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Résumé 

Le cancer est la première cause de mortalité en France. Les Cholangiocarcinomes (CCAs) ou 

cancers des voies biliaires représentent 3% de l’ensemble des cancers digestifs. Le CCA 

intrahépatique avec 10 à 20 % de l’ensemble, est la deuxième tumeur primitive maligne du 

foie derrière le carcinome hépatocellulaire (CHC). La bile est un fluide stérile biologique, 

synthétisé dans le foie, hébergé dans la vésicule biliaire et libéré dans le duodénum après la 

prise alimentaire. Les populations microbiennes des différentes parties du tractus gastro-

intestinal des mammifères (estomac, intestin grêle, colon) ont été étudiées. Des changements 

dans le microbiote fécal humain (Dysbiose) ont été associés au développement de cancer 

colorectal, du pancréas et du poumon. La dysbiose est liée aux modifications de l’ADN des 

cellules de l’hôte ; ces dernières sont davantage liées aux modifications épigénétiques. Bien 

que les anomalies géniques des tumeurs et les facteurs environnementaux prépondérant dans 

les CCA soient caractérisés, la carcinogenèse biliaire reste mal connue. En particulier, notre 

connaissance du microbiote biliaire reste fragmentaire. 

Nous avons caractérisé le microbiote biliaire chez des patients atteints du CCA extra-

hépatique (CCAe) et chez des sujets témoins sans tumeurs. Des échantillons de bile ont été 

prélevés lors de la cholangiographie pancréatique rétrograde par voie endoscopique (CPRE) 

chez 28 patients atteints de CCAe sporadiques et 47 sujets témoins (porteurs de calculs 

biliaires). La bile a été soumise aux extractions d’ADN bactérien ainsi qu’à la caractérisation 

de méthylation du génome humain grâce, respectivement, aux séquençage d’ARN16s 

bactérien et des puces de méthylation (Illumina). De plus, les profils de méthylation des gènes 

ont été caractérisés dans des échantillons tissulaires d’adénocarcinomes pancréatiques et de 

CCAs. 

Nous avons pu montrer une dysbiose biliaire associée aux CCAs, identifier une signature 

épigénétique liée aux CCAs dont nous avons distingué la spécificité par référence à des cellules 

mononuclées du sang périphérique (PBMC). Deux gènes candidats ont ainsi été sélectionnés 

à l’issu d’analyses de puces des méthylations et leurs expressions ont été ensuite étudiées par 

la technique d’immunohistochimie (IHC) dans les tissus tumoraux de CCAs intra- et extra-

hépatiques et d’adénocarcinomes pancréatiques. Nous avons conclu sur une possible relation 

entre la dysbiose biliaire et le niveau d’expression des deux gènes par le phénomène de 
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dysméthylation. Ces résultats pourraient avoir un impact diagnostique et devenir des cibles 

thérapeutiques.  

Mots clés : Choloangiocarcinomes, Cancers des voie biliaire, Environnement, Séquençage 

ARNr 16S, Microbiote, bactéries, Dysbiose, Cholangiographie pancréatique rétrograde par 

voie endoscopique, Epigénétique, CCA intrahépatique, CCA extrahépatique, Adénocarcinome 

pancréatique, Puces de méthylation, Biles, PBMC, Hypométhylation, Hypermethylation, IHC, 

SFN, WISP1. 
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Abstract 

Cancer is the leading cause of death in France. Cholangiocarcinomas (CCAs) or biliary tract 

cancers represent 3% of all cancers in the GIT. Intrahepatic CCAs (CCAi), with 10 to 20% of the 

total, are the second most common primary malignant tumor of the liver after 

hepatocarcinoma. Bile is a biologically sterile fluid, synthesized in the liver, housed in the 

gallbladder, and released into the duodenum in response to the food intake. Microbial 

populations, roughly called Microbiota, and housed in different parts of the GIT (stomach, 

small intestine, colon) have been studied. Changes in the human microbiota (Dysbiosis) have 

been associated with the development of colorectal, pancreatic and lung cancer. Dysbiosis is 

strongly associated with DNA alteration in the host cells more through epigenetic pathway 

rather than somatic gene mutations. Although somatic gene modification within tumours and 

environmental factors involved in CCAs are characterized biliary carcinogenesis is poorly 

understood. In particular our knowledge from the biliary microbiota remains fragmentary. 

We characterized the biliary microbiota in patients with extrahepatic CCA (CCAe) and in 

control subjects without tumors (those with lithiasis). Bile samples were collected through 

Endoscopic Retrograde Cholangio-Pancreatography (ERCP) from 28 sporadic CCAe patients 

and 47 controls with gallstones. Bile was subjected to bacterial DNA extractions as well as 

human genome methylation characterization using bacterial RNA16 sequencing and 

methylation arrays (Illumina), respectively. In addition, gene methylation profiles were 

characterized in tissue samples from a series of pancreatic adenocarcinoma and CCAs. 

We have characterized a biliary dysbiosis associated with CCAs, and identified an epigenetic 

signature specifically linked with CCAs as assessed by tissue and peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC) analyses. Two out of gene candidates were selected by methylation 

chips analysis were further studied by using immunohistochemistry (IHC) in either intra- and 

extra-hepatic CCA and pancreatic adenocarcinoma tumor tissues. We concluded on a possible 

relationship between biliary dysbiosis and the expression level of these genes due to the 

phenomenon of dysmethylation. These results could have a diagnostic impact and become 

therapeutic targets.  
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I. Introduction 

 
1. Cholangiocarcinomes (CCAs)  

 

i.  Généralité 

 

CCA  est une tumeur maligne et hétérogène des voies biliaires qui se développe à partir des 

cellules épithéliales biliaires ou cholangiocytes (1) (en grec, le mot chole signifie bile et angeion 

signifie vaisseau). Chaque cellule biliaire a des caractéristiques différentes en fonction de la 

localisation dans l’arbre excréto-biliaire de la vésicule biliaire ou dans des canaux de Hering. 

Ce qui explique la présence des différents sous-types de cholangiocarcinomes (2). 

 Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (3) , les cholangiocarcinomes se répartissent en 2 

localisations (4) (Figure 1): 

1- Cholangiocarcinomes intra-hépatiques (CCAi) ou périphériques siégeant au sein des 

parenchymes hépatiques (environ 15 % des cholangiocarcinomes) (5). 

2- Cholangiocarcinomes extra-hépatiques (CCAe) incluant les Cholangiocarcinomes extra 

hépatiques proximaux (péri-hilaire) (CCAp) (environ 60 % des cholangiocarcinomes) 

développés entre les canaux biliaires de second ordre et le canal cystique et les 

Cholangiocarcinomes extra-hépatiques distaux (CCAd) (bas de cholédoque) 

développés au niveau de la voie biliaire principale en dessous de la bifurcation du canal 

cystiques et les adénocarcinomes de la vésicule biliaires (environ 25 % des 

cholangiocarcinomes) (6–8). 
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Figure 1: Classification anatomique des cholangiocarcinomes (CCAs). Les CCAs sont classés 

en CCA intrahépatique (CCAi) et extra_hépatiques (CCAe) incluant les CCA péri-hilaire (CCAp) 

et CCA distale (CCAd). (Adapté  Jesus M. Banales et al.2020) (9). 

 

ii. Epidémiologie  

Représentant 3 % des cancers digestifs, les CCAs sont rares et constituent la 2ème tumeur 

maligne hépatobiliaire la plus fréquente et soit 10 à 20 % de l’ensemble des cancers primitifs 

du foie (3,6,7) . 

En France, le taux d’incidence des CCAs est 1,3 cas pour 100000 (3) (Figure 2). Cette incidence 

est variable selon les régions géographiques et augmente depuis ces 30 dernières années dans 

les pays occidentaux représentant alors la sixième cause la plus fréquente des lésions malignes 

du tractus gastro-intestinal dans ces pays. Elle est forte en Asie du Sud-Est (jusqu’à 85/100000 

en Thaïlande) et c’est la plus grande valeur mondiale. Cependant, elle est faible dans certains 

pays d’Occident (0,3/100000 au Canada) (10,11)  (Figure 2). 

Plusieurs études ont rapporté l’incidence des CCAs dans le monde ; les résultats sont résumés 

dans le tableau suivant (Tableau 1). 



16 

 

 

 

 

 

Figure 2. Représentation de l’incidence mondiale des cholangiocarcinomes (CCAs). 

(Adapté Jesus et al., 2016) (3). 

 

 

Selon l'OMS et les Bases de données de l'Organisation Pan American de santé (12) qui ont 

étudié la mortalité dans 32 sites sélectionnée en Europe, en Amérique, en Asie et en Océanie, 

la mortalité due aux CCAs a augmenté dans le monde au cours des périodes 2000-2004, 2005-

2009 et 2010-2014 (Figure3). 

 La mortalité due aux CCAs est plus élevée chez les hommes que chez les femmes et dans les 

pays de l’Asie par rapport au reste du monde. Ainsi le taux de mortalité au Japon est estimé à 

2,81 pour 100 000 hommes. Toutefois, aux États-Unis, l’augmentation de la mortalité entre 

2004 et 2014 chez les Afro-Américains (45%) est estimée supérieure à celle des asiatiques de 

race jaune (22 %) ou blanche (20 %) (13). 

De survenue rare avant 45 ans, l’incidence des CCAS est maximale à la 7ème décade. Les 

variations de l'incidence et de la mortalité reflètent probablement l’influence des facteurs 

environnementaux et des prédispositions génétiques potentielles  (3,4,14) . 
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Tableau 1 : Variation de l’incidence des CCAs (intra hépatiques-CCAi et extra hépatiques 

CCAe) dans quelques régions de monde. (+ augmentation de taux d’incidence ; - diminution 

de taux d’incidence ; * taux d’incidence stable ; ND : non déterminés). 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Etudes avec Année Sous-types 
CCA 

Femme Homme Totale 

Islande, 2016 CCAi + * ND 

CCAe + * ND 

USA, 2016 CCAi + + + 

CCAe * * * 

Canada, 2016 CCAi ND ND + 

CCAe ND ND + 

Danemark, 2007 CCAi _ _ _ 

CCAe _ _ _ 

UK, 2006 CCAi + + ND 

CCAe _ - ND 
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Figure 3 :  Représentation de la Mortalité liées aux CCAs dans le monde. 

Taux annuels de mortalité par âge dans le monde pour les cholangiocarcinomes (CCAs) 

(nombre de décès pour 100 000 habitants, y compris les 3 sous types de CCA : CCA 

intrahépatique, le CCA proximal et le CCA distal). Les données se rapportent aux périodes 

2000-2004 (2002), 2005-2009 (2007) et 2010-2014 (2012). Le jaune indique les pays/régions 

à faible mortalité (<2 décès pour 100 000 personnes), l'orange indique les pays/régions avec 

une mortalité comprise entre 2 et 4 décès pour 100 000 personnes, et le rouge indique les 

pays/régions où la mortalité est élevée (>4 décès pour 100 000 personnes). Mortalité dans les 

pays/régions de l'Est où le CCA est très répandu (c'est-à-dire la Thaïlande, Chine, Taïwan et 

Corée du Sud) n'ont pas encore été signalés et, par conséquent, l'incidence des CCAs est 

indiquée dans ces pays. (Adapté Jesus M. Banales et al.2020 ; Banales et al 2016) (3,9). 

 

iii.  Facteurs de risque  

Les variations géographiques et ethniques dans l’épidémiologie des CCAs reflètent des 

influences génétiques et environnementales et peuvent rendre compte de l’hétérogénéité de 

l’entité de CCA. Des facteurs de risque, communs pour les 3 sous types de CCA et des facteurs 

de risque spécifiques pour chaque sous type de CCA sont rapportés (Tableau 2) (3,4).  Au cours 

des dernières décennies (1990-2016), on assiste à une reconnaissance de plusieurs facteurs 

de risque reconnus à l'échelle mondiale qui pourraient expliquer l’augmentation des taux de 
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CCAs. Par exemple, la consommation élevée d'alcool, le tabagisme et dans une moindre 

mesure, les infections virales (virus B et C de l'hépatite VHB ou VHC), ont été rapportées 

comme des facteurs augmentant le risque de développement de CCA (15). De la même 

manière, l'obésité ainsi que le syndrome métabolique et/ou la présence d'une stéatose 

hépatique non alcoolique (NASH), méritent une attention centrale à l'avenir en raison de leur 

forte distribution (15).  

Une caractéristique commune à ces facteurs de risque est qu'ils sont associés à une 

inflammation chronique de l'épithélium biliaire et à la stase biliaire. Dans la littérature des 

études case-témoin et méta-analyses ont rapporté des facteurs de risque de CCA.  Parmi les 

autres maladies inflammatoires qui exposent au risque de CCA, on peut citer l’inflammation 

chronique de l'épithélium biliaire et de stase biliaire (16). 

On peut citer la rectocolite hémorragique (RCH) et la cholangite sclérosante primitive (CSP), 

deux pathologies bénignes représentant deux principaux facteurs de risque de survenue de 

CCA dans en occident  (17). On estime que 10 à 15 % des patients avec CSP développeront un 

CCA. 

En Asie du Sud-Est, un sous type des CCAs est associé aux infections parasitaires par 

Opistorchis Viverrini (avec un risque relatif majoré de 2550) et, de façon moins bien établie, 

aux infections par Clonorchis Sinensis. En Thaïlande, où le CCAi est le cancer le plus fréquent, 

la cause est essentiellement parasitaire par des douves Opisthorchis Viverrini et Clonorchis 

Sinensis  (18) . 

De plus, les facteurs de risque connus pour le carcinome hépatocellulaire CHC : cirrhose est 

plus récemment identifié comme facteur favorisant les CCAi. La cirrhose constituait un facteur 

de risque significatif (25 % des cas) du cholangiocarcinome intrahépatique. Une 

consommation excessive d’alcool, notée chez près de la moitié des patients, était associée de 

façon significative aux deux types de cholangiocarcinomes (19). 

D’autres études ont mis en évidence une relation entre l’existence d’un diabète, la 

consommation de tabac ou un antécédent de cholécystectomie et la survenue d’un CCA intra- 

ou extra hépatique (20). 

Les maladies kystiques congénitales, comme le kyste du cholédoque; le syndrome de Caroli et 

la fibrose hépatique congénitale sont aussi des facteurs de risque (21) (22). 

L’ensemble des facteurs de risque liés aux CCAs est représenté dans le tableau 2. 
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Facteurs de risques  Types 

d’études 

OR de l’étude sélectionnée 

Kyste cholédocien (15) Méta-

analyse 

OR 26,71 pour CCAi 

OR 34,94 pour CCAe 

Lithiase cholédocienne 

(15) 

 

Méta-

analyse 

 OR 10,08 pour CCAi 

OR 18,58 pour CCAe 

Cholécystite lithiasique 

(15) 

Méta-

analyse 

OR 1,75 pour CCAi 

OR 2,94 pour CCAe 

Maladie de Caroli  (23) Étude en 

population 

OR 38 pour CCAi 

OR 97 pour CCAe 

Cholangite sclérosante 

primaire (23) 

Étude en 

population 

OR 22 pour CCAi 

OR 41 pour CCAe 

Cirrhose (15) Méta-

analyse 

OR 15,32 pour CCAi 

OR 3,82 pour CCAe 

Hépatite chronique B 

(15) 

Méta-

analyse 

OR 4,75 pour CCAi 

OR 2 ,11 pour CCAe 

Hépatite chronique C 

(15) 

Méta-

analyse 

OR 4,28 pour CCAi 

OR 1,98 pour CCAe 

Hémochromatose (23) Étude en 

population 

OR 2,1 pour CCAi 

Maladie inflammatoire 

chronique intestinale 

(15) 

Méta-

analyse 

OR 2,68 pour CCAi 

OR 2,37 pour CCAe 

Pancréatite 

chronique(23) 

Étude en 

population 

OR 2,7 pour CCAi 

OR 6,6 pour CCAe 
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Douve du foie 

(Opisthorchis viverrini, 

Clonorchis sinensis) (24) 

Méta-

analyse 

OR 5 iCCA > Ecca 

Diabète de type 2 (25) Méta-

analyse 

OR 1,73 pour CCAi 

OR 1,5 pour CCAe 

Maladie du foie gras 

non alcoolique (26) 

Méta-

analyse 

OR 2,2 pour CCAi 

OR 1 ,5 pour CCAe 

Obésité (15) Méta-

analyse 

OR 1,14 pour CCAi 

OR 1,2 pour CCAe 

Hypertension  (15) Méta-

analyse 

OR 1,10 pour CCAi 

OR 1,21 pour CCAe 

Alcoolisme (15) Méta-

analyse 

OR 3,15 pour CCAi 

OR 1,75 pour CCAe 

Tabagisme (15) Méta-

analyse 

OR 1,25 pour CCAi 

OR 1,69 pour CCAe 

Tableau 2 : Facteurs de risque lié aux CCAs. Les facteurs de risques communs aux trois sous 

types de CCA ou spécifique de chaque sous-type sont distingués.  OR : Odd ratio désigne le 

risque relatif lié à ce facteur ; CCAe : Cholangiocarcinome extrahépatique ; CCAi : 

Cholangiocarcinome intrahépatique.  (Adaptée Référence 14,23-26 ; Jesus M. Banales et 

al.2020) (9). 

 

iv.  Diagnostic  

 Il peut être difficile de diagnostiquer le CCA en raison de sa nature paucicellulaire, de sa 

localisation anatomique, et des signes cliniques discrets. Le diagnostic nécessite une approche 

pluridisciplinaire qui fait appel à la fois à la clinique, des examens biochimiques, radiologiques 

et histologiques. Les circonstances de découverte d’un CCA diffèrent selon la localisation mais 

le diagnostic histologique est le plus souvent tardif conduisant à un stade avancé de la tumeur. 

Environ 5-10 % des cancers biliaires sont diffus ou multifocaux (Thésaurus National de 

Cancérologie Digestive 2008). 

 

 

 



22 

 

a) Clinique – Biologie 

Les CCAs sont généralement asymptomatiques au cours des premiers stades. Le symptôme le 

plus fréquent de CCA péri-hilaire (proximal) et de CCA distal est l’ictère en raison d'une 

obstruction des voies biliaires (27). L’ictère est moins fréquent dans le CCAi, et surtout associé 

à la maladie à un stade avancé. Les autres symptômes sont ceux d'une maladie néoplasique 

avancée telle l’asthénie, des douleurs abdominales, la nausée, l’anorexie et la perte de poids. 

Des examens complémentaires biologiques mettent en évidence l’origine choléstatique de 

l’ictère, une cytolyse. Les taux sériques de biomarqueurs tumoraux non spécifiques, tels que 

CA19-9, sont actuellement mesurés pour aider à diagnostic différentiel d’un processus 

évoquant un CCA, mais ils ne sont pas fiables en raison de leur faible sensibilité et les faux 

positifs en cas de cholestase biologique en particulier dans les stades précoces de la maladie 

(28). Ce marqueur a un intérêt indiscutable dans le suivi des patients ou en cours de 

traitement.  

Des troubles d’hémostase peuvent être notés chez des patients ictériques depuis plus de trois 

semaines en raison du défaut de synthèse des facteurs Vitamine K dépendants habituellement 

constaté lors du défaut d’absorption de la bile par l’intestin. 

 

b) Imagerie 

Différentes techniques d'imagerie peuvent être utilisées pour le diagnostic des CCAs : 

échographie (US), tomodensitométrie (TDM) CT-scan, cholangio-pancréatographie rétrograde 

endoscopique (CPRE), imagerie par résonance magnétique-IRM ou cholangio-

pancréatographie par résonance magnétique bilio-IRM, et la tomographie par émission de 

positons au 2- [18] -Fluoro-2-désoxy-D-glucose couplée à un scanner dédié (TEP-TDM-FDG). 

Enfin la cholangiographie transhépatique percutané, réalisée exceptionnellement en cas de 

difficulté d’accès par voie endoscopique rétrograde (estomac opéré ; cancer du hile ; sténose 

duodénale ; etc…). 

La CPRE est l’examen clef à visée diagnostique et thérapeutique dans l’ensemble des CCAs. Il 

s’agit d’une technique invasive permettant le recueil d‘effluent biologique (bile) dans lequel 

des cellules isolées serviront d’examen (cytologie) spécifique pour le diagnostic positif de CCA. 

Le dispositif Spyglass en association à la CPRE permet dans des cas sélectionnés à procéder à 

des prélèvements tissulaires par biopsies. Ailleurs l’examen histologique peut être réalisé sur 

les biopsies écho guidées ou dirigées sous scanner et/ou des pièces chirurgicales. 
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L’Echographie hépato-biliaire montre une ou des masses intrahépatiques sans ou avec peu de 

dilatation de voies biliaires faisant évoquer le CCAi ; ailleurs elle montre une dilatation des 

voies biliaires intrahépatique au-dessus d’un obstacle hilaire et/ou extrahépatique en rapport 

avec un CCAe. Le scanner injecté hépato biliaire et la bilio-IRM restent les examens de choix 

pour les CCAs distaux (29).  

