de notre médiane comme seuil de séparation, nous avons utilisé
le programme X-Tile (Université de Yale, USA) permettant de trouver la valeur seuil minimisant la
valeur p en suivant une méthode statistique rigoureuse impliquant un « training set » puis un
« validation set » (223). D’ailleurs, il a été démontré que la maximisation du x? (khi carré), la
statistique utilisée par X-Tile, est une méthode peu biaisée et avec une faible variabilité
permettant de trouver la vraie valeur seuil (222). En utilisant X-Tile, il a été possible de vérifier si
la dichotomisation de notre cohorte donnait un meilleur résultat que sa séparation optimale en
trois groupes de détection : faible (<6 Eq. bac.), moyen (entre 6 et 26 Eq. bac.) et élevé (>26 Eq.
bac.). Méme si la séparation en trois groupes démontrait une amélioration graduelle du devenir
clinique en fonction de l'augmentation du nombre d’Eq. bac. intratumoraux, la meilleure
séparation était obtenue par la dichotomisation de la cohorte avec une valeur seuil d’environ 13
a 15 Eq. bac. Cette valeur seuil se rapprochait de la médiane, alors nous avons décidé de
poursuivre avec cette derniére. Evidemment, des études supplémentaires devront étre menées
sur des cohortes plus importantes afin de valider et préciser la valeur seuil optimale.

Un probléme majeur lié a la dichotomisation d’une cohorte est la production de facteurs
confondants qui viennent complexifier et biaiser I'interprétation des résultats. Nous avons vérifié
la répartition des variables les plus fréquemment controlées dans les études cliniques portant sur
le cancer du sein, telles que le stade pTNM, le grade, le sous-type et les traitements néoadjuvants
et adjuvants, entre les deux groupes de détection bactérienne (Tableau 3). Il y a trois critéres
pour gu’une variable soit considérée comme un facteur confondant (biais) : étre un facteur de
risque pour le cancer du sein, étre associée avec la détection bactérienne et ne pas étre un effet
de la détection bactérienne (224). Dans notre étude, la seule association trouvée entre une
variable clinicopathologique et la détection bactérienne implique le traitement néoadjuvant et
plus précisément, la thérapie hormonale néoadjuvante. Cela facilite fortement l'interprétation
des résultats de survie puisque notre étude ne comprend gu’une seule variable pouvant étre un
potentiel facteur confondant. Tout d’abord, il a été démontré par I'’étude du microbiote de la

bouche que la transformation d’estrogene et de progestérone en vitamine K avait un effet positif
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sur la croissance de certaines bactéries (225, 226). Or, il a aussi été démontré que I'estrogene et
la progestérone protegent l'intégrité de la muqueuse intestinale, réduisant par le fait méme la
translocation bactérienne et leur migration dans des tissus distants (voie entéromammaire) (227,
228). Avec ces résultats, I'association entre I’hormonothérapie (inhibiteur de I'aromatase) et la
détection bactérienne intratumorale reste incertaine, puisqu’une diminution des hormones
sexuelles féminines pourrait favoriser ou au contraire, réduire la présence de bactéries dans la
tumeur. Il manque aussi un lien apparent entre le devenir clinique et I'hormonothérapie
néoadjuvante. Elle est principalement utilisée pour réduire le stade de la tumeur et faciliter une
intervention chirurgicale conservatrice, et non pour réduire le risque de récidive comme la
thérapie hormonale adjuvante (229). Elle est aussi associée a un risque de récidive et de déces
similaire a la chimiothérapie néoadjuvante (230). En considérant les connaissances actuelles,
nous avons décidé de conserver les patientes ayant suivi une thérapie hormonale néoadjuvante
puisque la variable ne semble pas remplir tous les critéres d’un facteur confondant. En plus, il est
possible que le faible nombre de patientes ayant recu de I’hormonothérapie néoadjuvante (N=6)
ne nous permette pas d’évaluer précisément I'association de cette variable avec la détection