 

Diagnostic des CCAs selon les sous types : 

 

-CCA intrahépatique : Le diagnostic de CCA intrahépatique est généralement effectué comme 

pour une lésion de masse hépatique, souvent lors de la surveillance de routine par imagerie 

chez les patients atteints de cirrhose ou de cholangiopathie intra hépatique; Chez les patients 

atteints de cirrhose, l'échographie la surveillance du patients atteints et traités pour 

carcinome hépato cellulaire (CHC) permet le diagnostic de CCAi à un stade précoce  (30). Dans 

un foie cirrhotique, le diagnostic différentiel du CHC et de CCAi peut être difficile. Le marqueur 

tumoral CA 19-9 est le principal biomarqueur sérique utilisé dans le diagnostic des 

cholangiocarcinomes  (31) (32) est normal en cas de CHC ; les niveaux de CA 19-9 >1 000 U/ml 

ont été associés à la présence de maladies métastatiques  (33). 

-CCA extra hépatique proximal ou péri-hilaire :  la tomodensitométrie, l’IRM et la 

cholangiopancréatographie par résonance magnétique Bilio-IRM sont utilisées pour la 

détection de CCA péri-hilaire. 

L'échographie endoscopique (EchoEndo) seule est associée à un taux élevé de détection des 

tumeurs par rapport à l'utilisation de la tomodensitométrie ou de l'IRM, avec une meilleure 

performance dans la détection de CCAe par rapport à CCAi (100 % contre 83 %, 

respectivement) (30). L'aspiration à l'aiguille fine lors de l'EchoEndo est l’outil majeur de 

diagnostic. Toutefois, elle comporte un risque de pancréatite dans les cas de CCA intra 

pancréatique. La biopsie transcutanée sous contrôle radiologique est possible mais elle 

comporte un risque d'ensemencement de la tumeur: parmi 191 patients atteints de CCAp, 5 

patients sur 6 (83%) ayant subi une biopsie transpéritonéale de la tumeur primaire et ont 

développé des métastases péritonéales, contre 14 sur 175 (8%) de ceux qui n'ont pas subi de 

biopsie transpéritonéale (34). 

La cholangiopancréatographie rétrograde endoscopique (CPRE) est également utilisé dans le 

diagnostic de CCA péri-hilaire en permettant la détection des sténoses biliaires malignes d’une 
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part, et l'acquisition d'échantillons de brossage biliaire pour une évaluation cytologique et 

génétique. 

c) Cytologie-Histopathologie 

Les techniques cytologiques présentent un intérêt dans le diagnostic de CCA péri-hilaire mais 

ils sont difficiles à gérer en raison de la difficulté des prélèvements adéquats. Le séquençage 

de nouvelle génération (NGS) de cibles oncogènes connues ou candidates peut améliorer 

l'utilité diagnostique de la cytologie biliaire classique. 

Les techniques histologiques sont possibles par voie endoscopique rétrograde dans les CCA 

intrapancréatique ou lors de l’utilisation de Spyglass ; ailleurs c’est par voie transcutanée 

d’une masse intrahépatique et/ou hilaire.  

d) Immunohistochimie (IHC)  

L’IHC est devenue une technique d'appoint indispensable en anatomie pathologique. Elle ne 

peut être interprétée qu'en fonction des orientations diagnostiques cliniques et 

morphologiques.  Les biomarqueurs dans les tissus tumoraux peuvent être d'une valeur 

particulière pour les CCA, car ils pourraient prédire le pronostic (c'est-à-dire la survie globale 

et la récidive tumorale) et la réponse aux thérapies adjuvantes potentielles. Des marqueurs 

ont été identifié par IHC chez les CCA qui à la fois peuvent réduire le temps et facilite la 

diagnostique des CCAs pour une prise en charge plus rapide et plus efficace. PROM1(Prominin‐

1/CD133) (35) , CTGF (Facteur de croissance du tissu conjonctif) (36) , VIM (Vimantin) (37) et 

SOX2 (SRY‐box 2) (38) ont montré une forte expression chez les CCA par IHC. 

 

-CCA distal: Les mêmes outils qui sont utilisées pour le diagnostic de CCAp, tomographie 

assistée par ordinateur (CT), Cholangiopancréatographie-IRM (CPRM), Echo-endoscopie la 

CPRE sont utilisées pour diagnostiquer CCA distal. 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 

 

 

  

 

 

 

  

 

 



26 

 

 

 

  

 

Figure 4: Prise en charge des trois sous-types de CCA.  (Adapté Sumera et al.2018) (4). 

 

 

v. Prise en charge des patients atteints de CCA 

Chez la plupart des patients atteints de CCA, le diagnostic est effectué tardivement, lorsque la 

maladie est à un stade avancé, et lorsque les options thérapeutiques sont réduites, ce qui 

aboutit à un pronostic sombre. Toutefois, dans la faible proportion de cas, à un stade précoce 

(~35%) de CCAi, les résections de la tumeur ou la transplantation du foie peut être 

potentiellement le traitement curatif (3). 

-Chirurgie et transplantation hépatique : Actuellement le traitement à visée curative des CCAi 

est la chirurgie. Cette chirurgie présente certaines spécificités techniques en fonction de la 

localisation du cancer. La résection chirurgicale de CCAp est une option potentiellement 

curative pour les patients ne présentant pas les critères d'exclusion suivants : atteinte 

bilatérale des voies biliaires de second ordre, atteinte vasculaire bilatérale ou controlatérale, 

présence d'une maladie métastatique et cholangite sclérosante primaire (CSP). Les progrès 

chirurgicaux, tels que la lobectomie étendue, la reconstruction vasculaire et les techniques 

permettant d'augmenter le volume du foie restant ont facilité la résection de tumeurs 

traditionnellement considérées comme non résécables (39–42). Cependant, seule une 
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minorité de patients atteints de la maladie à un stade précoce sont des candidats pour cette 

option de traitement. Les critères de sélection - chez un candidat par ailleurs approprié pour 

une transplantation hépatique - comprennent la présence d'une tumeur non résécable d'un 

diamètre radial <3 cm et l'absence de métastases intrahépatiques ou extrahépatiques (43).  

La transplantation hépatique après une radi-chimiothérapie néoadjuvante offre les meilleurs 

résultats pour les patients atteints de CCAp non résécable (43).  

 

-Chimiothérapie : L'association de gemcitabine et d’oxaliplatine est actuellement la 

chimiothérapie de première intention pour les patients atteints d'un cholangiocarcinome à un 

stade avancé qui ne se prête pas aux options chirurgicales, quel que soit le sous-type 

anatomique de la maladie. Une étude (44) a rapporté une survie médiane de 11,7 mois avec 

cette association contre 8,1 mois avec la gemcitabine seule.  

 

-Immunothérapie : Le système immunitaire est le système dédié à reconnaître et à détruire 

les cellules cancéreuses. Il est régulé par un réseau complexe de points de contrôle 

immunitaires qui empêchent une activation immunitaire incontrôlée. Les cancers possèdent 

plusieurs mécanismes d'échappement immunitaire qui limitent la réponse immunitaire anti-

tumorale. L'expression de protéines de contrôle immunitaire, telles que l'antigène 4 associé 

aux lymphocytes T cytotoxiques (CTLA-4) et la protéine 1 de la mort cellulaire programmée 

(PD-1), et la perte d'expression du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) sont les 

principaux points cibles. Les mécanismes exacts qui sous-tendent l'échappement immunitaire 

des cholangiocarcinomes restent à élucider. Les inhibiteurs de points de contrôle immunitaire, 

des anticorps qui bloquent les interactions inhibitrices entre CTLA-4 ou PD-1 et leurs ligands 

ont démontré une activité antitumorale robuste et durable chez des sous-ensembles de 

patients (45). En effet, divers inhibiteurs de points de contrôle immunitaires ont maintenant 

été approuvés pour le traitement de plusieurs tumeurs malignes. Les études en cours sur ces 

agents, les thérapies combinées et les nouvelles thérapies cellulaires (46) sont très 

prometteuses pour identifier de nouvelles indications, améliorer les taux de réponse actuels, 

affiner la sélection et le séquençage des traitements et lever la résistance aux traitements. 
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-Thérapies ciblés : Pour les patients atteints de CCA qui ne sont pas candidats à une résection 

chirurgicale ou à une transplantation hépatique, il convient d’envisager l’inclusion dans des 

essais cliniques, en particulier ceux évaluant un traitement ciblé.  

 

-Radiothérapie : Les progrès technologiques ont amélioré la sécurité et l'efficacité de la 

radiothérapie externe pour le cholangiocarcinome, classiquement non retenue en raison de 

la toxicité des organes adjacents (47). La tomodensitométrie hélicoïdale multiphase à haute 

résolution et l'IRM multiparamétrique du foie et de l'arbre biliaire ont permis une 

détermination plus précise de la localisation du cancer et de l'étendue du ciblage de la 

radiothérapie. De plus, la planification du traitement et le calcul des doses basés sur la 

tomodensitométrie permettent une estimation précise des doses de rayonnement délivrées 

à la tumeur et aux tissus non malins (48,49). En outre, des techniques de radiothérapie externe 

avancées, telles que la radiothérapie conformationnelle 3D (RTC-3D) et la radiothérapie par 

modulation d'intensité (IMRT), sont utilisées pour délivrer un rayonnement conforme à la 

cible tout en épargnant les tissus non malins. 

La curiethérapie guidée par l'image et à haut débit de dose  peut également être utilisée 

comme traitement primaire ou pour fournir un rappel de rayonnement à des patients 

sélectionnés atteints d'une maladie localisée (50,51).  Ensemble, ces avancées technologiques 

pourraient permettre une augmentation de la dose de radiothérapie aux tumeurs biliaires et 

/ ou une meilleure protection des tissus non malins, améliorant ainsi le rapport thérapeutique 

de la radiothérapie dans le traitement des cholangiocarcinomes. 

 

vi. Evolution et pronostic 

En l’absence de traitement, la médiane de survie dans les cholangiocarcinomes avancé ou 

métastatique est de l’ordre de 3 à 6 mois. Seul un traitement chirurgical agressif permet 

d’améliorer la survie pour atteindre environ 2 ans.  Ainsi, dans les CCAi, la survie à 5 ans varie 

de 8 à 47% après résection ; les chiffres de survie étant meilleurs avec des marges de résection 

saines (16) .Néanmoins, malgré une résection optimale, les taux de récidive à 5 ans peuvent 

atteindre 79% dans les séries publiées actuellement (52) . 

Une survie de plus de 5 ans après résection a été rapporté dans 22 à 44% des CCAi, 11 à           

41% des CCAp et 27 à 37% des CCAd (53). 
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2.  Microbiote  

  

Dans ce chapitre, nous allons présenter, le microbiote en générale, puis le micobiote 

intestinal son rôle vis-à-vis l’hôte et son rôle dans le cancer. Après nous verrons le 

microbiote biliaire, plus précisément la sécrétion de la bile et son interaction avec le 

microbiote intestinale et la colonisation bactérienne des voies biliaires. La dernière partie 

sera consacrée à présenter des études qui traitent du microbiote biliaire dans des 

conditions physiologiques et pathologiques. 

 

i.  Généralité  

Les cancers digestifs sont pour la majorité liés aux facteurs de l’environnement. Il n’est pas 

aisé d’appréhender l’environnement dans son exhaustivité. C’est pourquoi, l'étude du 

microbiote, pourrait permettre d'analyser l'impact de l'environnement sur les cellules 

épithéliales (incluant la muqueuse biliaire), dans le cadre du processus de carcinogénèse. 

Le microbiote humain est l'ensemble des microorganismes non pathogènes dit commensaux 

(bactéries, virus, parasites, champignons) hébergés par le corps humain  (54).  Ces bactéries 

se situent au niveau de tube digestif, dans bouche, sur la peau et dans les cavités (Figure 5). 

 

 

Figure 5 : Nombre et répartition des espèces bactériens dans le corps humain. 
Etude réalisé sur 200 sujets. (Adapté  Huse SM et al 2012) (55). 
 

Différentes études ont suggéré et mis en évidence le rôle important des microbiotes dans la 

physiologie de l’hôte. En effet, une inter action entre nos microbes et nos cellules dès notre 
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naissance et tout au long de la vie est à l’origine de nombreuses fonctions essentielles pour 

assurer l’hémostasie humaine (Figure 6) (56,57).  

 

 

Figure 6 : Différents fonctions du microbiote intestinal vis-à-vis l’hôte. (Adapté Carole 

Fumat. Microbiote et immunité intestinale). 

 
i.  Microbiote du tube digestif  

Le tractus gastro-intestinal des humains et d’autres mammifères abrite un microbiote 

complexe (essentiellement des bactéries) environ 10 à la puissance 14 microorganismes, le 

microbiote intestinal. Des variations quantitatives et qualitatives sont observées au niveau de 

microbiote intestinal tout au long du tube digestif de la bouche jusqu’à l’anus (Figure 7). 

Chaque individu possède son propre microbiote. 
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Figure 7 : Composition de la flore bactérienne dans les différentes parties du tractus 

gastro-intestinal.  (Adapté Le Lay l 2015) (58). 

 

La majorité des études portant sur la caractérisation de celui-ci, ont été axées sur le microbiote 

du colon, en raison de l’accès facile aux échantillons (selles ou biopsies tissulaires) et de 

l’abondance bactérienne très élevée. Des études ont suggéré un rôle important du microbiote 

intestinal dans la physiologie de l’hôte. La composition bactérienne de microbiote respecte 

une symbiose (équilibre) entre les entérocytes et les microorganismes dans des conditions 

physiologiques. Les 3 phyla bactériens qui dominent le microbiote intestinale sont le phylum 

Firmicutes, Bacteriodetes  et Actinobacteria (59). Lors de l’apparition d’un état pathologique, 

on observe une rupture de cet équilibre, qui se manifeste par une perte de diversité 

bactérienne, c’est la dysbiose (60).  

 La majorité des bactéries qui compose le microbiote n’est pas cultivable. L’approche 

métagénomique, qui consiste à séquencer l’ensemble du génome bactérien (métagénome) a 

récemment permis de s’affranchir des limites relatives à la culture bactérienne traditionnelle. 

La métagénomique quantitative permet d’identifier et d’estimer la diversité phylogénétique 

bactérienne. De plus, le génome bactérien (microbiome) permettra la déclinaison 

fonctionnelle du milieu. 

L’alternative à l’étude du métagénome entier, longue et coûteuse, est de procéder au 

séquençage nucléotidique de l’ARN ribosomique 16S qui permet d’établir une classification 

taxonomique basée sur l’homogénéité des séquences. Les différentes espèces bactériennes 
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peuvent être classées selon leur appartenance à un Phylum, puis Class, Ordre, Famille, Genre, 

Espèce et parfois Sous-Espèce (61).  

 

ii. Cancers et microbiote  

La relation entre le cancer et les microbiotes est complexe. Le cancer soit est considéré comme 

un trouble lié à la génétique de l'hôtes et ou bien à des facteurs environnementaux. Les 

microorganismes sont impliqués dans ~15% des tumeurs malignes humaines (62). Les 

microbes présents au niveau des muqueuses peuvent faire partie du microenvironnement 

tumoral des tumeurs malignes du tractus aérodigestif   (63–67) .  

Le microbiote contribue à la cancérogenèse en modifiant les risques de l’hôte selon trois 

catégories : 

1- Modification de l’équilibre entre prolifération et mort des cellules de l’hôte 

2- Modification du fonctionnement du système immunitaire 

3- Modification du métabolisme de l’hôte.    

Le microbiote intestinal joue également un rôle dans la détoxification des composants 

alimentaires, la réduction de l'inflammation et le maintien d'un équilibre dans la croissance et 

la prolifération des cellules hôtes. La possibilité de thérapies anticancéreuses à base de 

microbes suscite l'intérêt depuis plus de 100 ans, depuis les toxines de Coley (68) (l'une des 

premières formes de bactériothérapie anticancéreuse) jusqu'à l'ère actuelle des microbes de 

conception de la biologie synthétique et des greffes de microbiote. L’étude des rôles des 

microbes et du microbiote dans le cancer nécessite donc une perspective globale. 

 Sur les 3,7 × 10 à la puissance 30 microbes vivant sur Terre  (69), seuls 10 sont désignés par le 

Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) comme étant cancérigènes pour 

l'homme (62). Bien que la plupart de ces microbes cancérigènes colonisent de larges 

pourcentages de la population humaine, seul un sous-ensemble d'individus affectés 

développe un cancer. 

Les tumeurs apparaissant sur les surfaces limites, telles que la peau, l'oropharynx, les voies 

respiratoires, digestives et urogénitales qui abritent un microbiote, ce qui complique l’étude 

de causalité cancer-microbe. L'enrichissement d'un microbe sur le site d'une tumeur ne 

signifie pas que ce microbe est directement associé à la maladie, et encore moins qu'il en est 

la cause. Les microbes peuvent plutôt trouver la tension d'oxygène ou les sources de carbone 

d'une tumeur permissives et profiter d'une niche nutritionnelle sous-utilisée. La diminution 
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de l'abondance de certains microbes peut également exposer l'hôte à un risque accru de 

développement d'un cancer sur des sites locaux ou éloignés de ce changement microbien. Il 

est donc essentiel de disposer de cadres rigoureux pour interpréter les données sur le 

microbiote associé aux tumeurs (65). 

En 1956, Warburg a émis l'hypothèse que l'altération du métabolisme cellulaire est à l'origine 

de la carcinogenèse (70), et le métabolisme des cellules cancéreuses est actuellement une 

cible thérapeutique prometteuse (71). Les microbes participent à une gamme d'activités 

métaboliques de l'hôte. Les métabolites microbiens ou co-métabolites (générés avec les 

contributions de l'hôte et du microbe) peuvent contribuer au tonus inflammatoire et peuvent 

influencer l'équilibre de la prolifération et de la mort cellulaire dans les tissus (64). La prise en 

compte des effets du métabolisme d’un microbiote, et en particulier des métabolites 

microbiens générés dans le microenvironnement tumoral, sur la croissance et la propagation 

du cancer ajoute un autre angle thérapeutique et diagnostique pour cibler les cancers par des 

altérations métaboliques. 

Il est aujourd’hui clairement établi que le microbiote intestinal joue un rôle dans certaines 

pathologies du système digestif (cancer colorectal, cancer gastrique, cancer de l’œsophage), 

dans le cancer de fois et de pancréas et le microbiote orale joue un rôle dans le cancer des 

poumons.  

 

Dans le tractus gastro-intestinal, une dysbiose à la fois qualitative, quantitative et 

fonctionnelle chez les individus atteints de cancer colorectal (CCR) a pu être définie.  L’équipe 

EC2M3 (EA7375 UPEC) a mis en évidence une augmentation significative des genres 

bactériens Prevotella et Fusobacteruim, ainsi qu’une diminution de Faecalibacteruim, 

Coriobacteridae et Roseburia chez les personnes atteintes de CCR (72).  

Le cancer gastrique est considéré comme un cancer associé à un processus inflammatoire 

chronique. Connu comme facteur de risque de classe I, infection par Helicobacter pylori peut 

stimuler les réponses immunitaires et l'inflammation, réguler de nombreuses voies de 

signalisation, et induisent l’atrophie épithéliale et la dysplasie (73).   

Une étude utilisant le séquençage de l’ARNr 16S a montré que la communauté microbienne 

chez les individus avec H. pylori-positifs se caractérisent par une augmentation des nombres 

de Proteobacteria, de Spirochètes et d'Acidobactéries, ainsi qu'une diminution du nombre 

d'Actinobactéries, de Aactéroïdes, et Firmicutes (74). Inversement, chez les individus H. pylori-
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négative les phylums les plus abondants sont les Firmicutes, Bacteroidetes et Actinobacteria 

(75).  La dysbiose microbienne est également associée à la carcinogenèse gastrique  (76).  

L’utilisation de PCR quantitative, a été démontré que les patients atteints de cancer gastrique 

portent une composition très diversifiée de microbiote, illustrée par la réduction de 

Porphyromonas, Neisseria, le groupe TM7, Prevotella pallens, Streptococcus sinensis et 

simultané l’enrichissement de Lactobacillus coleohominis, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii et Lachnospiraceae  (77–79).  

L'œsophage est traditionnellement considéré comme un lieu exempt de microbes, avec des 

passagers microbiens limités provenant de la déglutition et du reflux gastro-œsophagien. En 

appliquant la technologie de séquençage de l'ARNr 16S, des études ont montré que certains 

microbes spécifiques peuplent la muqueuse œsophagienne, notamment les phyla Firmicutes, 

les Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, et Fusobacteria. En outre, des 

communautés microbiennes distinctes ont été trouvées dans l'œsophage d'individus atteints 

de carcinome épidermoïde de l'œsophage (CEO) (stade I-II) et de dysplasie squameuse de 

l'œsophage (DSE) par rapport à l'œsophage normal (80).  

Conformément au microbiote de la muqueuse normale gastrique, les phyla les plus courants 

dans les échantillons de la CEO et DSE sont les Protéobactéries, les Firmicutes et les 

Bacteroidetes (80), qui sont impliqués dans le processus tumorigène de l'œsophage lorsque le 

microbiote œsophagien est en dysbiose  (81,82).  

Bien que le foie soit généralement considéré comme stérile, l'environnement hépatique 

est influencé par les agents pathogènes ou les métabolites produits par le microbiote du tube 

digestif par le biais du  système veineux portal (83).  

Le foie exerce un effet essentiel sur la communauté microbienne de l'hôte en filtrant le flux 

sanguin et en ainsi qu'en métabolisant et en neutralisant les toxines provenant des microbes 

intestinaux. La dysbiose microbienne intestinale contribue à l'hépatocarcinogenèse car le 

microbiote et les métabolites microbiens sont détectés par les cellules immunitaires résidant 

dans le foie et sont capables de modifier le métabolisme hépatique (83).  La stéatose 

hépatique non alcoolique (NASH) est considéré comme le principal facteurs de risque du 

carcinome hépatocellulaire (CHC). Il convient de noter que la dysbiose du microbiote intestinal 

est l'un des principaux inducteurs de la stéatose hépatique non alcoolique (84,85).  

L'abondance d'E. coli dans les selles des patients atteints de CHC est beaucoup plus importante 

que celle dans les selles des témoins sains (86).  
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Le pancréas est un organe digestif extra-gastrique. L'adénocarcinome canalaire pancréatique 

(PDAC), un des cancers les plus mortels dans le monde, est le type le plus courant de cancer 

du pancréas. Des études ont démontré que le microbiote intestinal pourrait influencer la 

carcinogenèse du pancréas (87,88) en favorisant l'inflammation, en activant la réponse 

immunitaire, et en perpétuant l’inflammation associée au cancer (89). 

Le poumon est constamment exposé aux microorganismes présents dans l'air et dans les voies 

respiratoires supérieures. L'acquisition du microbiome pulmonaire est un événement crucial 

chez le nouveau-né pour protéger le poumon des lésions (90). Le tissu pulmonaire héberge un 

microbiote actif et unique avec moins de diversité, comparé à celui de l'intestin, Ce microbiote 

est moins affecté par les médicaments, et les habitudes alimentaires, ce qui peut créer une 

pression sélective sur les communautés qui se reproduisent. La composition spécifique du 

microbiome pulmonaire résulte de l'équilibre de trois phénomènes: l'immigration 

microbienne, l'élimination microbienne et les taux de reproduction relatifs (91). 

Une étude évaluant le microbiote salivaire a révélé que les profils bactériens sont 

significativement différents chez les patients atteint de cancers des poumons par rapport à 

ceux des sujets témoins. En particulier, Capnocytophaga, Selenomonas et Veillonella se sont 

révélés plus abondants chez les patients atteints de carcinome épidermoïde pulmonaire et 

d'adénocarcinome alors que Neisseria était moins abondant que chez les témoins (92).  Une 

autre étude a comparé des échantillons de brossage bronchique provenant du site cancéreux 

et du site non cancéreux controlatéral de 24 patients atteints de cancer de poumon et de 18 

témoins sains. Les auteurs ont démontré que le microbiote associé au cancer des poumons 

est extrêmement divergent de celui trouvé chez les sujets sains avec une diminution 

significative de la diversité microbienne. Le genre Streptococcus était significativement plus 

abondant dans les cas de cancer que dans les contrôles, tandis que Staphylococcus était plus 

abondant dans les contrôles (93). 

Bard et al (94) ont évalué la composition du microbiote intestinal chez les patients atteints du 

cancer de seins  avec des caractéristiques cliniques différentes. La majorité des participants 

présentaient un carcinome canalaire invasif de stade précoce. Les patients atteints d'un 

cancer de grade III (n = 7) avaient des nombres absolus plus élevés de Blautia spp. par rapport 

aux patients de grade I (p = 0,048). De plus, les nombres absolus de Bifidobacterium et Blautia, 

et les proportions de Faecalibacterium Prausnitzii et Blautia, variaient selon les stades 

cliniques, suggérant que le microbiote intestinal pourrait être lié au développement et à 
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l'évolution du cancer des seins. Dans cette étude, des différences significatives ont également 

été observées pour les nombres absolus de bactéries totales et pour certaines groupes 

bactériens (Faecalibacterium Prausnitzii, Firmicutes, Blautia et Egerthella) selon l’indice de 

masse corporelle (IMC). 

Une autre étude a montré que les phyla Firmicutes et Bacteroidetes étaient également les 

bactéries les plus nombreuses observées dans les selles de 31 femmes atteintes d'un cancer 

du sein à un stade précoce (95). Cette étude a évalué la relation entre la composition du 

microbiote intestinal avec les caractéristiques clinico-biologiques du cancer du sein. 

Le nombre total de Bacteroidetes, Clostridium coccoides cluster, Clostridium Leptum cluster, F 

Faecalibacterium prausnitzii, et Blautia spp. Étaient significativement plus élevés dans les 

groupes de stades cliniques II/III que dans les stades cliniques 0/I, et que les Blautia spp. 

étaient plus élevés dans les cas de grade histo-pronostique les plus sévères. De plus, les 

auteurs ont trouvé une diminution significative dans l'abondance des bactéries totales et dans 

trois groupes bactériens (Firmicutes, Faecalibacterium prausnitzii, et Blautia) en fonction de 

l'IMC des participants, le nombre de bactéries étant plus faible chez les patients en surpoids 

et obèses (95). 

 

iii.  Microbiote biliaire  

 

a)   Voies biliaires : production et sécrétion de la bile 

Le système biliaire est constitué d’un réseau complexe des voies et d'organes qui participent 

à la production et le transport de la bile (96). La production de la bile est un processus 

biologique complexe débutant dans les canalicules biliaires, qui sont formés par les 

membranes apicales de deux hépatocytes adjacents péri-centriques reliés par des jonctions 

serrées (97). La membrane de l'hépatocyte est dotée d'une membrane apicale qui intervient 

à la fois dans les deux systèmes de transport indépendants et dépendants des sels biliaires, 

qui sont des séries de protéines de transport adénosine lié à la triphosphate (adenosine 

triphosphate-binding). Ces dernières fonctionnent comme des pompes d'exportation pour les 

sels biliaires et d'autres solutés organiques (98). Ces systèmes de transport créent des 

gradients osmotiques dans les canalicules biliaires, qui donnent la force motrice pour le flux 

dans la lumière par l'intermédiaire des aquaporines (97). Les jonctions serrées maintiennent 
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les hépatocytes ensemble et forment une barrière physique entre le sang et la lumière 

canaliculaire, facilitant ainsi la "perméabilité paracellulaire " (97,99). 

Les canalicules biliaires conduisent le flux de bile à contre-courant de la direction du sang et 

se connectent avec les branches initiales de l'arbre biliaire, c'est-à-dire les canaux de Hering 

(100) . Ces structures se poursuivent en conduits dont le diamètre augmente progressivement 

: petits conduits biliaires (diamètre <15 μm), conduits interlobulaires (15-100 μm), les conduits 

septaux (100-300 μm), les canaux de surface (300-400 μm), les canaux segmentaires (400-800 

μm) et les canaux hépatiques (>800 μm) (101). La rencontre des canaux hépatiques droit et 

gauche au niveau du hile hépatique forme le canal hépatique commun qui est rejoint par le 

canal cystique de la vésicule biliaire pour former le canal biliaire commun. Le canal biliaire 

commun passe par la tête du pancréas et se termine par le sphincter d'Oddi (SO)  en pénétrant 

dans la paroi duodénale pour former l'ampoule de Vater, qui le relie au canal pancréatique 

(102). Le SO est un segment de muscle lisse circulaire et longitudinal qui incorpore le canal 

biliaire commun distal et le canal pancréatique, contenus dans la paroi duodénale (103). 

Une fois que la bile est sécrétée dans l'arbre biliaire, elle est exposée aux cholangiocytes qui 

modifient la bile à travers une séquence de processus de sécrétion et d'absorption afin de 

réguler son débit et son alcalinité en fonction des fonctions physiologiques (97). 

La sécrétion biliaire est ensuite régulée par de facteurs, dont les hormones gastro-intestinales 

et les nerfs cholinergiques (104). Le produit sécrétoire final est acheminé à la vésicule biliaire, 

puis au duodénum. 

Bien que la vésicule biliaire ne soit pas essentielle pour la sécrétion de la bile, elle aide à son 

stockage pour préparer la digestion des graisses (102). Pendant le jeûne, la vésicule biliaire est 

remplie de bile (103). Seuls environ 50 % de la bile hépatique atteint la vésicule biliaire pour 

être concentrée et stockée, tandis que le reste de la bile contourne la vésicule biliaire pour 

entrer dans le duodénum et subir un cycle entéro-hépatique continu. Pendant la digestion, la 

cholécystokinine stimule la contraction de la vésicule biliaire et du canal biliaire commun et le 

relâchement du SO, ce qui entraîne la décharge jusqu'à 80 % du contenu de la vésicule biliaire 

dans le duodénum (105).  

b)   Interaction bile et microbiote : 

La bile est une solution aqueuse vitale composée de ∼95% d'eau dont les principaux 

constituants comprennent des acides biliaires, cholestérol, phospholipides, la bilirubine et les 

acides aminés qui sont des solutés organiques et inorganiques dissous (97). 
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Les acides biliaires (AB) représentent 50 % des composants organiques de la bile. Les ABs sont 

des produits hydrosolubles composés de 24 carbones et ils sont produits par le métabolisme 

du cholestérol  (97,106). 

Il existe deux processus et sites anatomiques pour la biosynthèse des ABs :  

-Les ABs primaires qui sont synthétisés à partir du cholestérol dans le foie, puis ils sont 

modifiés par des enzymes bactériennes dans l'intestin (105). Les deux ABs primaires 

synthétisés dans le foie sont l'acide cholique (AC), un sel biliaire trihydroxylé, et l’acide 

chénodésoxycholique (CDCA), un sel biliaire dihydroxylé (106). 

Ces sels peuvent être conjugués à la chaîne latérale avec de la taurine ou de la glycine, un 

processus qui métabolise les ABs en acides plus forts limitant leur réabsorption passive au 

niveau de l'arbre biliaire (97). 

-  Les ABs secondaires qui sont produits par des bactéries intestinales appartenant à la classe 

des Clostridia (107), en éliminant le groupe hydroxyle en C7, transformant l'acide cholique en 

acide désoxycholique (DCA) et le CDCA en acide lithocholique (LCA) (105,106,108).  

Pendant le transit dans le cæcum et le côlon, les ABs conjugués peuvent également être 

"déconjugués " par activité enzymatique décrite sous le nom d'hydrolase des sels biliaires 

(HSB) rompant ainsi la liaison avec la glycine ou la taurine par des;  l’activité HSB est exprimée 

par des espèces de bactéries intestinales à Gram positif comme Lactobacillus (109–113), 

Enterococcus (114,115) , Bifidobacterium (116–118) , et Clostridium (119).  

L'activité HSB a également été décrite chez le commensal Gram-négatif Bacteroides spp. et 

dans le domaine des Archaea, comme Methanobrevibacter smithii et Methanosphaera 

stadtmanae (120). En outre, de nombreuses espèces entériques (Clostridium, 

Peptostreptococcus, Bacteroides, Eubacterium, et Escherichia coli) peuvent oxyder les groupes 

hydroxyles des ABs, ce qui conduit à la formation d'acides gras essentiels et à la production de 

sels iso-biles (β-hydroxy) (121), tels que l'acide ursodésoxycholique  (AUDC) qui sont parmi les 

AB les plus hydrophiles. La plupart de ces AB, conjugués ou non, sont réabsorbés dans 

l'intestin distal, où ils subissent une circulation entéro-hépatique, maintenant ainsi le pool de 

l’AB.  

Ce pool est recyclé 6 à 10 fois par jour et ce "recyclage" exerce des effets régulateurs 

importants sur plusieurs fonctions hépatiques, biliaires et intestinales  (122). 

Ainsi, le microbiote intestinal exerce une forte influence sur la bile. Plus précisément, les 

bactéries intestinales sont capables de modifier la composition du pool des ABs. 
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Puisque la transformation des ABs primaires en ABs secondaires dépend de l'action des 

bactéries, les modifications du microbiote intestinal qui expriment l’activité HSB et les 

enzymes inductibles des acides biliaires (IAB) affectent les fonctions et les propriétés de 

signalisation des ABs. Des perturbations quantitatives ou qualitatives du pool de AB ont été 

liées à plusieurs maladies humaines, telles que le syndrome métabolique (123,124), les 

cancers gastro-intestinaux humains (125,126), les maladies inflammatoires chroniques de 

l'intestin (MICI) (127). Les ABs sont également impliqués dans la pathogenèse de plusieurs 

maladies biliaires ; par exemple dans les cholangiopathies auto-immunes, dans l'initiation de 

la cholestase, et la progression vers la fibrose des atteintes hépatiques  (128).  

De plus, l'interaction qui se produit dans le tractus gastro-intestinal entre le microbiote 

intestinal et le système immunitaire est indispensable au  maintien de l'homéostasie humaine 

(56,57). Les ABs deviennent ainsi des médiateurs importants des mécanismes de signalisation 

des fonctions immunologiques. L'activation de récepteurs de l'acide biliaire, tels que FXR et 

TGR5, qui s’accompagne d’une diminution de la production de cytokines inflammatoires 

(129,130) en illustre un exemple typique. 

Avec la sécrétion d'acide gastrique et des enzymes pancréatique, la bile est responsable de 

l'augmentation de gradient d'abondance du microbiote intestinal du duodénum au rectum du 

côlon (131). En fait, la bile possède d'importantes propriétés antimicrobiennes. 

La nature amphipathique des ABs exerce des effets destructeurs sur la membrane en se liant 

et dissolvant les lipides de la membrane et détermine la lyse cellulaire (132–134) .Ce processus 

d'émulsifcation implique une action détergente qui est négativement corrélée avec le nombre 

de groupes hydroxyle dans la molécule. Ainsi, les ABs primaires sont plus toxiques que les ABs 

secondaires. 

Une fois entrés dans le cytoplasme bactérien, les ABs provoquent d'autres mécanismes 

cytotoxiques, y compris l'acidification interne du cytoplasme et de la génération des composés 

toxiques comme le sulfure d'hydrogène (H2S), qui est produit par le clivage de la taurine 

conjuguée des sels biliaires (129). De plus, la bile est capable de provoquer les dommages de 

l’ADN (135), un stress oxydatif (136) et des effets osmotiques (137) contre les bactéries. 

En plus des propriétés antimicrobiennes physiques et chimiques, la bile contribue à la défense 

immunologique de l'organisme contre les infections entériques par la sécrétion 

d'immunoglobulines A (IgA), de peptides, des cytokines inflammatoires  telles la TNFα, des 

leucotriènes et de leurs métabolites qui stimulent le système immunitaire inné de l'intestin  
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(97,138–140). En outre, les ABs activent le récepteur nucléaire FXRα, qui agit comme un 

médiateur des effets antibactériens  (141). 

Toutes ces propriétés, confèrent à la bile une activité antimicrobienne. Ce qui a conduit à la 

supposition que la bile est stérile dans des conditions non pathologique (141–145).   

De plus, la difficulté de recueillir des échantillons de bile, associée au manque de sensibilité 

des techniques de culture pour détecter les microbes dans les échantillons à faible charge, a 

longtemps soutenu cette hypothèse. 

Suite au développement des techniques du séquençage, il a été confirmé la présence de 

microbes dans des échantillons de bile autrement considérés comme stériles par des 

techniques de culture (146). Ce qui a autorisé l’expression « microbiote biliaire ».  

 

c)  Colonisation bactérienne de la voie biliaire  

La voie biliaire possède plusieurs systèmes de défense pour protéger la bile et la muqueuse 

biliaire contre la colonisation bactérienne et l'infection. 

Les propriétés antimicrobiennes mentionnées plus haut de la bile réduisent la concentration 

de bactéries dans le duodénum (131). De la même manière, le sphincter d'Oddi (SO) agit 

comme une barrière mécanique qui sépare le duodénum de l'arbre biliaire empêchant alors 

le passage par reflux de bactéries provenant du tractus gastro-intestinale. 

De plus, l’écoulement de la bile, exerce un effet nettoyant fonctionnel pour éliminer les agents 

pathogènes et les substances potentiellement nocives des voies biliaires. En fait, environ 800-

1000 ml de bile s'écoulent par les voies biliaires tous les jours (147). 

Même si certains micro-organismes parviennent à surmonter ces systèmes, le mucus biliaire 

sécrété par l'épithélium biliaire les empêche d'adhérer à la muqueuse du tractus biliaire (147). 

De plus, la concentration plus élevée de ABs à ce niveau exerce une toxicité plus élevée envers 

les bactéries (105). 

L'épithélium biliaire présente également un large éventail de récepteurs pour les facteurs 

impliqués dans l'immunité innée, tels que les toll-like-receptor (TLR1, TLR6 et TLR9Q), et des 

adaptateurs de surface et intracellulaires qui servent de médiateurs dans la signalisation et 

l'initiation de la réponse inflammatoire (148,149) . En outre, les peptides antimicrobiens, dont 

la β-défensine-1 et -2 humains, sont largement exprimés dans l'arbre biliaire intrahépatique 

(150). 
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Les macrophages tissulaires et les cellules de Kupffer du foie, activées par les cytokines pro-

inflammatoires, sont responsables de la destruction des microbes et de la présentation des 

antigènes aux lymphocytes T et aux plasmocytes dans les ganglions lymphatiques 

mésentériques ou dans les glandes lymphoïdes mineures adjacentes aux voies biliaires. 

L'activation de la réponse adaptative augmente la production d'immunoglobulines biliaires, 

principalement sous forme de IgA sécrétoire (138). 

A leurs tours, les micro-organismes doivent posséder des mécanismes pour résister à l'action 

de la bile et de survivre dans les conditions environnementales présentées par la bile. Les 

bactéries répondent par des adaptations au pH et aux effets détergents de la bile. En 

particulier, elles renforcent leur membrane, en modifiant sa composition lipidique et en 

augmentant l'expression des porines, de protéines transmembranaires et des hydrolases des 

sels biliaires (HSB). 

En général, les bactéries à Gram négatif présentent une plus grande résistance à la bile que 

les bactéries à Gram positif (62). Salmonella spp. (151), Escherichia coli (152) et certaines 

espèces d'Helicobacter (153) possèdent une tolérance incroyable à de fortes concentrations 

de ABs. 

Plusieurs agents pathogènes à Gram positif, dont Listeria spp. (154) , Enterococcus faecalis 

(155) et Clostridia (156), ont également démontré leur capacité à coloniser la bile. 

Les microbes peuvent atteindre les voies biliaires par différentes voies : 

1- La voie ascendante à travers la SO qui été considérée comme la voie d'entrée la plus 

fréquente des bactéries dans le système biliaire : 

A- Le dysfonctionnement du SO comme la laxité du SO, affectent l'activité de ce «gatekeeper», 

se traduisant par une augmentation du passage des bactéries par reflux duodénal (157). 

B- La Sphinctérotomie, réalisée pendant la cholangiopancréatographie rétrograde (CPRE) ou 

une intervention chirurgicale, entraîne une perte de fonction et l'intégrité de la SO. 

C- L’obstruction incomplète à l'écoulement de la bile, comme observé dans la maladie 

lithiasique et dans l’ampullome , est un autre facteur de risque de contamination et d’infection 

(158,159). 

2- De plus, les bactéries peuvent atteindre les voies biliaires par voie hématogène. -En effet, 

l'épithélium biliaire est nourri par un réseau de capillaires appelés plexus vasculaires péri-

biliaires (160). Ce plexus provient de la branche terminale de l'artère hépatique et a une 

connexion anastomose avec le système vasculaire de la veine porte (160).  
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Par conséquence, la translocation bactérienne dans la circulation portale (147,161) peut 

conduire des bactéries à l'intérieur du système biliaire en raison de l'augmentation de la 

perméabilité intestinale (162–164).  

 

iv.  Etude de microbiote biliaire dans des conditions physiologiques et 

pathologiques 

 

Les voies biliaires ont longtemps été considérées comme stériles.  Pourtant, il a récemment 

été mis en lumière l’existence d’un microbiote biliaire résident, en conditions physiologiques. 

Le microbiote peut être analysé grâce aux outils de biologie moléculaire tant la plupart des 

bactéries (anaérobie strict) sont difficilement cultivables.  La mise en évidence de bactéries 

dans un organe dit stérile n’est pas inhabituel en tant que telle. Il est intéressant de noter que 

des microorganismes peuvent également être détectés dans des organes (par exemple, 

l'appareil reproducteur féminin humain et le système urinaire humain) dont les effluents sont 

supposés être stériles (165,166). 

C’est pourquoi nous allons présenter les études qui ont porté sur le microbiote biliaire dans 

les deux conditions : physiologiques et pathologiques. 

 

a) Conditions physiologiques 

Sur la base des séquences de la métagénomique, des études récentes sur l'homme (167) et 

l'animal (168) ont indiqué que la vésicule biliaire peut abriter une communauté de bactéries 

(non cultivables) dans des conditions dites « non pathologiques » (169). 