bactérienne.
PERSPECTIVES

Plusieurs variables qui sont d’intéréts dans les études sur le microbiote n’ont pas pu étre
controlées a cause de I'absence de ces informations dans les dossiers cliniques des patientes de
notre cohorte. C'est le cas de la consommation de tabac, de la prise d’antibiotiques et de
probiotiques et de l'allaitement entre autres. L'utilisation d’antibiotiques pourrait moduler la
présence bactérienne intratumorale. Or, il a aussi été démontré que I'utilisation de doxycycline,
un antibiotique, réduit le nombre de cellules souches cancéreuses qui favorisent la récidive du
cancer du sein (231). Puisque la prise d’antibiotiques est un facteur qui pourrait a la fois influencer
la quantité de bactéries et le devenir clinique de nos patientes, il devrait étre évalué pour faciliter
la corrélation entre la charge bactérienne intratumorale et la récurrence. Il en est de méme pour
I'allaitement qui réduit de 30 % les risques de récidive du cancer du sein (232), tout en pouvant
possiblement modifier le microbiote mammaire par un processus d’inoculation rétrograde (124).

Il serait compliqué de recontacter les patientes ou leur famille pour obtenir ces informations, en
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considérant que certaines ont été suivies pendant 15 ans et que d’autres sont maintenant
décédées, puisque des données au sujet de la prise d’antibiotiques/probiotiques par exemple
pourraient avoir été oubliées. Dorénavant, les nouvelles patientes qui sont incluses dans notre
biobanque de cancer du sein passent un questionnaire incluant ces informations. Ainsi, il pourrait
étre possible de caractériser le microbiote intratumoral d’'une cohorte plus récente afin d’évaluer

si ces facteurs confondants affectent la quantification bactérienne.

Identification des espéces bactériennes par séquengage des génes codant

pour ’ARNr 16S

RETOUR SUR LES RESULTATS

En considérant I'impact crucial que peuvent avoir certaines especes bactériennes
spécifiques sur le développement tumoral (brisure a I’ADN, inflammation) et/ou sur la réponse
immunitaire antitumorale, nous voulions déterminer si la dichotomisation des patientes de notre
cohorte en deux groupes de détection bactérienne (élevée vs faible) pouvait provoquer une
différence notable dans leur composition microbienne. Une présence plus abondante de
certaines espéces pathogenes ou probiotiques associées au développement du cancer dans un
des deux groupes aurait suggéré un effet de certaines bactéries spécifiques sur le risque de
récurrence des patientes atteintes du cancer du sein, ne nous permettant pas de considérer la
quantité de bactéries dans la tumeur mammaire comme le seul parametre ayant un impact sur le
devenir clinique.

Dans notre étude, autant I'observation générale de la signature bactérienne dans les deux
groupes de patientes (Figure 9, A et C) que la comparaison approfondie des espéces bactériennes
uniques a chaque groupe (LEfSe, non illustré) n’a pas permis la détection de différences
significatives entre la composition des deux groupes de patientes. La différence observée par la
comparaison de la diversité alpha et béta entre les groupes était aussi négligeable. Nous nous
attendions a voir une différence plus marquée de la diversité alpha et de la composition
bactérienne, puisque dans I'étude de Riquelme et al. sur le microbiote intratumoral du cancer
pancréatique, la survie des LTS (long-term survivors) était expliquée par une diversité bactérienne

élevée et la présence de genres bactériens spécifiques (191). Les résultats obtenus suggérent que
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dans le cancer du sein, I'abondance du microbiote intratumoral est le principal facteur expliquant
le faible risque de récidive. Pour en étre certain, il faudrait toutefois augmenter le nombre
d’échantillons dans notre séquencage afin de mieux représenter I'hétérogénéité de la maladie.
De plus, il serait intéressant d’évaluer la composition microbienne dans les différents sous-types
moléculaires, puis de réaliser les analyses de comparaison pour chaque sous-type.