Des études sur le mucus biliaire de vésicule de porcs en bonne santé (168)  et des hamsters 

infectées par les douves de foie (O.Vivverini) (170) ont été rapportées et qui peuvent être 

résumées ainsi: 

Chez l’homme comme chez l’animal, des niveaux de Firmicutes et de Proteobacteria, sont 

élevés et seulement un faible nombre des Bacteroidetes sont détectés. Cependant, il faut 

noter que ces résultats sont basés uniquement sur une approche moléculaire de séquençage 

d’ARN 16S bactérien et on ne peut pas exclure que certaines séquences d’ADN bactériens 

détectés soient issues de la contamination des bactéries mortes ou des débris, qui ne reflètent 

pas la présence de microbiote vivant.  
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L’étude réalisé par Jiménez., et al (168) menée au microscope a confirmé la présence des 

bactéries intactes dans la mucus biliaire et adhérente à la muqueuse et jusqu’à hauteur de 4,8 

fois 10 à la puissance 4 bactérie par ml de bile de porcs . La majorité du microbiote biliaire est 

incultivable en conditions habituelles de laboratoire (171). Les études sur les porcs montrent 

que les bactéries de phyla Proteobacteria, Firmicutes et Bacteroidetes peuplent l’éco système 

des voies biliaires (168). Au niveau de genre Staphylococcus, Streptocoque, Kocuria, Rothia, 

Acinetobacter et Psychrobacter ont été isolés de différents des échantillons, suggérant leur 

place  en tant que membres de microbiote biliaire chez le porc (168). 

 Dans une étude récente (172)  sur le microbiote biliaire de 27 donneurs de foie (13 sans et 14 

avec une lithiase), le séquençage de l'ARNr 16S a mis en évidence la présence d'Actinobactéria, 

Firmicutes et Bacteroidetes dans les échantillons de bile et les tissus de la vésicule biliaire des 

sujets sans calculs biliaires. Une augmentation significative de l'abondance de la famille des 

Propionibacteriaceae et le genre Sphingomonas a également été signalé chez les individus 

sans lithiase par rapport aux personnes ayant des calculs biliaires. Toutes ces études font 

preuve de la présence d’un microbiote biliaire dans des conditions non pathologiques. 

 

b)  Conditions pathologiques 

Les limites relatives à la culture bactérienne traditionnelle sont contournées grace aux progrès 

techniques en métagénomique (bactérienne) en particulier le séquençage d’ARNr 16S; 

plusieurs études ont caractérisé le microbiote biliaire dans des situations pathologies : 

 

-Calculs biliaires  

 Le microbiote biliaire chez des patients avec des calculs biliaires de cholestérol a été étudié 

par Wu et al.  (167) (tableau 1) dans des échantillons de bile (n=26), calculs biliaires (n=27) et 

les selles (n=29).  

De façon surprenante, la communauté bactérienne a été estimée plus diverse dans le système 

biliaire que dans l’intestin pour les mêmes patients. Environ 160 espèces différentes 

appartenant à 6 Phyla ont pu être détectés dans les liquides biliaires. Malgré certaines 

différences, il y avait une grande similitude entre le microbiote intestinal (selles) et biliaire 

(biles) des patients avec calculs biliaires (167) :  

- des niveaux plus bas des Bacteroidetes dans les voies biliaires.  
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-des niveaux plus élevées de Proteobacteria, Actinobacteria, Saccharibacteria (TM7), 

Cyanobactérie. 

 -un niveau similaire de Firmicutes.  

Les phyla dominants du microbiote biliaire chez les patients atteints de calculs biliaires ont été 

confirmés ultérieurement par d'autres études  (173,174). 

Comme prévu, certains de ces phyla possèdent une plus grande résistance à des conditions 

environnementales extrêmes, telles que celles présentes dans les voies biliaires. Notamment 

le phylum Proteobacteria comprend des genres tels que Escherichia, Salmonella, Vibrio, et 

Helicobacter, qui ont tous été associés à plusieurs maladies gastro-intestinales (175). 

 

- Cholangite biliaire primitive (CBP) 

La CBP est une hépatopathie chronique auto-immune, caractérisée par une destruction 

progressive des voies biliaires intrahépatiques de petit calibre. Hiramatsu et al. (176) ont 

étudié le microbiote biliaire par le séquençage de l'ARNr 16S. Des échantillons de bile ont été 

prélevés de la vésicule biliaire de 19 patients atteints de CBP lors d'une transplantation 

hépatique. 

Des séquences bactériennes ont été trouvées chez 10 des 15 patients atteints de CBP. Le 

Staphylococcus aureus était le microorganisme le plus fréquemment détecté (5/15 patients 

atteints de CBP, 33% ; 40% de tous les clones de CBP). Enterococcus faecium, Lactobacillus 

plantarum, Helicobacter pylori, Streptococcus pneumoniae et d'autres streptocoques faisaient 

partie des autres bactéries fréquemment trouvées (Tableau 3 et 4). 

 

- Cholangite sclérosante primitive (CSP)  

La cholangite sclérosante primitive (CSP) se caractérise par une inflammation, une fibrose et 

une destruction progressive des voies biliaires à l'intérieur ou à l'extérieur du foie, aboutissant 

à une cirrhose biliaire. 

Pereira et al (177) ont étudié le microbiote biliaire de patients atteints de CSP à différents 

stades de la maladie en utilisant le séquençage de l'ARNr 16S. Notamment, ils n'ont pas trouvé 

de différences significatives dans le microbiote biliaire des patients atteints de CSP au stade 

précoce par rapport aux témoins.  
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- CCA extrahépatique 

Avilés-Jiménez et al (178) ont étudié le microbiote biliaire de 10 patients atteints de CCA 

extrahépatique en compariason à des contrôles avec des pathologies biliaires bénignes (PBB), 

en utilisant le séquençage de l'ARN 16S (Tableau 3 et 4).  Le Phyla Protéobactéria a été 

observée dans tous les échantillons. Les genres Methylophilaceae, Fusobacterium, Prevotella, 

Helicobacter et Campylobacter étaient les plus fréquemment identifiés chez les patients 

atteints de CCAe. 

Ils ont détecté des gènes de virulence associés d’Helicobacter pylori, tels que associés aux 

toxines CagA et VacA, dans la plupart des échantillons des deux groupes, ce qui suggère un 

possible rôle carcinogène dans les voies biliaires. 
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Maladies 

 

Microbiote biliaire 

 

Calculs biliaires 

 

Enterobacteriaceae, Ruminococcaceae, Clostridiales, Alistipes, Bacteroidales, 

Anoxybacillus, Clostridium (C.), Thermus, Catabacteriaceae, Propionibacterium, 

Enterococcus, Acinetobacter, Staphylococcus, Caulobacter, Pseudomonas, 

Massilia, Brevibacillus, Lactococcus, Paludibacter, Weissella 

Cholangite biliaire 

primitive (CBP) 

Staphylococcus, Enterococcus, Streptococcus, Lactohacillus, Helicobacter, 

Propionibacterium, Corynebacterium, Agrobacterium, Flavobacterium, 

Clostridium, Micrococcus 

Cholangite 

sclérosante 

primitive (CSP) 

 

Streptococcus, Prevotella, Fusobacterium, Veillonella, Haemophylus, Neisseria, 

Alloprevotella, Leptotrichia, Porphyromonas, Cronobacter 

CCA 

extrahépatique 

 

Prevotella, Actinomyces, Streptococcus, Fusobacterium Novosphingobium, 

Helicobacter 

 
Tableau 3: Microbiote biliaire (estimée sur le genre bactérien) dans les maladies biliaires.( 

Adapté  calculs biliaires  (167), CBP  (176), CSP  (177), cancer (178). 
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Références  

 

 

 

Pays 

 

Taille de 

l’échantillon 

 

Type de 

l’échantillon 

 

Modes de prélèvement  Méthodes d’analyses 

 

Résultats de microbiote  

Conditions physiologiques (bonne santé) 

Jimenez et 

al (168) 

Espagne Porc 

N=6 

Bile, mucus 

et biopsies 

de la vésicule 

biliaire 

La vésicule biliaire a été 

retirée des truies sacrifiées. 

La bile a été extraite à l'aide 

d'une seringue stérile. Une 

fois la vésicule biliaire 

complètement vidée, la 

couche superficielle de 

mucus a été recueillie et 

trois biopsies ont été 

réalisées.  

Séquençage des 

amplicons de la région 

V1-V2 du gène de l'ARNr 

16S  

L'écosystème de la vésicule 

biliaire de porcs sains est 

principalement peuplé de 

bactéries largement équilibrées 

entre les phyla Firmicutes (34%), 

Actinobacteria (32%) et 

Proteobacteria (32%). Les 

Bacteroidetes représentent une 

part moins importante (2% des 

isolats). Au niveau des genres, 

Staphylococcus, Streptococcus, 

Kocuria, Rothia, Acinetobacter 

et Psychrobacter ont été isolés 

dans différents échantillons. 
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Molinero et 

al (172) 

Espagne Humain 

N=27 

Bile Prélèvement stérile lors de 

greffes de foie à partir de 

donneurs cadavériques.  

Séquençage des 

amplicons de la région 

V3-V4 du gène de l'ARNr 

16S 

Prévalence des Actinobactéries, 

Firmicutes et Bacteroidetes dans 

les échantillons de bile et les 

tissus de la vésicule biliaire des 

sujets sans calculs biliaires. Une 

augmentation significative de 

l'abondance de la famille des 

Propionibacteriaceae et du 

genre Sphingomonas a 

également été rapportée par 

rapport aux individus ayant des 

calculs biliaires. 

Cholélithiase 

Swidsinski 

et al (146) 

Allemagne Humain 

N=20 

Calculs 

biliaires 

Prélèvement chez des 

patients ayant des calculs 

biliaires symptomatiques et 

ont subi une chirurgie. 

 

Des fragments de gènes 

bactériens ont été 

amplifiés in vitro à partir 

de l'ADN extrait de 

calculs de la vésicule 

biliaire. L'analyse 

comparative de la 

De l'ADN bactérien a été trouvé 

dans les calculs biliaires dont la 

teneur en cholestérol était 

comprise entre 70 et 90 %, mais 

pas dans ceux dont la teneur en 

cholestérol était supérieure à 90 

%. Trois groupes bactériens ont 
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séquence de l'ARNr 16S 

a été utilisée pour 

l'identification 

été identifiés: Propionibacteria 

(45%), Clostridia (35%) et 

Enterobacteria (25%). 

Références  

 

Pays  Taille de 

l’échantillon 

 

Type de 

l’échantillon 

 

Modes de prélèvement  Méthodes d’analyse 

 

Résultats de microbiote  

Wu XT et 

al(179) 

 

 

 

 

 

 

Chine Humain 

N=30 

Calculs 

biliaires 

Tous les patients avaient 

des calculs biliaires 

symptomatiques et ont 

subi une cholécystectomie. 

 

L'ADN a été extrait du 

cholestérol dans les 

vésicules biliaires et des 

amorces pour identifier 

l’exictence des 

bactéries par le 

technique de PCR 

emboitée (NP-PCR). 

dans la vésicule biliaire 

et des amorces  pour 

une identifier 

l'existence de bactéries 

par la technique de PCR 

emboitée (NP-PCR)  

De l'ADN bactérien a été obtenu 

dans 86,7% des calculs biliaires. 

Les séquences d'ADN les plus 

fréquentes étaient celles liées 

aux Propionibacteria (26,7%) et 

à E.coli (23,3%); l'ADN de 

Streptococcus pyogenes était de 

6,7%, des séquences 

hétérogènes multiples ont été 

trouvées dans 23,3% des cas 

comme résultat de multiples 

infections/colonisations par E. 

coli, Propionibacterum acnes et 

Streptococcus pyogenes ou 



50 

 

d'autres micro-organismes non 

identifiés. 

Références  

 

 

Pays 

 

Taille de 

l’échantillon 

 

Type de 

l’échantillon 

 

Modes de prélèvement  Méthodes d’analyse 

 

Résultats de microbiote  

Swidsinski 

et al (180) 

Allemagne Humain 

N=100 

Calculs 

biliaires 

 

Au moment de la 

cholécystectomie et 6 mois 

après. 

  

L'ADN a été extrait et 

soumis à  un séqueçage 

de l’ARNr 16S. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

78% à culture négative des 

calculs biliaires de cholestérol 

présentaient de faibles 

concentrations bactériennes et 

seuls quelques calculs à culture 

négative (12%) présentaient des 

concentrations comparables à 

celles des calculs à culture 

positive. L'analyse génomique 

du calcul biliaire avec culture 

biliaire positive a montré une 

prédominance des souches 

bactériennes identifiées par la 

culture, suggérant une infection 
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en cours. La plupart d'entre elles 

appartiennent à des souches 

bactériennes telles que Bacillus, 

Alcaligenes, Carnobacterium et 

Burkholderia. 

       

Lee et al 

(181) 

USA Humain 

N=14 

Calculs 

biliaires 

Pendant la 

cholécystectomie et la 

cholangiopancréatographie 

endoscopique (CPRE) 

 Les produits de PCR ont 

été soumis à la 

séquençage de l’ARNr 

16S. 

Les séquences d'ADN bactérien 

sont généralement présentes 

dans les calculs biliaires à 

cholestérol mixte (jusqu'à 95 % 
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de contenu en cholestérol), à 

pigment brun et à canal 

cholédoque, mais rarement 

dans les calculs biliaires à 

cholestérol pur. La présence 

d'un gène codant pour la β-

glucoronidase a été constatée 

dans la plupart des calculs 

biliaires à cholestérol mixte et 

des séquences bactériennes d'E. 

coli et de Pseudomonas ont été 

identifiées dans tous les calculs 

biliaires à pigment et à 

cholestérol mixte. 

Wu T et al 

(167) 

Chine Humain 

N=29  

Calculs 

biliaires, bile, 

selles 

Au cours de la 

cholécystectomie, un calcul 

a été retiré de la vésicule 

biliaire de manière 

aséptique et un échantillon 

de bile a été extrait à l'aide 

Séquençage des 

amplicons de la région 

V1-V2 du gène de l'ARNr 

16S 

Une dysbiose du microbiote 

intestinal a été observée chez les 

patients atteints de calculs 

biliaires par rapport aux sujets 

sains. Dans l'intestin des 

patients, il existe une 
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d'un tube à aiguille stérile. 

Avant l'opération, les selles 

de tous les patients ont 

également été recueillies.  

surcroissance de 

Protéobactéries, de TM7, de 

Ténéricutes, d'Actinobactéries, 

de Thermi et de Cyanobactéries 

et une augmentation de 

l'abondance de Bacteroidetes 

dans les voies biliaires. 

Saltykova 

et al (173) 

Fédération 

de Russie 

Humain 

N=56  

(30 inféctés et 26 

non infécté par 

O.felineus) 

Bile Pendant la 

cholécystectomie, 5-10 ml 

de bile sont aspirés de la 

vésicule biliaire dans des 

conditions stériles 

Séquençage à base 

d’Illumina ciblant le 

gène de l'ARNr 16S 

procaryote 

 

L'infection par Opisthorchis 

felineus a modifié le microbiome 

biliaire. La bile des participants 

atteints d'Opisthorchiasis 

présentait un plus grand 

nombre de Synergistetes, 

Spirochaetes, Planctomycetes, 

TM7 et Verrucomicrobia.  

Références  

 

 

Pays 

 

Taille de 

l’échantillon 

 

Type de 

l’échantillon 

 

Modes de prélèvement  Méthodes d’analyses 

 

Résultats de microbiote  
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Ye et al 

(174) 

Chine Humain 

N=6 

liquide 

Salivaire, 

gastrique, 

duodénal et 

bile. 

Les échantillons salivaires 

ont été recueillis après 

riçage par 20 ml de serum 

physiologique. Les 

échantillons de liquide 

gastrique, de fluide 

duodénal et de bile ont été 

prélevés à l'aide 

d'endoscopes à vision 

latérale strictement 

stériles.  

Séquençage des 

amplicons de la région 

V3-V4 du gène de l'ARNr 

16S 

Toutes les bactéries biliaires 

observées étaient détectables 

dans le tube digestif supérieur. 

Le microbiote biliaire présentait 

une similarité comparativement 

plus élevée avec le microbiote 

duodénal, par rapport à ceux 

des autres régions, mais avec 

une diversité réduite. Les genres 

Enterobacteriaceae , 

Escherichia, Klebsiella, et un 

genre non classifié et 

Pyramidobacter étaient 

abondants dans la bile. 

Références  

 

 

Pays 

 

Taille de 

l’échantillon 

 

Type de 

l’échantillon 

 

Modes de prélèvement  Méthodes d’analyse 

 

Résultats de microbiote  



55 

 

Shen et al 

(182) 

Chine Humain 

N=15 

Bile CPRE le séquençage du 

métagénome entier 

(WMS) et le séquençage 

de l'ARNr 16S 

Les bactéries de la cavité buccale 

et des voies respiratoires étaient 

plus répandus dans les 

échantillons de bile que les 

bactéries intestinales.  

Gutiérrez-

Díaz et al 

(183) 

Espagne Humain 

N=14 

Bile Pendant une 

cholécystectomie. 

 

Séquençage des 

amplicons de la région 

V3 du gène de l'ARNr 

16S 

Chez les patients atteints de 

lithiase biliaire, la 

consommation de produits 

laitiers était négativement 

associée aux taux de 

Bacteroidaceae et de 

Bacteroides, et plusieurs types 

de fibres et d'acides gras étaient 

liés à l'abondance de 

Bacteroidaceae, Chitinophaga- 

ceae, Propionibacteraceae, 

Bacteroides et Escherichia-

Shigella.  
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Kose et al 

(184) 

Australie Humain 

N=4 

Calculs 

biliaires 

Pendant une 

cholécystectomie. 

 

PCR quantitative et 

séquençage de l’ARNr 

16S. 

Dans les calculs pigmentés 

analysés, les gènes impliqués 

dans la formation de biofilms 

ont été principalement 

récupérés à partir de Klebsiella 

et d'Enterococcus cliniquement 

pathogènes. Klebsiella était 

également présent dans l'un des 

calculs biliaires de cholestérol, 

tandis que les autres calculs de 

cholestérol analysés 

présentaient une prédominance 

de bactéries Gram-positives qui 

n'ont pas été identifiées dans les 

calculs pigmentés. 

 

 

 

CHOLANGITE SCLÉROSANTE PRIMAIRE (CSP) 
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Folseraas 

et al(185) 

Scandinavie, 

Allemagne, 

Central 

Europe 

centrale, 

USA 

Humain 

N=715 CSP 

N=2962 

contrôles 

Bile CPRE Analyse d'association 

de données couvrant 

l'ensemble du génome. 

Une augmentation significative 

de l'abondance des Firmicutes et 

une diminution parallèle des 

Proteobacteria ont été 

observées. Proteobacteria a été 

observée ainsi que des 

différences dans l'abondance 

des Bacteroidetes, 

Actinobacteria, et Tenericutes 

chez les patients présentant des 

génotypes de perte de fonction 

FUT2 et les  non-sécréteurs. 

Pereira et 

al (177) 

Finlande Humain 

N=80 CSP 

N=46 contrôles 

Bile CPRE Séquençage des 

amplicons de la région 

V1-V3 du gène de l'ARNr 

16S 

 

Les communautés bactériennes 

des sujets sans CSP et des 

patients avec CSP au stade 

précoce étaient similaires. 

L'abondance des Streptocoques 

était également positivement 

corrélée à une augmentation de 

la gravité de la maladie.  
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Références  

 

 

Pays 

 

Taille de 

l’échantillon 

 

Type de 

l’échantillon 

 

Modes de 

prélèvement  

Méthodes d’analyse 

 

Résultats de microbiote  

Cancer 

Avilés-

Jiménez et al 

(178) 

Mexique Humain 

N=10 CCAe 

N=10 contrôles 

Cellules 

épithéliales du 

canal biliaire 

Brossage CPRE Séquençage des 

amplicons de la région 

V4 du gène de l'ARNr 

16S . 

Le microbiote du cholangiocarcinome 

extrahépatique a montré des 

changements significatifs dans la 

composition microbienne. Le phylum 

Proteobacteria a dominé tous les 

échantillons. Nesterenkonia a diminué, 

tandis que Methylophilaceae, 

Fusobacterium, Prevotella, Actinomyces, 

Novosphingobium et H. pylori ont 

augmenté chez les patients atteints de 

cholangiocarcinome. 
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Chng et al 

(186) 

 

 

Singapour, 

Thaïlande, 

Roumanie 

Human 

N=28 CCA avec 

infection O.Viverrini 

N=32 CCA sans 

infection O. viverrini 

 

 

Tissue 

hépatique , 

bile, 

muqueuse 

gastrique 

Soixante échantillons de 

tumeurs primaires et 

d'échantillons normaux 

adjacents appariés (foie 

non-néoplasique) ont 

été obtenus auprès du 

tissue respiratoire  

L'amplification par 

réaction en chaîne par 

polymérase (PCR) de 

l'ARNr 16S a été réalisée 

à l'aide d'amorces qui 

ciblent la région V3 à V6 

du gène de l'ARNr 16S 

Une perturbation systémique du 

microbiome a été notée dans les 

échantillons de tumeurs par rapport aux 

échantillons normaux (pas de cancer) 

pour plusieurs familles bactériennes, avec 

une augmentation significative des 

espèces de Stenotrophomonas dans les 

tumeurs. La comparaison des groupes 

associés à Opisthorchis viverrini par 

rapport aux groupes non associés a 

identifié un enrichissement pour des 

bactéries entériques spécifiques 

(Bifidobacteriaceae, Enterobacteriaceae 

et Enterococcaceae). L'analyse 

fonctionnelle des microbiomes du 

cholangiocarcinome a révélé un potentiel 

plus élevé de production d'acides biliaires 

et d'ammoniac dans les tissus associés à 

O. viverrini, reliant le microbiote altéré à 

la carcinogenèse. 

Plieskatt et 

al (170) 

Thailandia Hamsters 

N=4 hamsters 

Selles, bile La bile de la vésicule 

biliaire et le contenu 

Des amorces 

universelles ont été 

Les analyses de communautés 

microbiennes ont révélé que l'infection 
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infecté O. viverrini 

N=4 témoins 

 

colorectal ont été 

prélevés sur chaque 

hamster sacrifié 6 

semaines après 

l'infection par O. 

viverrini 

utilisées pour amplifier 

les régions 

hypervariables (HVR) 7-

9 du gène de l'ARNr 16S 

bactérien 

par la douve a perturbé le microbiome du 

tractus gastro-intestinal, augmentant 

Lachnospiraceae, Ruminococcaceae et 

Lactobacillaceae, tout en diminuant 

Porphyromonadaceae, 

Erysipelotrichaceae et Eubacteriaceae. 

L'opisthorchiasis présente un phénotype 

inflammatoire robuste avec une élévation 

notable de l'IL-6. L'inflammation du 

système biliaire entraîne une fibrose 

périductale, précurseur du 

cholangiocarcinome.  

Scheufele et 

al (187) 

Munich Humain 

Cancer du canal 

cholédoque distal 

N=36 

Carcinome 

ampullaire N=26 

Carcinome de la tête 

du pancréas N=228 

Bile Per opératoire 

Des échantillons de bile 

peropératoires ont été 

obtenus directement 

après la transsection de 

la voie bilaire principale 

à l'aide d'un écouvillon.  

L'écouvillon a été 

conservé à température 

ambiante et transporté 

au service de 

microbiologie pour 

culture et évaluation du 

profil de résistance aux 

antibiotiques. Les 

résultats des tests 

microbiologiques ont 

Il existe des différences fondamentales 

dans le microbiome biliaire des patients 

atteints de cancer péri ampullaire qui 

subissent un drainage biliaire 

préopératoire (DBP) et ceux qui ne le font 

pas. Le drainage biliaire préopératoire 

induit une évolution du microbiome 

biliaire vers un spectre plus agressif et 

résistant, ce qui nécessite une stratégie 

d'antibiothérapie peropératoire. 
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été rapportés en 

fonction du type de 

bactérie, y compris le 

profil de sensibilité et 

de résistance des micro-

organismes cultivés. Les 

cultures 

microbiologiques des 

plaies incisionnelles 

infectées n'étaient pas 

obtenues de manière 

systématique. 
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Tsuchiya et 

al (188) 

Bolivie, Chili Humain 

Cancer de la vésicule 

biliaire N=7 

Cholelithiasis N=30 

Bile Cholécystectomie. 

 

Séquençage des 

amplicons de la région 

V3-V4 du gène de l'ARNr 

16S 

Salmonella typhi et Helicobacter sp. n'ont 

pas été détectés dans la bile des patients 

atteints de carcinome de la vésicule 

biliaire (CVB). En tant qu'espèces 

Prédominantes, Fusobacterium 

nucleatum, Escherichia coli et 

Enetrobacter sp. ont été détectés dans la 

bile des patients atteints de CVB. Les 

espèces présentes dans la bile des 

patients atteints de cholélithiase étaient 

Escherichia coli, Salmonella sp. et 

Enerococcus gallinarum. Escherichia coli a 

été détecté dans les échantillons de bile 

des patients atteints de CVB et de 

cholélithiase. 
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Chen et al 

(189) 

Chine Humain 

 CCAd N=8, 

cholédocholithiase 

récurrente N=16 

Calculs du canal 

cholédoque N=44 

Bile CPRE Extraction d'ADN et 

pyroséquençage MiSeq 

des amplicons de 

l’ARNr16S 

Chez les patients atteints d'un 

cholangiocarcinome distal, l'abondance 

des Gemmatimonadetes, Nitrospirae, 

Chloroflexi, Latescibacteria, 

Unclassified_Bacteria et Planctomycetes 

était plus élevée que chez les patients 

atteints de lithiase biliaire. 

Escherichia/Shigella, Staphylococcus, 

Klebsiella, Enterobacteriaceae et 

Faecalibacterium étaient les plus 

abondants  

 

 

CHOLÉCYSTITE, CHOLANGITE ET AUTRES MALADIES INFECTIEUSES BILIAIRES 
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Liu et al 

(190) 

China Humain 

Cholécystite aiguë 

N=25 

Témoins N=13 

Selles, bile Les échantillons fécaux. 

Les échantillons de bile 

ont été obtenus lors 

d'un drainage biliaire 

transhépatique 

percutané ou lors d'un 

drainage de la vésicule 

biliaire par voie 

endoscopique. 

 Extraction de l'ADN, 

amplification du gène 

de l'ARNr 16S et 

pyroséquençage ; 

isolement et 

identification de la 

souche d'E. coli dans la 

bile et analyse des 

endotoxines. 

E. coli était le principal micro-organisme 

pathogène biliaire, à côté d'autres tels 

que Klebsiella spp, Clostridium 

perfringens, Citrobacter freundii, et 

Enterobactercloacae dans la bile des 

patients. Le niveau d'endotoxine biliaire 

était significativement lié au nombre 

d'Enterobacteriaceae, en particulier E. 

coli.  
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Références  
 
 

Pays 
 

Taille de 
l’échantillon 
 

Type de 
l’échantillon 
 

Modes de prélèvement  Méthodes d’analyse 
 

Résultats de microbiote  

Yun et al (191) Corée Humain 

N=161 avec 

culture 

négative 

N=54 avec 

culture 

positive  

 

 

Bile Cholécystectomie  

  

 

Culture bactériennes ; 

différents antibiotiques ont 

été utilisés en fonction du 

type d'organisme isolé, et 

les résultats exprimés  

comme sensibles, 

intermédiaires ou 

résistants selon les normes 

cliniques. 

Escherichia coli et Klebsiella étaient le 

plus fréquents parmi les bactéries 

Gram -. Enterococcus était le plus 

fréquent parmi les bactéries Gram + 

Moins de 5 % de résistance contre les 

carbapénèmes, les bêta-lactamines, 

les antibiotiques glycopeptides et le 

linézolide. 

Liang et al (192) Chine Humain 

N=18 avec 

SOL  

N= 27 patients 

sans SOL. 

Bile Des échantillons de bile 

ont été extraits de la voie 

biliaire principale à l'aide 

d'un injecteur sans 

germes de 5 ml avant 

toute manipulation 

invasive sur le canal 

biliaire comme lors de la 

chirurgie, endoscopie. 

 

Le pyroséquençage de 

l'ARNr 16S et 

spectrométrie de masse 

par chromatographie 

liquide  

Un microenvironnement du canal 

biliaire avec une infection 

bactérienne plus sévère et une 

lithogénicité plus forte ont été 

retrouvés chez les patients 

présentant un sphincter d’Oddi 

défaillant. Les Protéobactéries et les 

Firmicutes étaient les phyla les plus 

répandus, en particulier les 

Enterobacteriaceae. Les patients 

atteints de reflux biliaire 



66 

 

possédaient plus diversité 

microbienne plus grande. Dans le 

groupe avec trouble du sphincter 

d’Oddi , des pathobiontes ( Bilophila 

et Shewanella), étaient plus et les 

bactéries commensales moins 

abondantes 

Itthitaetrakool et al 

(193) 

Thaïlande Hamsters et 

vers 

Hamsters 

N=14 

hamsters 

infecté O. 

viverrini 

N=12 témoins 

 

Tissu du foie Le tissu hépatique au 

niveau de la région hilaire 

et contenant un grand 

canal biliaire a été 

immédiatement prélevé 

après le sacrifice des 

hamsters 

 

Amplification des gènes de 

l'ARNr 16S, du gène 

spécifique du genre 

Helicobacter et du gène 

ureA de H. pylori 

Les identités des bactéries cultivées 

pour l'enrichissement suggèrent que 

l'infection chronique par O. viverrini 

modifie le microbiome du foie et 

favorise la croissance d'Helicobacter 

spp. Hypothèse d’une synergie entre 

O. viverrini et Helicobacter dans le 

renforcement des maladies 

hépatobiliaires est suggérée 

ENDOPROTHÈSE BILIAIRE 

Vaishnavi et al (194) Inde Humain 

N=51 

Cholangite 

N=31 non-

Cholangite 

Stents Les stents ont été 

récupérés par voie 

endoscopique 

 

Mise en culture en 

anaérobie et aérobie de 

l’extrémité de prothèse. 

Pour l'identification des 

bactéries anaérobies. 

Les bactéries les plus fréquemment 

identifiées étaient Pseudomonas, 

Citrobacter, Klebsiella, 

Staphylococcus, Serratia, Escherichia 

coli, Streptococcus, Enterococcus, 
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L'ADN microbien extrait 

dans la phase de  

croissance et identification 

moléculaire 

Aeromonas, Proteus et Enterobacter. 

La concentration en protéines des 

biofilms s'est avérée 

significativement plus élevée dans 

les endoprothèses placées chez les 

patients atteints de cholangite que 

chez ceux qui n'en étaient pas 

atteints dépendnat du diamètre. La 

formation de biofilms était plus 

importante chez les patients dont la 

durée de séjour était plus longue 

 

TRASPLANTATION DU FOIE 
Kabar et al (195) Allemagne Humain 

N=38 

Bile et selles Les stents ont été 

récupérés par voie 

endoscopique 

La bile a été recueillie par 

drainage biliaire 

percutané et pendant la 

CPRE après une 

transplantation du foie. 

 

La bile a été étalée sur  

gélose en aérobie et 

anaérobies et incubée 

entre 35° et 37°C 24 h et 48 

h. Pour l'identification, la 

spectrométrie de masse 

par désorption ionisation 

laser a été utilisée. 

Si les échantillons de selles 

étaient examinés de la 

Parmi les échantillons de bile isolés, 

64,2% étaient Gram +, 22,2% étaient 

Gram - et 13,6% révélaient la 

présence de Candida albicans. La 

bactérie Gram + les plus était 

Enterococcus faecium. Les bactéries 

Gram - les plus abondantes étaient E. 

coli et Klebsiella pneumonia. Il y avait 

une forte corrélation entre les micro-
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même manière. La 

sensibilité aux 

antibiotiques a été évaluée 

 

organismes trouvés dans la bile et 

ceux isolés des selles. 

Liu et al(196) Chine Humain 

N=5 

transplantés 

hépatiques 

présentant 

une lésion 

biliaire N= 4 

transplantés 

hépatiques 

sans lésion 

biliaire 

Bile Prélèvement dans un 

tube en T après 

stérilisation. 

 

Séquençage des amplicons 

de la région V4-V5 du gène 

de l'ARNr 16S 

Les Firmicutes et les Proteobacteria 

étaient les phyla prédominants. 

Enterococcus, Rhizobizum, Nevskia, 

Lactococcus, Bacillus étaient les 

genres les plus courants. 

Tableau 4: Études du microbiote biliaire dans plusieurs maladies biliaires.  (Adapté selon les références suivants 146, 167, 168, 170, 172-

174, 177-196) 
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3. Epigénétique  

 
i. Généralité  

 

Les séquences d’ADN sont transcrites en ARNm puis traduites en protéines. Si les anomalies 

structurelles d’ADN (mutation, délétion, inversion, etc…) peuvent aboutir en non-expression 

d’un gène, des phénomènes indépendants de la structure peuvent impacter cette expression.  

L'épigénétique désigne l'ensemble des mécanismes régulant l'expression des gènes de façon 

non liée à l’intégrité ou non des séquences géniques. 

Au cours du développement et de la différenciation cellulaire, les mécanismes épigénétiques 

participent dans un premier temps à l’établissement d’un nouvel état cellulaire, puis au 

maintien de cet état permettant de stabiliser l’identité cellulaire. Ces processus sont 

nécessaires au fonctionnement normal des organismes multicellulaires. Les modifications 

épigénétiques régulent également l’expression de gènes en fonction des conditions 

environnementales. Il s’agit d’un phénomène conférant à l’organisme la plasticité nécessaire 

pour s’adapter à son environnement et la capacité à induire des phénotypes alternatifs à partir 

d’un même génotype (197). 

Au cours de la vie d’un organisme, les cellules somatiques comme germinales peuvent 

développer des dérégulations épigénétiques et peuvent transmettre ces changements à leur 

progéniture. Des changements et altérations de l’épigénome peuvent apparaître au cours du 

temps, sous l’influence de facteurs internes, externes et/ou stochastiques, et peuvent être 

responsables de l’apparition de nombreuses pathologies. Les dérégulations de l’épigénome 

sont des mécanismes importants participant au développement et à la progression tumorale. 

Ces anomalies épigénétiques peuvent être réversibles, par opposition aux mutations se 

développant en parallèle dans le génome de la tumeur, et peuvent donc constituer 

d’éventuelles cibles thérapeutiques. 

Les fonctions du génome sont inexorablement liées à l’épigénome. La régulation épigénétique 

impacte l’état transcriptionnel, la compaction locale ou globale de la chromatine, et le 

partitionnement du matériel épigénétique pendant les réponses aux dommages de l’ADN et 

la progression du cycle cellulaire. Au niveau moléculaire, l’épigénétique est basée sur 

différents mécanismes incluant la méthylation de l’ADN (DNAme), les microARNs, les 

modifications post-traductionnelles (PTMs) d’histones. 
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L’expression des gènes indépendamment de la séquence génique peut être impactée par trois 

processus principaux (Figure 8) :  

a) Méthylation de l’ADN : 

C’est le processus épigénétique le plus largement étudié. 

D’un point de vue biochimique, cette marque épigénétique est caractérisée par l’addition 

covalente d’une groupement méthyl (CH3) sur le carbone 5 des cytosines pour former la 5-

methylcytosine (5mC), principalement dans un contexte de dinucléotides CpG. La méthylation 

de l’ADN est catalysée par une famille d’enzymes appelées ADN méthyltransférases (DNMTs). 

DNMT3A et DNMT3B, dites ADN méthyltransférases « de novo », sont capables de méthyler 

de l’ADN précédemment non-modifié. DNMT1 fonctionne au cours de la réplication de l’ADN 

afin de copier le profil de méthylation du brin d’ADN parental sur le brin nouvellement 

synthétisé : il s’agit de l’ADN méthyltransférase dite « de maintenance ». Ces DNMTs, 

impliquées dans l’embryogénèse, voient leur expression significativement diminuée dans les 

cellules différenciées, suggérant que le profil de méthylation de l’ADN des cellules post-

mitotiques est stable. 

La méthylation de l'ADN dans les ilots CpG joue un rôle central dans la stabilité génomique et 

dans l'expression des gènes des mammifères (198). 

 Normalement, les événements de méthylation de novo sont secondaires à la répression des 

gènes. Ils servent de mémoire à long terme des décisions antérieures d'expression génique 

qui régule la fonction des cellules, et empêche la réactivation des gènes dans les générations 

de cellules suivantes (199,200). 

La déméthylation de l’ADN peut être un processus passif lié à la prolifération des cellules, ou 

un processus actif. La déméthylation active est médiée par les enzymes de la famille TET, 

capables d’oxyder les cytosines méthylées pour former notamment des résidus de 5- 

hydroxymethylcytidine (5hmC), qui sont ensuite remplacés par des cytosines non-méthylées 

via des mécanismes de réparation de l’ADN (201). Par ailleurs, l’enzyme AID, essentielle au 

processus d’hypermutation somatique (SHM) dans les cellules B du centre germinatif (GC), 

pourrait être une nouvelle candidate pour la déméthylation active de l’ADN. La déamination 

des 5mC entrainerait la formation de mésappariements T>G, induisant le recrutement de la 

machinerie de réparation de l’ADN, et ainsi la correction de la thymine en cytosine non 

méthylée (202,203).  La déméthylation active des séquences régulatrices des gènes fait partie 
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intégrante des mécanismes qui conduisent la différenciation cellulaire par le biais de 

l'expression génétique (204,205). 

La méthylation de l’ADN est notamment impliquée dans l’empreinte génomique, l’inactivation 

du chromosome X ou encore la suppression d’éléments transposables. Elle est aussi associée 

à la répression des gènes lorsqu’elle est située sur des régions régulatrices, empêchant ainsi 

la fixation de facteurs de transcription ou favorisant le recrutement de complexes 

corépresseurs de la transcription au niveau des promoteurs des gènes cibles. Par ailleurs, il a 

été suggéré que la méthylation des corps de gènes pouvait promouvoir la transcription (206). 

Cependant, des études récentes du méthylome de l’ADN et du transcriptome ont révélé que 

leur association est plus nuancée que ce qui avait été observé précédemment. 

La méthylation de l’ADN peut en effet avoir de multiples rôles en fonction du contexte, 

notamment la présence d’autres modifications épigénétiques (207). 

L’hydroxyméthylation de l’ADN, longtemps considérée comme étant un état transitoire, est 

présente de manière stable sur certains promoteurs, au niveau de corps de gènes activement 

transcrits et de régions régulatrices actives ou en état de pause. Le rôle de la 5hmC dans la 

régulation de la transcription des gènes reste cependant élusif. Il a été notamment suggéré 

qu’il était dépendant du type cellulaire et du contexte chromatinien (208). 

 

-Méthylation d’ADN et cancer  

Ces deux modifications des cytosines sont dérégulées dans de nombreux cancers. 

En effet, l’oncogenèse est associée à une hypométhylation globale de l’ADN, une diminution 

globale du taux de 5hmC, ainsi qu’une hyperméthylation localisée de certains loci (207,208). 

Bien que ces aberrations du profil de méthylation ne soient pas toujours associées à 

l’expression des gènes, il a été montré que cette marque épigénétique pouvait être utilisée 

comme biomarqueurs pour le diagnostic, l’établissement du pronostic et le suivi de réponse 

aux traitements des patients atteints de cancers (209). Par ailleurs, une surexpression, des 

mutations ou des délétions des DNMTs ont été détectées dans différents cancers (210). Des 

protéines TET sont également mutées, anormalement transloquées ou sous-exprimées dans 

de nombreux cancers (211). De plus, l’utilisation de molécules inhibant les DNMTs sur 

plusieurs modèles de cancer a montré une réelle efficacité sur la prolifération et la survie des 

cellules tumorales, notamment via la réactivation de suppresseur de tumeur. La méthylation 
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de l’ADN constitue donc une cible thérapeutique potentielle dans les cancers. Des essais 

cliniques sont actuellement en cours dans différentes tumeurs solides (209). 

 

b) Modifications des histones post-traductionnelles (PTMs): 

 

Le premier niveau de compaction de l’ADN est caractérisé par l’enroulement de l’hélice d’ADN 

autour d’un octamère d’histone : c’est ce qui forme le nucléosome, et à une plus grande 

échelle, la chromatine. Il existe 5 classes d’histones : les histones H2A, H2B, H3et H4 forment 

le cœur de l’octamère, alors que l’histone HP1 qui est l’histone « de liaison » permettant de 

stabiliser le nucléosome. Chaque classe d’histones (sauf H4) comprend plusieurs sous types, 

dont le profil d’expression dépend de la réplication ou du contexte cellulaire. Les histones 

exprimées dans les cellules proliférantes sont qualifiées de « canoniques ». Les autres sous-

types, appelés les « variants d’histones », sont plus amplement exprimés dans les cellules 

différenciées par rapport aux cellules proliférantes (212) et jouent un rôle crucial dans la 

régulation de la ségrégation des chromosomes, de la transcription, de la réparation de l’ADN 

et bien d’autres processus (213,214). 

Les acides aminés de la queue N-terminale des histones peuvent être modifiés au niveau post-

traductionnel grâce à différents processus, tels que la méthylation, l’acétylation, la 

phosphorylation, l’ubiquitylation ou encore la SUMOylation (215). Ces modifications 

chimiques sur différents acides aminés sont catalysées par de nombreuses enzymes, incluant 

les histones méthyltransférases (HMTs) et déméthylases (HDMs), les histones 

acétyltransférases (HATs) et déacétylases (HDACs), etc. (Figure 9). Un nombre croissant 

d’études mettent en évidence qu’une grande majorité des enzymes capables de modifier les 

histones sont également capables de modifier des protéines non-histones, régulant ainsi leur 

activité ou leur stabilité (216). Les PTMs d’histones sont héritées au cours de la phase de 

réplication du cycle cellulaire, et peuvent être éditées en cas de différenciation cellulaire ou 

en réponse à diverses perturbations.  