Le séquencage permet aussi de confirmer que les échantillons d’ADN tumoral quantifiés
pour caractériser la cohorte contiennent de I’ADN bactérien provenant du microbiote mammaire.
En effet, la composition bactérienne obtenue pour chaque échantillon séquencé correspond a la
signature bactérienne attendue. De la méme facon que Xuan et al., nous avons observé dans nos
échantillons une abondance de protéobactéries, suivi des firmicutes, des actinobactéries et des
bactéroidetes (190). Nous sommes la premiére étude a illustrer la composition du microbiote
intratumoral mammaire au niveau phylogénétique du genre. Toutefois, cette analyse des genres
bactériens présents dans nos échantillons suggére une contamination bactérienne. Eisenhofer et
al. ont dressé une liste des genres bactériens souvent retrouvés dans les contréles négatifs dans
les expériences de séquencage du microbiote (219). Parmi ceux-ci, on retrouve par exemple
Methylobacterium, Rothia et Mesorhizobium qui sont aussi présents dans la composition de nos
échantillons (Figure 9A — droite). L'origine de la contamination est difficile a évaluer et il est
possible qu’elle soit limitée aux manipulations réalisées pour le séquencage. Il faudrait ajouter
dans le futur plusieurs contrdles négatifs aux étapes de notre séquencage afin de déterminer
cette origine. Malgré le fait qu’une certaine contamination puisse avoir été présente lors de la
gPCR ou du séquencage, sa distribution homogeéne entre les échantillons suggere qu’elle n’a pas
pu affecter significativement la classification des patientes avec la quantification gPCR ou la
comparaison de la composition des deux groupes a la suite du séquencage.

Pour terminer, la méthode bio-informatique utilisée pour analyser nos séquences du géne
de 'ARNr 16S comporte des limites et des biais. DADA2 a montré une sensibilité plus élevée que
d’autres « pipelines » bio-informatiques couramment utilisés (Ex : MOTHUR, Qiime2-Deblur) en
identifiant correctement I'ensemble des espéces dans une population bactérienne avec une
composition prédéterminée (233). Or, contrairement a USEARCH-UNOISE3 et Qiime2-Deblur,

DADA?2 a présenté une spécificité plus faible en produisant de faux ASV ce qui pourrait influencer
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la diversité bactérienne dans les échantillons. Ensuite, en appliquant les « pipelines » les plus
performants (sensible et spécifique) a une base de données du microbiote fécal, il a été possible
d’observer une différence importante dans le nombre d’ASV détectés par chaque outil bio-
informatique (233). Toutes les méthodes ont permis de trouver des ASV uniques, non-partagés
par les autres « pipelines ». De plus, une nouvelle méthode d’analyse bio-informatique (ANCHOR)
permet d’avoir une identification plus précise des bactéries d’un échantillon en se rendant plus
souvent jusqu’a I'espéce, tandis que d’autres « pipelines » d’analyse comme DADA?2 se limitent
souvent au genre (234). Il est possible que l'utilisation seule de DADA2 empéche I'observation
d’une différence significative dans les diversités béta et alpha des deux groupes a cause du
manque d’informations sur certaines bactéries ou d’ASV non-détectés, malgré la présence
potentielle d’un signal. Ainsi, il aurait été intéressant de combiner des techniques d’analyses pour

valider ’homogénéité de la composition bactérienne entre les deux groupes de détection.
Le microbiote intratumoral mammaire et le devenir clinique

RETOUR SUR LES RESULTATS

Pour vérifier I'impact de la quantité bactérienne intratumorale sur le devenir clinique, soit
le risque de récidive et de déces, ces variables ont été évaluées pour chaque groupe de détection
bactérienne (faible ou élevée) a I'aide de courbes de Kaplan-Meier (Figures 10 et S4) et de
modeles uni- et multivariés (Tableaux 4 et S1). La cohorte utilisée pour faire ces analyses
représente bien la présentation clinique du cancer du sein avec une majorité de carcinomes
canalaires (75 %), de cancers hormonaux dépendants (67 %) et de tumeurs provenant de la
femme (99 %) (Tableau 3) (34). Toutefois, la proportion de cancers ER et/ou PR positifs est
légerement inférieure a ce qui est normalement observé, puisque nous voulions incorporer a
notre étude suffisamment de tumeurs présentant des sous-types rares (Triple négatif, HER2* et
Luminal HER2) afin d’évaluer I'impact de la détection bactérienne sur la survie des patientes ayant
ces types de cancer du sein. Cet objectif a été difficile a réaliser pour certains sous-types, comme
le HER2 surexprimé a cause de la rareté de ce sous-type moléculaire dans notre biobanque de
cancer du sein. Il est possible que cette volonté d’étudier les différents sous-types ait pu biaiser