La combinaison de différentes PTMs d’histones forme un « code histone » déterminant la 

structure et la fonction de région particulière de la chromatine (217). Les marques histones 

affectent le statut biochimique de la chromatine, et donc son degré de compaction et la 

structure du génome dans le noyau en phase réplicative, en mitose et en interphase (218). Par 

ailleurs, elles représentent également un socle reconnu par les protéines dites « lectrices » au 
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niveau de régions régulatrices, recrutant elles-mêmes différents acteurs régulant la 

transcription des gènes, la réplication de l’ADN (219) ou encore la réponse aux dommages à 

l’ADN. De ce fait, les modifications post traductionnelles des histones jouent un rôle important 

dans le statut prolifératif des cellules, leur adaptabilité face à des perturbations externes, mais 

également dans les processus de différenciation et le maintien de l’identité cellulaire. 

La collaboration d’un consortium international a permis de générer des profils de multiples 

modifications d’histones sur le génome entier, ayant des fonctions distinctes (H3K4me3 pour 

les promoteurs, H3K4me1 pour les enhancers, H3K27ac pour les régions régulatrices actives, 

H3K36me3 pour les régions transcrites, H3K27me3 pour la répression médiée par Polycomb 

et H3K9me3 pour l’hétérochromatine). L’acétylation et la désacétylation des lysines des 

histones entraînent respectivement l’activation (décompactions) et la répression 

(compaction) de la région chromatinienne affectée. Les lysines acétylées au niveau 

d’enhancers peuvent être reconnues par des protéines à bromo-domaines BET, recrutant 

elles-mêmes d’autres protéines régulant la transcription. 

Le rôle de la méthylation des histones est moins évident, et dépend notamment du résidu 

méthylé.  Le rôle de différentes classes d’histone lysine méthyltransférases (KMTs) ainsi que 

les modifications d’histones qu’elles catalysent est présenté dans la Figure 10. 

 

c) MicroARN : 

Les microARNs sont des ARNs non-codants de 18-24 nucléotides capables de réguler 

l’expression des gènes au niveau post-transcriptionnel en se fixant, en collaboration avec le 

complexe RISC (Complexe de blocage de l’expression génique par des ARN)( RNA-induced 

silencing complex), sur la région 3’UTR de leur ARN messagers (ARNm) cibles. Cette interaction 

conduit à la diminution de la traduction ou la dégradation de l’ARNm. Leur potentiel de 

régulation est vaste : plus de 60% des gènes codant pour des protéines sont estimés 

susceptibles d’être des cibles de miARNs. Ces derniers constituent un mécanisme 

épigénétique redondant, d’une part du fait que chaque miARN peut avoir plusieurs ARNm 

cibles, mais également que chaque ARNm peut être ciblé par différents miARNs (220). Bien 

que les miARNs soient des facteurs héritables à travers la mitose et la méiose, capables de 

réguler l’expression des gènes sans changer la séquence d’ADN (221). 

 

 

https://fr.wiktionary.org/wiki/complexe_de_blocage_de_l%E2%80%99expression_g%C3%A9nique_par_des_ARN
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-MicroARNs et cancer 

Les miARNs jouent un rôle important dans différents processus cellulaires, dont la 

prolifération, la régulation du cycle cellulaire, l’apoptose, la différenciation, la capacité 

d’invasion, et des fonctions spécifiques telles que les réponses immunitaires, les sécrétions 

hormonales ou l’angiogenèse. Tous ces processus sont impliqués dans le développement et 

l’évolution de cancers (222). L’expression de différents miARNs est dérégulée dans la plupart 

des cancers à travers différents mécanismes, dont des défauts de la machinerie de biogénèse 

des miARN, l’amplification/délétion de régions contenant des miARNs, ou un contrôle 

transcriptionnel aberrant (223). Les miARNs peuvent également être dérégulés par une 

méthylation anormale de l’ADN ou par des altérations des PTMs des histones (224). D’autre 

part, plusieurs miARNs, les épi-miARNs, sont capables de réguler différents acteurs 

épigénétiques (PRC1, PRC2, DNMTs, HDACs…) ; ces épi-miARN sont souvent dérégulés dans 

les cancers (225).   

 

Les trois principaux mécanismes de modification épigénétique (méthylation d’ADN, 

modification des histones, synthèse de miARN) sont présentés dans la figure 8. 
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Figure 8 : Trois grands mécanismes de modification épigénétique. A) La méthylation de 

l'ADN. La méthylation de l'ADN est médiée par des enzymes ADN méthyltransférase sur 

les sites CpG. Elle peut également diminuer l'expression des gènes en réduisant la liaison 

des facteurs de transcription ou en augmentant la liaison des protéines du méthyl-CpG 

(226–229). B) Modification des histones. L'acétylation des histones, en particulier des 

résidus lysine des queues d'histones, est une modification importante des histones qui 

peut accélérer la liaison des facteurs de transcription puis l'expression des gènes à côté de 

la déméthylation de l'ADN (228–230). C) Les miARNs. La formation de miARNs commence 
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dans le noyau et continue dans le cytosol qui peut effectuer un mécanisme pour réguler 

l'expression des gènes au niveau de l'ARNm (231). Adapté Azam Moosavi et al 2016 (232) 

 

 
Figure 9 : Liste des modifications post-traductionnelles de différents acides aminés des 

histones, ainsi que les enzymes associées. (Adapté SnapShot de la revue Cell « Histone-

Modifying Enzymes », par T. Kouzarides). 
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Figure 10 : Tableau présentant différentes lysines méthyltransferases et la nature et les 

propriétés biologiques de leur substrat. (Adapté SnapShot de la revue Cell « Histone Lysine 

Methylase Complexes », par M. Mohan, H.M. Herz et A. Shilatifard). 

 

ii.  Les modifications épigénétiques de l’organisme 

Les modifications épigénétiques sont un processus dynamique reflétant une interaction 

complexe entre un organisme et son environnement. Par exemple, l'acétylation des résidus 

lysine dans les sous-unités d'histone peut généralement avoir pour effet de promouvoir la 

transcription des gènes, ou la méthylation de Lys9 ou Lys27 de l'histone H3 est corrélée à la 

répression des gènes. En revanche, la méthylation de Lys4, Lys36 ou Lys79 de H3 est 

ordinairement associée à l'activité génique (230). La quantité héritable des expressions 

génétiques est d'environ 30 %, alors que ce pourcentage est réduit à environ 23 % dans les 

cellules cultivées en culture. 
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De telles associations entre les niveaux de méthylation et les variations génétiques ont été 

constatées dans plusieurs organismes, tissus et populations cellulaires (231,233,234). 

Des études animales (235) ont montré que l'apprentissage contextuel dépendant de 

l'hippocampe peut susciter une mémoire liée à la peur remarquablement persistante, et que 

ce comportement dépend de la méthylation de l'ADN de novo. Les inhibiteurs des DNMT 

pourraient abolir la mémoire liée à la peur en empêchant la méthylation de l'ADN. D'autres 

études ont suggéré que l'acétylation des histones et la méthylation de l'ADN influencent la 

formation de la mémoire, et que la méthylation de l'ADN joue un rôle clé dans le stockage des 

souvenirs à long terme dans les régions corticales du cerveau (231,235). 

Le rôle de la méthylation dans l'horloge biologique a fait l'objet d'une découverte intéressante 

ces dernières années. L'étude de 353 marqueurs épigénétiques (méthylation du dinucléotide 

CpG) dans l'ADN a permis de prédire le vieillissement des tissus (236). De même, le rôle de la 

méthylation et de l'acétylation au cours de la différenciation a été démontré en étudiant les 

régions promotrices de facteur de transcription 4 se liant à un octamère (Oct4) (octamer-

binding transcription factor 4) (237). Au cours de ces dernières décennies, des mécanismes 

épigénétique ont été impliqués dans plusieurs maladies liées au vieillissement. Le processus 

de vieillissement a été associé à ce qui semble être des changements stochastiques dans les 

modèles de méthylation de l'ADN dans de multiples tissus qui commencent dans l'embryon et 

se poursuivent lentement au fil du temps. Une étude (236) a comparé les locis méthylés dans 

des conditions physiologiques et pathologiques de 30 tissus différents provenant d'adultes et 

d'enfants a démontré que les événements de méthylation de l’ADN se produisent d'une 

manière hautement spécifique, et forment des modèles de vieillissement biologique 

spécifiques aux tissus. De même, une autre étude (238) a obtenu un estimateur de l'âge très 

précis sur la base de 71 CpGs provenant de l'ADN du sang adulte, qui est devenu un prédicteur 

de la santé humaine. Par la suite, une étude (239) a utilisé une moyenne de 10 biomarqueurs 

sanguins cliniques de l'âge pour sélectionner les CpG sanguins qui estiment l'âge biologique 

prédisant théoriquement la date du décès. Les marqueurs de méthylation peuvent être 

utilisés pour estimer l'âge et la mortalité liés à la maladie. En effet, la mortalité toutes causes 

est largement étudiée en association avec l'âge de méthylation de l'ADN. L’étude (240) réalisé 

sur 5124 personnes âgées du nord-est des États-Unis, a démontré que l’âge de la méthylation 

était associé à la mortalité, ce qui a été confirmé par des études plus récentes (241,242).  En 

outre, une étude portant sur 86 jumeaux danois a révélé que le jumeau dont l'âge de 
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méthylation de l'ADN était le plus élevé au départ présentait une probabilité de 69 % de 

mourir le premier, sur une période de suivi de 10 ans (243). 

Les mesures du vieillissement biologique basées sur la méthylation de l'ADN ont été associés 

à un risque accru de cancer et une survie plus courte au cancer, indépendamment de 

principaux facteurs de risque pour la santé  (244,245). 

Ces processus régulent l'expression des gènes en modulant la structure de la chromatine ou 

en régulant la liaison de la machinerie transcriptionnelle à l'ADN. L'une des caractéristiques 

les plus importantes de ces mécanismes est qu'ils peuvent être modulés par de facteurs 

environnementaux tels que l'alimentation, le stress, l'activité physique, les habitudes de 

travail et la consommation d'alcool (246–248) (Figure 11) . 

 

 

 

Figure. 11. L'ensemble des mécanismes épigénétiques qui favorisent les effets des stimuli 

physiologiques et pathologiques et des facteurs environnementaux sur l'expression des 

gènes. ( Adapté Pagiatakis et al 2019) (249). 

 

iii. Epigénétique et cancer 

Le cancer est une maladie qui résulte de l'accumulation d'altérations génétiques et 

épigénétiques. 

Pour plusieurs cancers, le facteur de risque le plus important est l'âge (250). Les perturbations 

du génome sont liées aux modifications de l'environnement cellulaire, d'inflammation, la 

diminution de la fonction immunitaire et l'accumulation de dommages à l'ADN ce qui 

entraînerait une transformation maligne (251). 

Afin d’élucider le rôle de la régulation épigénétique dans le cancer, plusieurs études ont, au 

cours des dernières décennies, concentré leur attention sur les mécanismes épigénétiques 

modifiés au cours du cancer. La dérégulation de la méthylation de l'ADN est l'une des 
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perturbations épigénétiques les plus courantes dans le cancer. La méthylation de l'ADN est 

une marque épigénétique associée à la régulation de la transcription et la structure de 

génome. 

La perte de la méthylation de l'ADN au niveau d'éléments régulateurs et répétitifs tels que les 

éléments Alu (Alu) et les longs éléments nucléaires intercalés (LINE1) a été associée à une 

augmentation de l'instabilité génomique, entrainant des arrangements chromosomiques ce 

qui conduirait à la formation de tumeurs (252,253). À l'inverse, il a été démontré que dans 

certains types de tumeurs, c’est l'hyperméthylation des îlots CpG dans les régions promotrices 

de gènes suppresseurs de tumeurs qui est associée au développement du cancer (254) (Figure 

12). 

 

Figure 12 : Résumé des modifications de la méthylation de l'ADN dans la carcinogenèse et 

le vieillissement. (Adapté Pagiatakis et al 2019) (249). 

 

Les modifications épigénétiques ont un effet considérable sur le cancer. L'hyperméthylation 

des régions promotrices des gènes suppresseurs de tumeurs peut inactiver de nombreuses 

fonctions suppressives de tumeurs. Les niveaux de méthylation jouent également un rôle 

important dans les divisions cellulaires, la réparation de l'ADN, la différenciation, l'apoptose, 
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l'angiogenèse, les métastases, la réponse aux facteurs de croissance, la détoxification et la 

résistance aux médicaments (227). De telles caractéristiques ont favorisé d'énormes progrès 

dans la détection précoce du cancer à l'aide des niveaux de méthylation. Par exemple, 

l'hyperméthylation des régions promotrices des gènes APC et RASSF1A est considérée comme 

un marqueur épigénétique commun pour la détection précoce du cancer (255). De même, 

l'hyperméthylation de la région promotrice de TP53 a été signalée comme un marqueur 

commun pour l'évaluation du développement du cancer (256). Il existe également d'autres 

types de modifications épigénétiques dans le cancer. Ces dernières années, la dérégulation 

des miRNA a été confirmée dans le cancer du sein, ce qui pourrait être utilisé comme 

biomarqueurs diagnostiques (257). De même, l'hyper- et l'hypo-méthylation de plusieurs 

gènes dans le cancer du sein ont été confirmées (258). 

L'instabilité des microsatellites, l'instabilité chromosomique et le phénotype de méthylation 

des îlots CpG ont été identifiés comme trois mécanismes majeurs affectant la fonction des 

gènes dans le cancer colorectal (CCR). L'instabilité des microsatellites se produit dans 15% des 

CCR, ce qui peut entraîner une instabilité du phénotype par des gènes de réparation des 

mésappariements mutés ou méthylés (259). Dans une analyse complète des tumeurs CCR chez 

les patients iraniens, Brim et al. (260)  ont démontré un taux d'instabilité des microsatellites 

élevé (18%). À partir de 15 gènes cibles de méthylation connus, APC2, PTPRD, EVL, GPNMB, 

MMP2 et SYNE1 se sont révélés méthylés dans la plupart des échantillons, qui peuvent être 

potentiellement utilisés comme marqueurs cliniques et pathologiques spécifiques du CCR 

dans cette population (260). Il a été rapporté que la pathogenèse du CCR est contrôlée par les 

miARNs, qui peuvent agir comme régulateurs des voies oncogènes et suppresseurs de 

tumeurs, responsables du développement du cancer. Il a été confirmé que différents miARNs 

peuvent être utiles comme biomarqueurs et sont potentiellement applicables dans 

l'évaluation du pronostic et la détection des stades du CCR (257). Il a également été observé 

qu'en l'absence d'activité O6-méthylguanine-DNMT en tant que protéine de réparation de 

l'ADN, les gènes spécifiques, tels que K-ras et p53, pourraient être accumulés par transition G-

à-A. De plus, l'hyperméthylation près du codon de départ méthyl guanine-DNMT dans le locus 

spécifique est critique pour la progression du cancer, qui peut avoir une valeur pronostique 

chez les patients atteints de CCR (261). 

Il a été indiqué aussi que les miARNs jouent un rôle important dans de nombreux types de 

cancer : leucémie myéloïde aiguë, leucémie lymphocytaire aiguë, leucémie myéloïde 
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chronique, leucémie lymphocytaire chronique, carcinome de l'endomètre, cancer gastro-

intestinal, cancer du poumon, cancer de la vessie, tumeurs de la thyroïde et adénocarcinomes 

de l'œsophage. Par conséquent, les applications potentielles des miARNs dans le diagnostic et 

le pronostic de ces cancers seront mises en évidence dans un avenir proche (257). 

Les gènes de l'isocitrate déshydrogénase 1 (IDH1) et de l'IDH2 sont fréquemment mutés dans 

les gliomes de bas grade, les leucémies myéloïdes aiguës de novo chez l'adulte et dans les 

sous-ensembles de chondrosarcomes et de lymphomes. De manière intéressante, une 

corrélation élevée entre le phénotype de méthylation des histones et de l'ADN dans les 

gliomes mutants IDH a été rapportée (230). Dans les tableaux 5, 6 et 7, les modifications 

épigénétiques dans différents types de cancer sont présentées. 

 

Type de cancer Gènes  Méthylation du 
promoteur 

Référence 

Sein RARB2, MSH2, 
ESR1B, AKR1B1, 
COL6A2, GPX7, 
HIST1H3C, HOXB4, 
RASGRF2, TM6SF1, 
ARHGEF7, TMEFF2, 
RASSF1, BRCA1, 
STRATIFIN, RASSF1A  
 

Hyperméthylation 262 

Gastrique RUNX3  
 

Hyperméthylation 262 

Foie CDKN2A  
 

Hyperméthylation 262 

Œsophage APC  
 

Hyperméthylation 262 

Colorectal SEPT9, hMLH1, 
CDKN2A/p16, HTLF, 
ALX4, TMEFF2/HPP1, 
NGFR, SFRP2, 
NEUROG1, RUNX3, 
UBE2Q1  
 

Hyperméthylation 263,264 

Poumon RARB2, RASSF1A, 
CHFR, STRATI-FIN, 
SHOX2, RASSF1A 
APC1  
 

Hyperméthylation 262 
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Tableau 5. Méthylation des promoteurs dans différents types de cancer (262–264). (Adapté 

Azam Moosavi et al 2016) (232). 

 

 

Type de cancer Type de modification de l'histone Référence 

Adénocarcinome 
du poumon 

Hyper-régulation de l'α-2 glycoprotéine 1 en 
conséquence de l'acétylation globale des 
histones. 

265 

Carcinome 
pulmonaire non à 
petites cellules 

Désacétylation globale de H3 266 

Gastrique Triméthylation globale de H3K9 [107] 
Silence de RUNX3 en conséquence de 
l'augmentation de la diméthylation de H3K9 
et de la diminution de l'acétylation de H3 

 
267, 268 

Prostate Acétylation globale de H3K9, H3K18, et H4K12 
et diméthylation de H4K3 et H3K4 [109] 
Activation de PTEN, CYLD, p53 et FOX03a par 
la modulation de la méthylation et de la 
désacétylation des histones H3K9 [110]. 

269,270 

Colorectal Désacétylation globale de H3K9 271 

Pancréatique Acétylation de la région promotrice de 
l'histone H3 de C/EPBα [112] 

272 

   

Tableau 6. Modifications des histones dans différents types de cancer (265–272)  

(Adapté Azam Moosavi et al 2016) (232). 
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Type de cancer Types de miRNA [(+)= hyper-régulation/(-)= hypo-régulation 

Carcinomes 

épidermoïdes de 

l'œsophage 

miR-21(+)  

 

Poumon miR-17-92 (+)  

miR-34c, miR-145, et miR-142-5p, let-7(-)  
 

Carcinome 

épidermoïde 

primaire de la 

tête et du cou 

miR-1, miR-133a, miR-205, et led-7d(-)  

bsa-miR-21(+)  
 

Gastrique miR-106a(+)  

miR-433 et miR-9(-)  
 

Prostate miR-135b et miR-194(+)  

miR-23b, miR-100, miR-145, miR-221, miR-222(-)  
 

Mélanome miR-182(+)  

 

Hépatocellulaire miR-18a(-)  

 

Colorectal miR-let 7g, miR-21, miR-20a,famille de miR-17-19, miR31, miR 135, 

miR-181b, et miR 200c (+)  

miR-34, miR-let7, miR-143, miR-145, miR-133b, et miR-126(-)  
 

Vessie miR-2 23, miR-26b, miR-221, miR-103-1, miR-185, miR-23 b, miR- 203, 

miR 17-5p, miR-23, miR-205(+)  

miR-29c, miR-26a, miR-30c, miR-30e-5p, miR-45, miR-30a-3p, miR-

133a, miR-133b, miR-195, miR-125b,and miR-199a (-)  
 

Sein miR-21, miR-155, miR-23, et miR-191(+)  

miR-205, miR-145, miR-10b, et miR-125b (-)  
 

 

Tableau 7. Les changements de miARN dans différents types de cancer (231,257,273). 

(Adapté Azam Moosavi et al 2016) (232). 
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iv. Epigénétique et CCAs 

Il a été démontré que l'épigénétique jouait un rôle important dans le l'initiation et la 

progression des CCAs, en affectant le phénotype tumoral en l'absence de modifications des 

séquences d’ADN  (274). 

La dérégulation de la méthylation, les modifications des histones et l'expression aberrante des 

ARN non codants favorisent une transcription et un déséquilibre de l’expression génique qui 

modifie l'homéostasie cellulaire et entraine la transformation maligne. 