la représentation intégrale de |'effet de I'abondance bactérienne sur le risque de récidive de la
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cohorte (Figure 10A), en donnant un poids trop important a des sous-types rares. Cette analyse
sur I'’ensemble de la cohorte a tout de méme permis d’observer une augmentation significative
(p=0.01) du nombre de récidive chez les patientes lorsqu’elles ont une présence bactérienne
intratumorale faible, avec une réduction de 20 % de leur probabilité de survie sans récidive apres
5 ans comparativement aux patientes du groupe de détection élevée. De plus, il y avait une
tendance similaire dans les analyses d’0S, sans toutefois obtenir de différence significative entre
les deux groupes (Figure S4A). Dans la cohorte de notre biobanque, la cause de la mort de la
patiente est souvent inconnue. L'utilisation du DSS au lieu de I'OS aurait peut-étre produit une
meilleure corrélation entre la survie et I'abondance bactérienne intratumorale, mais un plus
grand nombre d’événements (décés causés par le cancer du sein) serait nécessaire pour réaliser
cette analyse.

La corrélation entre le risque de récidive et la quantité bactérienne intratumorale obtenue
avec 'ensemble de la cohorte nous a poussés a vérifier si elle est spécifique a certains groupes de
patientes, déterminés par le sous-type moléculaire, le grade ou le stade pTNM. Au vu des résultats
obtenus par les études Kaplan-Meier en fonction des sous-types moléculaires (Figure 10D), la
guantité bactérienne semble étre un facteur de risque a surveiller dans les cancers de type
Luminal HER2, Luminal B et HER2 surexprimé, méme si ces deux derniers groupes manquent de
patientes pour avoir une bonne puissance statistique. Cette différence dans I'importance de la
quantité bactérienne sur le risque de récidive pourrait étre expliquée en partie par la réponse
immunitaire antitumorale impliquée dans le contrdle de chaque sous-type moléculaire. Une des
hypotheses du projet est que les bactéries intratumorales influencent l'infiltration et I'activation
immunitaire dans I’environnement tumoral ce qui affecte le devenir clinique des patientes, d’ou
notre volonté de I'évaluer a I'aide des marquages décris a la Figure 11. Il a d’ailleurs été montré
dans certains tissus adipeux que la charge bactérienne correle avec I'expression du TNF-a et de
I'IL-1B et avec l'infiltration de macrophages (210). L'infiltration et I'activation de certaines cellules
immunitaires dans le cancer du sein n’a pas le méme impact clinique pour chaque sous-type
moléculaire. Par exemple, la fréquence de lymphocytes T CD4* naifs, T CD4* mémoires activés et
T CD8* dans la tumeur du sein influence positivement la DFS dans les tumeurs HER2 positives ce

qui n’est pas le cas pour les tumeurs HER2 négatives (235). Dong, il est possible que la quantité
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élevée de bactéries dans la tumeur mammaire induisent une réponse immunitaire favorable pour
les tumeurs luminales B, luminales HER2 et HER2 surexprimé, mais pas pour les tumeurs
luminales A et triple négatif. Cela pourrait aussi expliquer pourquoi I'impact de la charge
bactérienne sur la survie est seulement observé dans les tumeurs de haut grade (lll) et stade
pTNM (llI-1V) (Figure 10, B et C). Il a été démontré que l'influence positive de la fréquence de
lymphocytes T CD4* mémoires activées et B naifs et de plasmocytes sur la DFS croissait avec
I"augmentation du grade (235). Toutefois, il est aussi probable que le nombre d’événements
(récidive ou déces) ne soit pas suffisant dans les stades et grades | et Il, ou les tumeurs luminales
A pour observer une séparation significative entre les deux groupes de détection bactérienne.

La plupart des facteurs pronostiques qui permettaient de prédire significativement le
risque de récurrence dans I'analyse univariée, soit le stade pTNM (p=0.001), le grade (p=0.006),
la thérapie adjuvante (p<0.001) et la détection bactérienne (p=0.018), prédisaient aussi de facon
indépendante la récurrence dans les modéles multivariées (Tableau 4). L’hormonothérapie
néoadjuvante (p=0.038) est le seul facteur ayant prédit significativement le risque de récurrence
dans le modele univarié, mais n’étant pas indépendant de la détection bactérienne dans le
modeéle multivarié. La corrélation que nous avons observée avec le grade histologique est
supportée par les études d’Abdollahi et al. et de Brewster et al. (236, 237). L’étude d’Abdollahi et
al. a aussi démontré une corrélation du risque de récidive avec I'atteinte ganglionnaire et la taille
de la tumeur, ce qui est similaire a nos résultats qui montrent une association avec le stade pTNM,
mais principalement a cause de l'influence de I'atteinte ganglionnaire (p=0.007) (Tableau S1).
L’association du risque de récidive avec la thérapie adjuvante est aussi comparable avec I'étude
de Clark et al., méme si dans cette derniére, 'hormonothérapie adjuvante n’a pas d’influence
tandis qu’elle est prés de la signification dans notre étude (p=0.055) (238). Les différences entre
les corrélations observées dans notre étude et celles provenant des autres études sur les facteurs
pronostiques de la récurrence peuvent étre expliquées par la taille de I’échantillon, notre étude
étant réalisée sur un nombre inférieur de patientes, et sur la diversité de la présentation clinique
des patientes incluses dans I’étude. En bref, selon les résultats obtenus, la présence bactérienne

intratumorale est un facteur pronostique indépendant a évaluer, en plus du grade, du stade et de
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la thérapie adjuvante afin de déterminer le risque de récidive des patientes atteintes du cancer

du sein.
PERSPECTIVES

Une étude intéressante serait d’avoir une cohorte de validation pour vérifier les résultats
obtenus avec la technique gPCR, soit qu’une charge bactérienne élevée est associée a un meilleur
devenir clinique de nos patientes. Une de nos expériences futures pour compléter I'objectif #1 de
notre projet qui consiste a révéler la présence d’un microbiote intratumoral dans le sein est de
détecter des composants bactériens (PGLY, LPS et ARNr 16S) sur un nombre de tumeurs plus
important par Iutilisation d’un échantillon de 2000 TMA de cancer du sein (cohorte QBCF-TMAC).
Parmi ces TMA, certains proviennent de tumeurs de patientes incluses dans notre étude gPCR. Il
serait possible de calculer I'abondance des composants bactériens (PGLY et LPS) sur les TMA de
nos patientes, puis de déterminer si une quantité élevée dans ces tumeurs mammaires a un effet

similaire le devenir clinique.
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Chapitre 6 - Conclusion

Réalisations

Notre étude soutient la découverte du microbiote intratumoral mammaire par Xuan et al.
grace a la détection dans les tumeurs de multiples composants bactériens (LPS, PGLY, ARNr 16S
et genes de I’ARNr 16S). La différence observée entre la charge bactérienne quantifiée dans les
NAT et les tumeurs appariées supporte I’hypothéese d’une altération du microbiote mammaire
dans la tumeur qui pourrait étre associée au développement du cancer du sein. Parmi les tumeurs
analysées, une réduction plus importante de la population bactérienne, définie par une charge
bactérienne intratumorale faible, a été reliée a un nombre de récidives élevé. Il pourrait étre
envisagé que cette altération du microbiote intratumoral soit définie comme une « dysbiose », et
qgu’une dysbiose intratumorale plus importante ait pour conséquence un mauvais pronostic. Or,
nos connaissances sur I'eubiose dans le tissu et la tumeur mammaires restent limitées. D’autres
études devront étre réalisés pour mieux comprendre ce qui est considéré comme une population
bactérienne normale dans ces tissus et les altérations qui induisent une dysbiose. Pour expliquer
nos résultats, nous postulons qu’une quantité bactérienne élevée dans le microenvironnement
tumoral pourrait permettre de recruter et stimuler fortement la réponse immunitaire
antitumorale, réduisant ainsi le nombre de cellules tumorales résiduelles a la suite de la chirurgie,
mais cette hypothéese reste a évaluer a I'aide de nos prochaines expériences.

Egalement, notre étude est la premiére & démontrer 'influence de la charge bactérienne
du microbiote intratumoral sur le devenir clinique des patientes atteintes du cancer du sein. Nos
résultats suggerent que la caractérisation de la quantité bactérienne dans la tumeur mammaire
pourrait servir de biomarqueur pour la prédiction du risque de récidive des patientes. Finalement,
I'influence des bactéries sur la survie serait principalement observée dans les cancers du sein
avancés ou de sous-type moléculaire Luminal HER2*, HER2* et Luminal B, suggérant que le

microbiote intratumoral puisse étre une cible thérapeutique a évaluer dans ces types de cancer.