Des études épigénétique ont montré des mutations fréquentes à la fois dans IDH1 et IDH2 

dans le CCA (275,276). Les mutations dans l'IDH sont associées à une hyperméthylation des 

ilots de CpG, ce qui suggère une dérégulation globale au sein du programme transcriptionnelle 

(275). L'IDH1 a été souligné comme étant un rhéostat épigénétique qui, lorsqu'il est muté a 

été proposée pour remodeler le paysage génomique avec une conséquence globale sur la 

machinerie transcriptionnelle, déclenchant une altération du processus cellulaire de 

différenciation (277). Il est important de noter que les mutations de l'IDH provoquent la 

dérégulation du facteur nucléaire hépatocytaire 4α (HNF4α), bloquant la différenciation des 

hépatocytes et favorisant ainsi le cancer des voies biliaires (278). Les promoteurs de plusieurs 

gènes impliqués dans la voie de signalisation Wnt sont hyperméthylés dans les tissus de CCA 

(279). Un certain nombre de publications suggèrent fortement que les changements 

épigénétiques sont des événements précoces dans le processus malin, en reliant 

l’épigénétique de la tumeur au microenvironnement (280) et ouvrant des possibilités de 

détection précoce de CCA (281). En particulier, la surexpression de l'histone désacétylase 6 

(HDAC6) a été rapporté dans le CCA ; elle  favorise le raccourcissement du cil primaire et l’ 

hyperprolifération subséquente (282). 

De plus en plus, des études confirment la dérégulation de la méthylation dans les cellules des 

CCAs par rapport aux cellules normales avec une hyperméthylation prévalent dans plusieurs 

sites CpG dans les cellules CCA (279,283). 

L'une des plus grandes études d'analyses génétiques et épigénétiques intégratives en CCA, 

incluant 489 CCA de dix pays / régions, a montré comment la composition moléculaire de CCA 

va au-delà de la différenciation selon le site anatomique (284). 
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En effet, en combinant le séquençage d'ADN avec des analyses transcriptomiques et des 

méthylations de l'ADN, quatre groupes (clusters) de CCA avec des résultats cliniques différents 

ont été identifiés. 

Deux sous types de CCA hyperméthylés se sont démarqués, avec une association intéressante 

entre l’hyperméthylation des ilots CpG et les tumeurs liées à la douve du foie, une 

augmentation du taux de mutation, une régulation négative de l’enzyme de déméthylation de 

l'ADN (TET1), une régulation positive de l'histone méthyltransférase (EZH2) et une 

augmentation du taux de événements de désamination. 

Inversement, le sous-groupe des CCAis enrichi en mutations IDH1/2 et BAP1, ainsi qu'en 

translocations de FGFR, présentait une hyperméthylation des ilots CpG (les régions qui 

flanquent immédiatement les îlots CpG jusqu'à 2 kb de distance). Ce schéma différent suggère 

comment la dérégulation épigénétique précoce causée par des événements cancérigènes 

externes (par exemple, la douve du foie) sont à la base du développement de CCA dans le 

premier groupe, alors que dans le deuxième groupe, les aberrations épigénétiques 

surviennent probablement comme une conséquence en aval de mutations somatiques (IDH) 

qui produisent des oncométabolites responsables de l'hyperméthylation de l'ADN. 

Ces différences ont de remarquables implications cliniques, car d'une part, les événements 

épigénétiques précoces pourraient être utilisés pour la détection précoce des tumeurs du 

premier groupe (en utilisant des marqueurs quantitatifs de méthylation de l'ADN dans la bile 

des individus à risque) (285) et d'autre part, les mutations clonales des tumeurs pourraient 

être un marqueur de thérapies ciblées efficaces (comme les comme les inhibiteurs de l'IDH). 

Les données sur le méthylome peuvent également fournir des informations sur l’origine des 

cellules de CCA. CCA est une tumeur à forte occurrence génétique et épigénétique qui 

semblent présenter un enrichissement d'événements liés à la régulation  des cellules souches 

embryonnaire (286–288). Les tumeurs mutées par l'IDH plutôt ressemblent au profil des CCAs 

cholangiocellulaires qui montrent une expression génique de la transition épithélialo-

mésenchymateuse (TEM) (288). 

Les modifications d'histones ont été peu étudié dans les CCAs.  Les enzymes histone 

désacétylase (HDAC) sont responsables de la régulation de l'acétylation des histones qui 

affecte finalement l'organisation de la chromatine. HDAC montre une hyper-régulation dans 

la CCA in vitro (289), et sont étudiés comme cibles de traitement. Les résultats suggèrent 
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également que les inhibiteurs d'HDAC, ainsi que le Dasatinib, pourraient être particulièrement 

actif dans les cellules tumorales mutées par IDH (290,291) . 

Les ARN non codants représentent environ 98% des ARN humains et incluent les microARN 

(miARN) et les longs non codants ARN, entre autres. Ces ARN non codants régulent 

l'expression des gènes cibles affectant toutes les caractéristiques du phénotype du cancer de 

la prolifération cellulaire et la migration vers TEM et la réglementation de la cil primaire dans 

les cholangiocytes (292–296) (Figure 13). 

Les altérations épigénétiques les plus courantes identifiées dans le CCA sont (IDH1 et IDH2) 

(297–301) et les facteurs de remodelage de la chromatine (histone-lysine N-méthyltransférase 

2C, également appelée MLL3) (302), y compris le complexe SWI / SNF (ARID1A, PBRM1 et 

BAP1) (230,260,261,264) et la voie de signalisation Notch dérégulée, qui est un élément clé 

de la différenciation des cholangiocyte et développement de cancer des voies biliaires 

(Tableau 8). 

Cible moléculaire Rôle fonctionnel Caractéristiques cliniques 

possibles 

Référence 

IDH1, IDH2  

 

Maintien du génome 

(épigénétique, 

Méthylation de l’ADN) 

Altération de la méthylation 

Statut et Survie 

(297–

301), 

(275–278)  

 

Complexe SWI-

SNF 

(ARID1A, PBRM1, 

BAP1) 

Activation du 

remodelage de la 

chromatine  

 

Mauvais pronostic (297–301) 

Lignée mixte de 

leucémie 3 

(MLL3 ou KMT2C  

Méthyltransférase ou 

remodelage de la 

chromatine 

 

Activation (302) 

HDAC6  

 

Régule la morphologie 

ou la fonctionnalité 

primaire du cilium  

Surexprimé (282) 

Tableau 8. Altérations épigénétiques trouvées dans le cholangiocarcinome. (Adapté Jesus et 

al 2016)(3). 
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 Figure 13 : ARN non codants dans le cholangiocarcinome et leur relation avec différents 

processus tumorigènese. Les ARN non codants (ARNnc) qui se sont avérés être dérégulés 

(vers le haut ou vers le bas) dans le cholangiocarcinome et qui ont des rôles clés dans la 

régulation des processus cellulaires, tels que la prolifération, le cycle cellulaire, la 

ciliogenèse, l'épigénétique, l'inflammation, chimiorésistance, survie, transition 

épithélialo-mésenchymateuse (TEM), migration et invasion. (Adapté Jesus et al 2020) (9). 
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II. Objectifs  
 

Le Cholangiocarcinome est un cancer de mauvais pronostic avec un arsenal thérapeutique 

limité.  Les variations géographiques et ethniques dans l’épidémiologie des CCAs reflètent des 

influences génétiques et environnementales et peuvent rendre compte de l’hétérogénéité de 

l’entité de CCA.  

Les étapes tissulaires de la carcinogenèse biliaire sont mal connues mais est décrite sur le 

schéma de l’évolution du cancer gastrique de type intestinal où la muqueuse gastrique 

normale fait la place de l’hyperplasie suivie de la métaplasie et la dysplasie avant la survenue 

de l’adénocarcinome.  

Dans cette approche lLe microbiote biliaire apparaît comme un élément clé dans la 

physiopathologie des CCAs. La dysbiose au cours des CCAs est en cours de caractérisation 

grâce au développement et à l’utilisation de nouveaux outils. L'ARNr 16S puis les techniques 

de séquençage avec l’aide de la bio-informatique ont permis le séquençage de génome du 

microbiote. Ces nouvelles données permettent de mieux caractériser le microbiote biliaire 

pour définir cette dysbiose. 

Au-delà de cette action directe, le microbiote s’inscrit dans un écosystème complexe dont le 

bon fonctionnement permet le maintien de l’homéostasie. Au cours d’une dysbiose, les 

modifications de l’équilibre bactérien pourraient participer à la promotion de la 

carcinogenèse. Ces modifications de l’écosystème sont autant de pistes pour tenter de 

restaurer une symbiose.  

Dans ce contexte, notre étude vise à : 

Caractériser le microbiote biliaire sans à priori et identifier une dysbiose biliaire chez des 

individus atteints de CCA en comparaison à des sujets contrôles avec des pathologie biliaire 

bégnine (PBB) car il est difficile d’obtenir de la bile des sujets normaux.  

Le cancer est une maladie qui résulte de l'accumulation d'altérations génétiques et 

épigénétiques. De plus, le comportement des bactéries vis-à-vis des cellules de l’hôte met 

davantage l’épigénèse en branle que des modifications structurelles d’ADN. Ainsi, les 

bactéries pourraient impacter l'expression des gènes en modulant la structure de la 

chromatine ou en régulant la liaison de la machinerie transcriptionnelle à l'ADN. Ces 
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modifications sont sous le contrôle d’autres facteurs environnementaux et le temps 

d’exposition (vieillissement). 

Dans ce contexte, notre étude vise à : 

Caractériser le profil des gènes hypo et hyper methylés circulant à l’aide de l’analyse de 

cellules sanguines et tissulaire tumorale en comparaison aux tissues normaux chez les patients 

atteints de CCA, pour identifier des gènes candidats dont l’expression est modifiée. 
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III. Matériels et méthodes 

 

1. Analyse de Microbiote  

1.1 Patients et méthodes  

 

Entre 2010 et 2016, du liquide biliaire a été prélevé au cours d'une CPRE chez 75 personnes 

consécutives adressées à des centres tertiaires et présentant une obstruction biliaire et 

suspectés d'avoir soit une CCA, ou une lithiase des voies biliaires. Un centre hospitalier et 

universitaire (Hôpital Firouzgar, Teheran-Iran) a été à l’origine de la collection biologique. 

Conformément à la Déclaration d'Helsinki, le protocole de recherche de surveillance et 

d'obtention d'échantillons de sang et de bile a été approuvé par le Comité d'éthique de 

l'Université des sciences médicales d'Iran sous l'ID : IR.IUMS.REC.1397.115 encadrant l’activité 

du centre partenaire. 

Après l'explication complète du but et des procédures de l'étude par un médecin, les patients 

ont signé un document de consentement officiel, qui doit être conservé par le partenaire 

iranien pendant 15 ans. Tous les participants étaient des adultes ayant une cognition 

supérieure à la normale. Les critères d'inclusion étaient les suivants : adultes âgés de 21 ans 

ou plus ; suspicion d'obstruction biliaire due à un cholangiocarcinome ou à une lithiase sur la 

base de taux élevés d'enzymes hépatiques et de bilirubine totale ; présence d'une sténose à 

l'échoendoscopie ou à la cholangiopancréatographie par résonance magnétique (CPRM). Les 

critères d'exclusion étaient les suivants : antécédents d'hépatite virale, d'hépatite auto-

immune, d'hépatite alcoolique, de stéatohépatite non alcoolique (NASH), d'hépatite induite 

par des médicaments et de chimiothérapie. Lors d’une CPRE les patients ont eu un brossage 

biliaire après le prélèvement d’un mL de bile. Pour éviter tout contact et toute contamination 

avec la muqueuse duodénale lors de la CPRE, une fois la sortie du canal de l'endoscope 

positionnée à l'entrée du canal biliaire, un cathéter biliaire a été utilisé pour la canalisation du 

canal biliaire et un 1 à 2 ml de bile a été prélevé avant le brossage pour la cytologie ; les deux 

échantillons ont été utilisé pour les analyses microbiologiques et pathologiques et ont été 

transférés au laboratoire du centre de recherche gastro-intestinale et hépatique (GILDRC) du 

CHU et conservés à -80°C jusqu'à l'analyse. Les patients dont la cytologie ou les biopsies 
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suggéraient une CCAe ont été enregistrés et pré sélectionnés jusqu'à ce que les lésions soient 

confirmées histologiquement sur la base des échantillons biopsiques ou chirurgicaux (le cas 

échéant). Pendant la période d'étude qui n'a pas dépassé 15 mois, la population totale de 

l'étude comprenait 30 patients atteints d'une CCAe et 50 patients atteints d'une lithiase, ces 

derniers étant considérés comme des contrôles, en raison du diagnostic final de pathologie 

biliaire bénigne. Cinq patients ont été exclus de l'analyse (deux dans le groupe CCAe et trois 

dans le groupe contrôle) en raison de l'absence d'échantillons protocolaires ou de 

confirmation de la maladie. Les échantillons congelés ont été transférés au laboratoire de 

l'EC2M3 en France en condition contrôlée pour l'extraction et le séquençage de l'acide 

désoxyribonucléique (ADN).  En bref, 28 patients CCAe ont été comparés à 47 témoins. Les 

patients ont été classés en deux sous-groupes supplémentaires : ceux présentant des maladies 

associées, telles que le diabète, les maladies inflammatoires de l'intestin (MII), la cholangite 

sclérosante primaire (CSP) et la pancréatite, ainsi que ceux ne présentant aucune maladie 

associée. 

 

1.2 Extraction d'ADN biliaire 

 

Les liquides biliaires ont été immédiatement congelés après le CPRE jusqu'à l'extraction de 

l'ADN. Une même procédure d'extraction d'ADN non biaisée a été appliquée à tous les 

échantillons, avant que la métagénomique ciblée ne soit réalisée. La pré-extraction par 

homogénéisation des billes qui est assure la rupture de paroi des cellules, a été suivie de 

l'extraction à l'aide d’un kit commercial QiaSymphony (Qiagen, Hilden, Allemagne), selon les 

instructions du forunisseur. L’ADN ainsi extrait a été soumis ensuite au processus de 

séquançage. Un contrôle négatif a été testé dans chaque série, et des contrôles positifs ont 

été utilisés pour évaluer la performance des techniques métagénomiques de détection des 

bactéries (Zymobiomics®, Ozyme, Montigny le Bretonneux, France). 

 

1.3 Métagénomique ciblée 

 

La métagénomique ciblée comprend l'étude de bibliothèques d'amplicons des domaines V3-

V4 (16S-V3V4) (303) du gène bactérien ARNr 16S. Les amplicons ont été préparés à partir de 
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d’une solution finale de 5mL d'extraits d’acides nucléiques, selon le protocole de préparation 

de la bibliothèque de séquençage métagénomique 16S fourni par le fabricant (Illumina, San 

Diego, Californie, USA). Le contrôle de qualité a été évalué à l'aide d'un ScreenTape D1000 sur 

une TapeStation (Agilent, Santa Clara, Californie, États-Unis). Les quantités d’ADN ont été 

déterminées par le kit Quant-it dsDNA Assay (ThermoFischer, Waltham, MA, États-Unis) sur 

un Mithras LB 940 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Allemagne). 

Toutes les librairies ont été normalisées en nM, regroupées et dénaturées avant le séquençage 

en fin de pair (v3-v4, 2 x 300 pb) sur un appareil MiSeq (Illumina, San Diego, Californie, États-

Unis). Les régions bactériennes ciblées ont été séquencées selon les instructions du fabricant 

(304). 

Au total, 10 483 756 « paired-reads » ont été séquencés (137 944,16 +/- 41 883,18 

read/échantillon, longueur : 25-251bp). Après vérification de la qualité avec le logiciel FastQC 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/, v0.11.9), les reads de moins 

de Q20 (en utilisant une fenêtre coulissante de 5pb) et d’une longueur minimale de 100bp (en 

utilisant trimmomatic, v0.39) (305) ont été filtrées pour défaut de qualité. Les reads de qualité 

ont été fusionnées à l'aide du logiciel FLASH2 (v2.2.0, 

https://github.com/dstreett/FLASH2/blob/master/README) (306), ce qui a donné 120 716,70 

+/- 38 924,65 (87,4 +/- 5,6 %) paires combinées par échantillon. Nous avons ensuite utilisé les 

logiciels MALT (v0.4.1, https://software-ab.informatik.uni-

tuebingen.de/download/malt/welcome.html) et Megan6 (v6.17.0) (307) avec la base de 

données ARNr SILVA (v132) (308) pour l'assignation taxonomique, en utilisant les paramètres 

adaptés à l’ARN16S ("SemiGlobal" / "mif" / "LCA"). Les abondances ont été exportées sous 

forme de matrice d'observation biologique (BIOM) pour des analyses supplémentaires en lien 

avec les données cliniques. 

 

1.4 Analyse des données 

 

 Les différences liées au sexe, aux maladies associées et au diabète ont été évaluées à l'aide 

du test X² (Chi-squared) (GraphPrism 8), tandis que les différences liées à l'âge et à l'indice de 

masse corporelle (IMC) ont été évaluées à l'aide du  test t (la distribution normale a été 

évaluée à l'aide du test de D'Agostino-Pearson). Des analyses finales ont été effectuées chez 

des contrôles (N=47) et des patients atteints de CCA (N=28). Les valeurs ont été considérées 



94 

 

comme statistiquement significatives pour la valeur de p <0,05. L'analyse du PCoA, des chiffres 

et du microbiote différentiel a été réalisée à l'aide de l'application Shiny pour l'analyse 

métagénomique (Shaman) intégrée dans le programme de l'Institut Pasteur de Paris 

disponible en ligne (http://shaman.pasteur.fr/) (309). Pour l'analyse d'abondance 

différentielle, nous avons utilisé le tableau BIOM et le fichier " cible " qui associe chaque 

échantillon à ses variables explicatives. Les abondances des bactéries ont été résumées aux 

niveaux Phylum et Genre. L'analyse statistique dans SHAMAN est basée sur le paquet 

DESeq2/R qui modélise les comptes d'abondance avec une distribution binomiale négative. 

Pour le plan expérimental, nous avons sélectionné les variables suivantes : sexe, IMC, âge, 

diagnostic (contrôle/CCA) et maladies associées. Nous avons également inclus l'interaction 

entre le diagnostic et les maladies associées dans le modèle. Nous avons utilisé des 

paramètres par défaut, tels que la "normalisation pondérée non nulle", selon Volant et al (310) 

et tient compte de manière plus précise de la sparsité de la matrice.   SHAMAN/DESeq2 produit 

la moyenne de base et le FoldChange (et log2FoldChange) et une valeur p ajustée. Les résultats 

ont été corrigés à l'aide de la méthode d'ajustement de Benjamini-Hochberg. Pour être retenu 

comme différentiellement abondant, un taxon (phylum ou genre) devait remplir les critères 

suivants : valeur p ajustée <0,05 et baseMean >100. 

 

 

2. Analyse Epigénétique 

2.1. Patients 

Une cohorte totale de 68 échantillons incluant tissues et effluents (sang et bile) d'individus a 

été utilisée pour l'analyse du de méthylation.  

Le liquide biliaire, milieu directement en contact avec CCAe de 30 patients (n= 6 CCA, n=12 

lithiase et n=12 cancers du pancréas), a été soumis à des puces de méthylation biliaire (les 

caractéristiques des patients sont résumées dans le tableau 9 A. Les échantillons de sang de 8 

patients (n = 4 ACC et N=4 contrôles), ont été soumis à des analyses de puces PBMC ; les 

caractéristiques des patients sont résumées dans le tableau 9 A. Il n'y avait pas de différence 

significative entre ces deux groupes en termes d'âge, de sexe ou d'IMC. 

http://shaman.pasteur.fr/
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Les expressions protéiques des gènes présentant un profil de méthylation à la fois dans le sang 

et dans la bile, tel qu'obtenu après les analyses de puces de méthylation, ont été évaluées 

chez 30 patients (10 avec des adénocarcinomes pancréatiques, 10 avec des CCAe et 10 avec 

des CCAi) en utilisant l'IHC (les caractéristiques des patients sont résumées dans le tableau 9 

A. Il n'y avait pas de différence significative entre ces groupes en termes d'âge, de sexe ou 

d'IMC.  

Les échantillons ont été obtenus entre 2014 et 2016 dans les hôpitaux de l'Université Henri 

Mondor (Créteil-APHP), Hôpitaux universitaires Pitié Salepetrière - Charles Foix (Paris-APHP) 

en France et Firouzgre (Téhéran-Iran), trois centres tertiaires. Ils consistaient en un 

prélèvement de sang total (5 ml) et de bile (1-2mL) chez 75 individus consécutifs sous CPRE 

(détails décrits ailleurs (14) qui a été réalisé pour le diagnostic et la thérapie de l'obstruction 

biliaire. Brièvement, la méthylation du  liquide biliaire chez 6 patients avec CCAe a été 

comparé à ceux de 12 individus avec une lithiase biliaire et 12 patients avec un 

adénocarcinome pancréatique et la méthylation des PBMCs chez 4 patients CCAe a été 

comparé aux PBMC de 4 individus contrôles avec une lithiase biliaire, en utilisant des puces 

de méthylation dédiés. Conformément à la Déclaration d'Helsinki, les protocoles de recherche 

et la surveillance ont été expliqués aux patients et un consentement éclairé a été obtenu pour 

le prélèvement d'échantillons de sang et de bile, comme décrit ailleurs (311). En France, 

conformément à la loi française, l'étude a été approuvée par le comité d'éthique de Paris Ile 

de France selon le principe de "non-opposition" du patient pour l'utilisation des échantillons 

obtenus pour le diagnostic en intention de recherche sous l'unité réglementaire de 

l'Assistance Publique hôpitaux de Paris-APHP (URC).  