Projets futurs

Les recherches sur le microbiote mammaire en sont encore a leur début. Dailleurs, une
étude clinique sera effectuée pour déterminer si la prise orale de probiotiques, des lactobacilles,
peut permettre de modifier le microbiote local du sein en étudiant principalement la diversité
microbienne (239). Or, nos travaux suggerent que I"'abondance du microbiote intratumoral est
une variable cruciale a prendre en considération, davantage que des espéces bactériennes
spécifiques. De prochaines études cliniques devront étre menées afin d’évaluer I'impact des pro-
et prébiotiques sur la charge bactérienne intratumorale. A long terme, I'influence de ce type
d’intervention sur le devenir clinique des patientes devra aussi étre envisagée afin d’illustrer le

lien de cause a effet entre les bactéries et la survie.
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Annexes — Figures et tableaux supplémentaires
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Figure S1. — Optimisation des marquages moléculaires sur des E. coli, MDA-MB-231 et THP-1
en HistoGels.

Pour optimiser le rapport signal/bruit pour les marquages, plusieurs dilutions des anticorps
utilisés en IHC ou de la sonde utilisée en FISH ont été testées sur des E. coli seules et un mélange
d'E. coli et de MDA-MB-231. Les anticorps utilisés en IF ont été testés sur un mélange des lignées
cellulaires THP-1 et MDA-MB-231. Des images des dilutions optimales pour (A) les anticorps anti-
LPS (1:750) ou anti-PGLY (1:1250) en IHC et pour (C) I'anticorps anti-CD68 (1:500) en IF sont
présentées. Les noyaux cellulaires ont été contre-colorés avec de I'hématoxyline en IHC ou avec
le Hoechst 33342 en IF. (B) Image représentant le protocole de FISH optimal pour la détection des
séquences d'ARNr 16S avec la sonde EUB338-AF647 (5 ng/uL).



109y =506 x
R? = 0.894
B_
mg E
x G-
-
E
= 44 .
o
6
24 ]
0 T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5

Densité optique (ODG00)

__ A0y =-1,571In{x) + 30,519

Fal RZ=0.999

o 35

o

%

= 301

€

-

= 254

-

@

: 20 2 —&—  Courbe standard

= 1 #  ADH Humain

ley -
154

1000 100 10 1 0.1
ADN bactérien (pg)

0.01

259 6y =201.24x

. R?=0.878
w
2 204 @
x = o
- ‘E 2 4
= 15+ = x
=% T =
= ° 3
£ 101 £3
o g 2 24
3 -1
o 5 =
=<

0 1 0 T T T T 1

] 6 0 5 10 15 20 25
Nombre estimé de ADN extrait (pg) (x 106)
bactéries (x 10%)
Courbe Standard Standard Standard Standard Standard Standard Standard
standard 1 2 3 4 5 6 7
ADN
bactérien  400.00 100.00 25.00 6.25 156 038 0.10
(pg)

Eq. bac. B0400 20100 5025 1256 314 79 20

Figure S2. — Etablissement d’une courbe standard pour la quantification des équivalents
bactériens dans les tumeurs du sein basée sur la qPCR et E. coli comme bactérie de

(A) Les suspensions d'E. coli ont été diluées a plusieurs densités optiques (OD600) et étalées sur
des géloses LB. Les CFU ont été comptées et la concentration bactérienne initiale a été calculée
(CFU/mL). La moyenne * écart-type obtenue a partir du décompte de 3 plaques par dilution est
indiquée. (B) Les suspensions d'E. coli de concentration bactérienne connue (calculée avec I’OD)
sont mis en culot. L'ADN est extrait et quantifié a I'aide du NanoDrop. Chaque point représente
1-2 tube d'extraction de la méme suspension bactérienne (moyenne + écart-type). (C) Tableau
représentant les standards qPCR établis qui sont utilisés pour la quantification des Eq. bac. et un

référence.

test représentatif de la courbe standard et des contrdles (NTC et ADN humain uniquement).
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Figure S3. — Validation de la précision et reproductibilité de la quantification des équivalents
bactériens dans les tumeurs du sein avec la qPCR

(A) Des échantillons tumoraux (#1 et #2) ont été inoculés par du milieu LB avec (B1 et B2) ou sans
bactérie (LB) avant I'extraction d'ADN. La quantité bactérienne ajoutée est estimée a 10000 pour
B1 et 5000 pour B2. Les Eq. bac. présents dans 150 ng d'ADN de I'échantillon tumoral ont été
guantifiés avec la qPCR ciblant le gene de I'ARNr 16S (gauche). Le compte bactérie pour 150 ng
d'ADN est transposé a la quantité totale d’ADN extraits de I’échantillon tumoral (a droite). (B)
L'ADN d'un fragment de tumeur (ADN tumoral) a été combiné avec différentes quantités d'ADN
d'E. coli (TB1 a 13) et testé avec la technique qPCR. Le contenu bactérien de TB1 et TB13
correspond respectivement a 16 384 et 1 Eq. bac. L'ADN bactérien a été dilué 1:4 de TB1 a TB3 et
1:2 de TB3 a TB13. La statistique calculée n'inclut pas les controdles. (C) La quantification qPCR des
Eq. bac. a été testée deux fois sur le méme échantillon d'ADN tumoral pour évaluer la
reproductibilité.
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Figure S4. — Une charge bactérienne intratumorale élevée influence la survie a long terme des
patientes atteintes du cancer du sein.

(A) Courbe de Kaplan-Meier pour I'OS de toute la cohorte classée en deux groupes, faible ou
élevée, déterminés selon le nombre d’Eq. bac. quantifiés dans leur tumeur avec la technique
qPCR. Courbes pour I’0S dans les sous-groupes de patientes avec des Eq. bac. faibles ou élevés
classés par (B) le grade, (C) le stade pTNM ou (D) le sous-type de cancer. La signification statistique
a été calculée avec le test Log-rank et le test Gehan-Breslow-Wilcoxon.
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Figure S5. — Analyses de survie supplémentaires de la cohorte compléte.

Luminal A
Luminal B

Luminal HER2+
HERZ+
Triple-négatif

Les courbes de survie de Kaplan-Meier sont présentées pour (A) la DFS ou (B) I’OS de toute la

cohorte classée en fonction du grade, du stade pTNM ou du sous-type de cancer du sein.
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Tableau S1. — Analyses univariées de variables clinicopathologiques associées avec la récidive
et la survie globale.

Récidive Temps avant la récidive Déces Survie globale
Caractéristique n (%)
n (%) HR (95% Cl) valeur p n (%) HR (95% Cl) valeur p
Age au diagnostic (Années)
<60 55 (48) 16 (29) Réf. 12 (22) Réf.
260 59 (52) 13(22) 0.85 (0.41-1.78) 0.670 16 (27) 1.44 (0.68 - 3.04) 0.343
Statut de la ménopause
Préménopause 24 (21) 7 (29) Réf. 4(17) Réf.
Postménopause 79 (69) 18(23) 0.86 (0.35-2.06) 0.737 19 (24) 1.63 (0.55-4.79) 0.377
Grossesse
Non 14 (12) 3(21) Réf. 3(21) Réf.
Oui 75 (66) 20 (27) 112 (0.33-3.83) 0.852 17 (23) 1.19 (0.35-4.08) 0.777
Historique familiale de cancer du sein
Non 66 (58) 17 (26) Réf. 15 (23) Réf.
Oui 41 (36) 9(22) 0.81 (0.36 - 1.83) 0.612 9(22) 0.84 (0.37-1.92) 0.682
Type d’intervention chirurgical
Tumorectomie 67 (59) 13 (19) Réf. 11 (16) Réf.
Mastectomie 44 (39) 13 (30) 1.78 (0.82 - 3.85) 0.124 15 (34) 243 (1.11-5.30) 0.026
Type de cancer du sein
Carcinome invasif tubulaire 9(8) 2(22) Réf. 1(11) Réf.
Carcinome invasif canalaire 85 (75) 21 (25) 0.97 (0.23-4.14) 0.964 19 (22) 1.71 (0.23-12.74) 0.603
Autres 20 (18) 6 (30) 1.16 (0.23-5.81) 0.853 8 (40) 3.13 (0.39 - 25.08) 0.282
Statut des récepteurs hormonaux
ER et/ou PR positif 76 (67) 17 (22) Réf. 15 (20) Réf.
ER et PR négatif 37(32) 11 (30) 1.23 (0.58 - 2.65) 0.590 12 (32) 1.53 (0.72-3.28) 0.270
Statut HER2
Positif 37(32) 12 (32) Réf. 12 (32) Réf.
Négatif 76 (67) 16 (21) 0.72 (0.34 - 1.55) 0.402 15 (20) 0.63 (0.29-1.34) 0.231
Stade pTNM
1 24 (21) 2(8) Réf. 1(4) Réf.
I 54 (47) 12 (22) 2.68 (0.60 - 12.01) 0.197 12 (22) 5.03 (0.65 - 38.66) 0.121
n-Iv 31(27) 13 (42) 8.62 (1.88 - 39.48) 0.006 13 (42) 13.12 (1.71 - 100.76) 0.013
Stade pathologique T
pT0-1 41 (36) 9(22) Réf. 4(10) Réf.
pT2 58(51) 15 (26) 1.29 (0.56 - 2.94) 0.550 17 (29) 3.34 (1.12-9.23) 0.030
pT3-4 13 (11) 3(23) 1.29 (0.35-4.78) 0.704 5(38) 5.29 (1.41-19.79) 0.013
Stade pathologique N
pNO 53 (46) 8(15) Réf. 8(15) Réf.
pN1-3 57 (50) 19 (33) 3.21 (1.38-7.47) 0.007 18 (32) 2.53 (1.09 - 5.85) 0.030
Grade de Nottingham
-l 44 (39) 4(9) Réf. 3(7) Réf.
n 70 (61) 25 (36) 4.42 (1.53-12.74) 0.006 25 (36) 5.79 (1.75 - 19.19) 0.004
Thérapie adjuvante
Non 15 (13) 9 (60) Réf. 6 (40) Réf.
Oui 99 (87) 20 (20) 0.21 (0.09 - 0.47) <0.001 22 (22) 0.40 (0.16 - 0.99) 0.047
Chimiothérapie
Non 46 (40) 15 (33) Réf. 16 (35) Réf.
Oui 68 (60) 14 (21) 0.52 (0.25-1.09) 0.084 12 (18) 0.47 (0.22-0.99) 0.046
Hormonothérapie
Non 48 (42) 16 (33) Réf. 16 (33) Réf.
Oui 66 (58) 13 (20) 0.48 (0.23-1.01) 0.055 12 (18) 0.45 (0.21-0.96) 0.037
Radiothérapie
Non 36 (32) 15 (42) Réf. 12(33) Réf.
Oui 78 (68) 14 (18) 0.36 (0.18-0.76) 0.007 16 (21) 0.55 (0.26 - 1.16) 0.116
Thérapie néoadjuvante
Non 100 (88) 23(23) Réf. 23(23) Réf.
Oui 14 (12) 6(43) 2.19 (0.88 - 5.45) 0.091 5 (36) 1.50 (0.57 - 3.96) 0.408
Chimiothérapie
Non 107 (94) 27 (25) Réf. 26 (24) Réf.
Oui 7(6) 2(29) 1.59 (0.37-6.78) 0.529 2(29) 1.31 (0.31-5.55) 0.710
Hormonothérapie
Non 108 (95) 25(23) Réf. 25 (23) Réf.
Oui 6(5) 4(67) 3.10 (1.07 - 8.99) 0.038 3 (50) 1.98 (0.60 - 6.56) 0.264
Radiothérapie
Non 112 (98) 28 (25) Réf. 28 (25) Réf.
Oui 2(2) 1(50) 1.48 (0.20-10.97) 0.700 0(0) 0.05 (0.00 - 1467.88) 0.564
Infiltration bactérienne intratumorale
Faible 57 (50) 20 (35) Réf. 18 (32) Réf.
Elevée 57 (50) 9 (16) 0.38 (0.17 - 0.85) 0.018 10 (18) 0.57 (0.26 - 1.23) 0.151
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