 

 

2.2 Méthodes 

Des échantillons de tissus chirurgicaux comprenant des composants normaux homologues 

provenant de patients atteints de CCAe (n=10), de CCAi (n=10) et d'adénocarcinome 

pancréatique (n=10) et provenant des Hôpitaux Universitaires Pitié Salpêtrière - Charles Foix 

(Paris-APHP). L'étude investigatrice a été soumise à la déclaration de non-opposition du 

patient pour l'utilisation des échantillons obtenus pour le diagnostic en intention de 

recherche. Les données disponibles dans les dossiers cliniques ont été obtenues.  
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Les caractéristiques des patients et des tumeurs sont résumées dans le tableau 9 B. Aucun des 

patients recrutés n'avait reçu de radiothérapie, d'hormonothérapie ou d'autres thérapies 

antitumorales connexes avant la chirurgie. Il n'y avait pas de différence significative entre les 

différents groupes en termes de sexe ou d'IMC, mais il y avait une différence significative en 

termes d'âge entre les deux groupes : CCA intrahépatique et adénocarcinome pancréatique, 

avec une valeur p de 0,0029. 

 

A- 

 Nombre 
des cas   

Genre 
N Femelle: 
Male 

Indice de 
masse 
Corporelle 
(IMC), moyen 
(écart-type)   

Age, moyen (écart-type) 

Contrôle 16 9:7 25 (5) 66.5 (10) 

CCAe 20 8:12 25.5 (5) 66.3 (9) 

CCAi 10 5:5 22 (4) 65 (7) 

Adénocarcinomes 
pancréatiques 

22 10:12 21 (3) 71.5 (5) 

Totale 68 68   
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B- 

Caractéristiques 

 

Genre 

Adénocarcinomes 

pancréatiques 

N=10 

CCAe 

N=10 

CCAi 

N=10 

Classification 

TNM 

T3 N1=5 

T2 Na1= 1 

T3 N0= 3 

T3 N1b= 1 

T3 N0=1 

T3 N1= 3 

T2 N0= 1 

T2a N1= 1 

No 

identifié=4 

T2 N0=1 

T3 N1x= 1 

T1 N0= 1 

T2b N0 

M0= 1 

No 

identifié=6 

Chimiothérapie Oui= 7 

Non= 1 

Non identifié= 2 

Oui= 3 

Non= 3 

Non 

identifié= 

4 

Non= 3 

Non 

identifié= 

7 

 

Tableau 9: Caractéristiques des patients. A. Pour la puce de méthylation des PBMC, la puce 

de méthylation de la bile et pour l'IHC. B. Caractéristiques de la tumeur pour l'IHC. 

Test de Fisher pour la comparaison des sexes et test de Wilcoxon ou Kruskal-Wallis pour les 

comparaisons d'IMC et d'âge. Pas de différence significative (valeur p < 0,05). 

 

 

 

2.3. Extraction de l'ADN et détection de la méthylation à l'aide des puces de méthylation 

Des échantillons de sang périphérique ont été obtenus auprès de patients atteints de CCAe et 

des contrôles et les lymphocytes circulants ont été isolés selon la méthode Ficoll. Celle-ci 

consistait d'abord en une centrifugation pour séparer le plasma ; ensuite, une solution saline 

tamponnée au phosphate (PBS) a été ajoutée à la couche tampon et remise en suspension 
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pour obtenir des PBMCs selon le gradient de densité Ficoll. Le produit final a été conservé à -

80 °c jusqu'à l'analyse.  

L'ADN génomique a été isolé des PBMC et du liquide biliaire, en utilisant respectivement le 

QIAamp DNA Blood MiniKit (Qiagen, Hilden, Allemagne) et le QIAamp DNA MiniKit (Qiagen, 

Hilden, Allemagne). La qualité des ADN a été vérifiée par électrophorèse sur gel d'agarose.  

Les ADN ont été modifiés à l'aide du protocole bisulfite selon les instructions du fabricant et 

comme décrit avant d'être incubés avec deux puces de méthylation dédiées d'Illumina 

(INTEGRAGEN, France) selon les recommandations du fabricant : Illumina Infinium 

`HumanMethylation27` (v1.27K) (27578 sondes) et Infinium Methylation Epic BeadChip 

(MethEpic v1.0) 85K (865918 sondes) pour la bile et les PBMC, respectivement. R (On trouvera 

des détails à ce sujet dans la réf. 312).  L'ensemble du processus, de la conversion au bisulfite 

de l'ADN matrice à la numérisation des puces, prend quatre jours ouvrables. La conversion au 

bisulfite des échantillons d'ADN génomique est faite à l'aide du kit de méthylation de l'ADN 

Zymo EZ. Les échantillons traités au bisulfite ont été traités à l'aide de puces dédiées.  Après 

le traitement, les cytosines non méthylées se convertissent en uracile, alors que les cytosines 

méthylées restent inchangées. Le statut de méthylation de chaque sonde a été déterminé en 

calculant le rapport des signaux fluorescents et les valeurs exprimées comme 0 (non méthylée) 

à 1 totalement méthylée. 

 

2.4 Classification du statut des sondes  

Nous avons défini un statut pour chaque sonde comme hypo-, none- ou hyper-méthylée dans 

chaque groupe selon le niveau de méthylation allant de 0=non-méthylée jusqu'à 

1=complètement méthylée : 1) nous calculons la valeur médiane (M) des valeurs bêta d'un 

groupe (les sondes associées à une valeur p>0,05 ont été définies comme "NA" (non 

disponible), 2) au moins 75 % des échantillons d'un groupe ont une valeur bêta inférieure 

(resp. supérieure) à 0,2 (resp. 0,6).  Ainsi, le statut de chaque sonde a été défini comme 

hypométhylé si M ≤ 0,2 ou hyperméthylé si M ≥ 0,6 selon une inspection visuelle de la 

distribution de toutes les valeurs bêta pour chaque puce. Dans le cas contraire, le statut était 

défini comme non méthylé.  

Les sondes présentant des différences entre deux groupes ont ensuite été conservées comme 

sondes candidates pour une analyse plus approfondie ; par exemple, une sonde non méthylée 
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dans le groupe témoin avec un M<0,2 et hyperméthylée (M>0,6) dans le groupe CCA a été 

considérée. Ces sondes candidates ont été considérées comme des sondes "différentielles". 

Ensuite, pour toutes les sondes différentielles, les gènes correspondants ont été identifiés et 

utilisés pour une analyse plus approfondie. 

 

2.5 Validation de l'expression génique  

Tous les spécimens de tissus ont été fixés avec du formol à 10% et inclus dans de la paraffine. 

Un bloc représentatif contenant des tissus tumoraux et non tumoraux a été sélectionné pour 

chaque tumeur et coloré par Hemalin-Eosine (HE) afin de sélectionner les zones tissulaires 

pour effectuer l'analyse immunohistochimique. 

 

2.6 Caractérisation immunohistochimique de l’expression g énique 

L'immunohistochimie a été réalisée sur des lames de tissu déparaffinées de 4µm. Pour 

l’exposition de l'antigène, nous avons utilisé un démasquage CC1. L'IHC pour le SFN et le 

WISP1 a été réalisée sur un autostainer Ventana (Benchmark GX, Tucson, AZ, USA) en utilisant 

respectivement un anticorps polyclonal anti WISP1 de lapin (PA5-29150) et un anticorps 

monoclonal anti-SFN de souris (1433S01) et les kits d'amplification OptiView et de détection 

DAB IHC OptiView comme système de détection.  

Des informations détaillées sur les anticorps utilisés et les protocoles de coloration sont 

données dans le tableau 10.  Le tissu de Malpighien (tissu de la peau) et le tissu glandulaire de 

l'estomac ont été utilisés comme contrôle positif respectivement pour les anticorps de 

coloration cytoplasmique spécifique de SFN et WISP1.  

Anticorps Compagnie  Clone Clonalité Dilution Incubation Révélation 

de l'antigène 

Détection 

SNF (14-

3-3 

sigma) 

Thermo 

Fisher 

1433S01 Mono 

Souris 

1/200 30 min. RT 20min. 
99°C 
PH 9.0 

OptiView 

DAB 

WISP1 Thermo 

Fisher 

 Poly  

Lapin 

1/300 60 min. RT 32min. 
95°C 
PH 8.2 

OptiView 

DAB 

 

Tableau 10: Immunohistochimie. Informations détaillées sur les anticorps utilisés et les 

protocoles de coloration. 
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2.7 Semi-quantification en IHC 

Pour évaluer l'expression de SFN et WISP1, un score semi quantitatif a été évalué en utilisant 

un système à quatre niveaux : aucune coloration (0), faible (1+), modérée (2+) et forte (3+). 

Les cas présentant une coloration faible ou nulle (0 et 1+) ont été considérés comme 

"négatifs". Les cas présentant une coloration modérée ou forte (2+ et 3+) ont été considérés 

comme "positifs". 

 

2.8 Analyse statistique 

Les comparaisons ont été effectuées à l'aide du test de Fisher pour le sexe, des tests non 

paramétriques tels le test de Kruskal-Wallis entre trois groupes (et si cela était significatif, nous 

avons effectué des comparaisons de wilcoxon par paire avec correction de Holm pour les tests 

multiples) et le test de Wilcoxon entre deux groupes pour l'âge et l'indice de masse corporelle 

(IMC) (R v3.6.3). Nous avons utilisé le test de Fisher (GraphPrism 8) pour analyser la différence 

entre l'expression de SFN et de WISP1 dans divers sous-groupes de tissus tumoraux. 

Les différences ont été considérées comme significatives pour une valeur de p < 0,05. 
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IV. Résultats   

 

Etude 1 :   Caractérisation du microbiote biliaire dans 
cholangiocarcinome extrahépatique (Manuscrit 1 publié). 
 
 

Le cholangiocarcinome extrahépatique (CCA) représente 3% des cancers digestifs. Le rôle du 

microbiote biliaire en tant que modulateur lié à l'environnement a été peu étudié dans le cas 

de CCA, et aussi l’impact des maladies associées n'a pas encore été évalué. Nous avons 

caractérisé le microbiote biliaire chez les patients atteints de CCAe afin d'identifier une 

dysbiose spécifique liée aux CCAs. Les effluents biliaires ont été collecté durant le 

cholangiographie pancréatique rétrograde endoscopique (CPRE) chez 28 patients souffrant 

d'une CCA et 47 patients souffrant de calculs biliaires, considérés ici comme des contrôles. Les 

effluents biliaires ont été soumis à une extraction d'ADN bactérien et au séquençage de l'ARNr 

16S, en utilisant la technologie Illumina. Dans l'ensemble, 32 % des cas de CCA et 22 % des cas 

de contrôle présentaient une autre maladie associée, telle que le diabète, la pancréatite, une 

maladie intestinale inflammatoire de l'intestin ou une cholangite sclérosante primaire. Ces 

maladies associées ont été prises en compte dans les comparaisons qui ont été faites. 

L'analyse des coordonnées principales (PCoA) a permis de détecter une différence significative 

de la composition du microbiote biliaire entre les patients atteints de CCA et les contrôles sans 
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une maladie associée. Parmi les phyla les plus abondants, les Protéobactéries ne différaient 

pas de manière significative entre les patients atteints de CCA et les contrôles, alors que les 

niveaux de Firmicutes étaient plus bas et ceux de Bacteroidetes plus élevés chez les patients 

atteints de CCA par rapport aux contrôles. Les genres les plus les plus abondants étaient 

Enterococcus, Streptococcus, Bacteroides, Klebsiella et Pyramidobacter dans le microbiote 

biliaire de CCA. De plus, les niveaux des genres Bacteroides, Geobacillus, Meiothermus, et 

Anoxybacillus étaient significativement plus élevés dans le microbiote biliaire des patients 

atteints de CCA, sans maladie associées, par rapport aux contrôles . Une dysbiose spécifique 

liée à CCA a été identifiée par rapport aux contrôles , indépendamment des maladies 

associées. Ceci suggère qu'une communauté de micro-organismes pourrait être impliquée 

dans la pathogenèse de CCA. 
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Etude 2 :  La méthylation de l'ADN un biomarqueur pour le 
cholangiocarcinome par analyse bio-informatique et 
immunohistochimique (Projet du manuscrit 2 en cours de 
soumission). 
 

Les cholangiocarcinomes (CCA) ou cancers des voies biliaires représentent 3 % de tous les 

cancers digestifs. Ils sont classés en sous-groupes intrahépatiques (CCAi) et extrahépatiques 

(CCAe) en fonction de leur localisation anatomique. Leur incidence est en augmentation ces 

dernières années. Cependant, la carcinogenèse biliaire reste mal caractérisée bien que le rôle 

de l'environnement soit considéré comme le principal facteur contribuant à l'apparition et à 

la croissance de la tumeur. Les mécanismes épigénétiques ont été suggérés comme une voie 

cruciale par laquelle les facteurs environnementaux affectent les maladies. Afin d'évaluer 

l'importance de ce mécanisme, nous avons comparé ici les profils de méthylation des gènes 

entre les CCAe et les contrôles en analysant les cellules mononucléaires du sang périphérique 

(PBMC) et les effluents biliaires, en utilisant des puces de méthylation provenant des patients 

et des contrôles. Au total, 9 gènes dont le statut de méthylation s'est avéré similaire (hyper- 

ou hypo-méthylés) dans les deux effluents (sang et bile) et dont les fonctions potentielles 

impliquent la carcinogenèse, ont été identifiés. L'expression de la transcription pour deux des 

neuf gènes a été évaluée dans CCAe, en utilisant l'immunohistochimie sur les tissus, et 

comparant les données à celles obtenues dans une série de CCAi et au cancer du pancréas 

comme deux compartiments néoplasiques supplémentaires. Une signature épigénétique liée 

à la CCA avec des impacts diagnostiques et/ou thérapeutiques potentiels est caractérisée et 

devrait pouvoir être mise en relation avec la signature du microbiote que nous avons 

précédemment identifiée.  
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Abstract  
 
Cholangiocarcinomas (CCAs) or biliary tract cancers represent 3% of all digestive cancers. They 

are classified as intrahepatic (CCAi) and extrahepatic (CCAe) subgroups according to the 

anatomic location. Their incidence is increasing over these past recent years. However, the 

biliary carcinogenesis remains poorly characterized although the role of the environment is 

considered as the main contributor to the tumour occurrence and growth. Epigenetic 

mechanisms have been suggested as a crucial pathway through which environmental factors 

affect emerging diseases. To evaluate importance of this mechanism, herein we compared 

gene methylation profiles between CCAe, and controls by analyzing peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC), bile effluents, tumours tissues using methylation chips from 

patients and controls. Overall, 9 genes methylation status of which was found similar (hyper- 

or hypo methylated) in two (blood and bile) effluents with potential functions involving 

carcinogenesis, were identified. Transcription expression for two out of 9 genes was evaluated 

in CCAe, by using immunohistochemistry on tissues and compared to CCAi and pancreatic 

cancer as two additional neoplastic comparative compartments. Consequently, a CCA-related 

epigenetic signature with potential diagnostic and/or therapeutic impacts is characterized and 

should be putted in link with microbiota signature we have previously identified.  

Keywords: CCA, methylation, Bioinformatics, epigenetic, genes. 
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Introduction 

Cholangiocarcinomas (CCA) are relatively rare malignant tumors of the bile ducts, 

representing around 3% of all neoplasia in the digestive system (1). They are anatomically 

classified as intrahepatic (roughly designed as CCAi that arise proximal up to the second order 

bile ducts), perihilar (arising between the second order bile ducts and the insertion of the 

cystic duct into the common bile duct) and distal extrahepatic (arising between the insertion 

of the cystic duct and the ampulla of Vater) (2); these two latter having been classified as extra 

hepatic CCA (CCAe).  

The circumstances of discovering a CCA differ according to the anatomic location. The 

diagnosis is delayed, and most often performed at an advanced disease stage (3,4) making 

surgery, the standard of curative therapy non-feasible and  the prognosis poor with high 

cumulative cholangiocarcinoma mortality and the 5-year survival rate close only to 5% (2).   

Mechanisms involved in the CCA carcinogenesis remain poorly investigated although CCAi and 

CCAe subgroups are  considered according to their resemblances to hepatocarcinoma and 

pancreatic cancers, respectively in terms of biological phenotypes (5). However, the biliary 

carcinogenesis, per se, remains poorly characterized although the role of the environment 

appears pivotal as the main contributor to the tumor occurrence and growth (6). Numbers of 

recent studies in various emerging diseases have outlined epigenetic mechanisms, particularly 

through the methylation of the gene structure, as a crucial pathway through which 

environmental factors affect emerging diseases (7,8)  

DNA methylation is an important part of epigenetics and regulation of genomic function 

affecting cellular processes, genome regulation, organism development, and diseases (9) .  

Accordingly, specific DNA methylation patterns have been described as pivotal events during 

the initiation (alternatively, late stages) of oncogenesis in various cancers including colon 



123 

 

cancer (10) . In several of these studies the role of microbiota dysbiosis and inflammatory or 

immune system alteration are linked to the carcinogenesis (9,11,12) 

In CCAe patients, hypermethyled CpG islands in the promoter part of numbers of genes have 

been shown associated with tumour growth (11–13) . We have shown that CCAe is associated 

with a biliary dysbiosis  (14) . However, there is no evidence whether methylated genes in the 

CCAs are associated with the environment or it does result from somatic DNA changes. 

Therefore, we compared the methylation profile between CCAe, and controls by analyzing 

peripheral blood mononuclear cells (PBMC), bile effluents by using methylation chips. Overall, 

nine out of all genes with potential involvement in the carcinogenesis have been found with 

similar methylation status (hyper- or hypo methylated) as identified in either blood or bile 

effluents. Then transcription expressions for two out of these genes were evaluated by using 

immunohistochemistry on tissues including CCAe, CCAi and pancreatic cancer; these latter 

having been considered as comparator for tumor disease specificity. 
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Patients and methods 

Patients  

A total cohort of 68 individuals’ samples and effluents were used for methylation pattern 

analysis including blood, bile, or tissues.  

Bile fluid as direct milieu in contact with CCAe from 30 patients (n= 6 CCA, n=12 Lithiasis and 

n=12 pancreatic cancer) were submitted to bile methylation chips (characteristics of the 

patients are summarized in Table 1 A. Blood samples from 8 patients (n = 4 CCA and N=4 

controls), were submitted to PBMC chips analysis characteristics of the patients are 

summarized in Table 1 A. There was no significant difference between these two groups in 

terms of age, gender, or BMI. 

Protein expressions of those genes with both blood and bile methylation pattern as obtained 

after methylation chips analyses, were evaluated in 30 patients (10 with pancreatic 

adenocarcinomas, 10 with CCAe and 10 with CCAi) by using IHC (characteristics of the patients 

are summarized in Table 1 A. There was no significant difference between these groups in 

terms of age, gender, or BMI.  

Samples were obtained between 2014 and 2016 in University Henri Mondor (Creteil-APHP, 

University Hospitals - Charles Foix (Paris-APHP) in France and Firouzgre (Teheran-Iran) 

hospitals, three tertiary centers. They consisted in whole blood (5 mL) and bile (1-2mL) 

collection in 75 consecutive individuals under ERCP (details described elsewhere (14) which 

was performed for  biliary obstruction diagnosis and therapy; Briefly, biliary juice methylation 

pattern in 6 CCAe patients were compared to those of 12 individuals with bile lithiasis and 12 

patients with pancreatic adenocarcinoma and PBMC methylation pattern in 4 CCAe patients 

was compared to PBMC in 4 control individuals with biliary lithiasis, by using dedicated 

methylation chips array. . In line with the Declaration of Helsinki, the research protocols and 
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surveillance were explained to the patients and informed consent was obtained for obtaining 

blood and bile samples as  described elsewhere (14). In France, according to the French law 

the study was approved by the ethics committee of Paris Ile de France according to “no 

opposition of patient for using samples obtained for diagnosis into intention for research 

under Assistance Publique hopitaux de Paris-APHP regulatory unit (URC).  

 

Methods 

Surgical tissue samples including homologous normal components from CCAe (n=10), CCAi 

(n=10), and pancreatic adenocarcinoma (n=10) patients and from Pitié Salpêtrière University 

Hospitals - Charles Foix (Paris-APHP). The investigative study was submitted according to no 

opposition of patient’s declaration for using samples obtained for diagnosis into intention for 

research. Available data from the clinical files were obtained.  

Patient and tumor characteristics of the patients are summarized in Table 1 B. None of 

recruited patients had received radiotherapy, hormone therapy or other related anti-tumor 

therapies before surgery. There was no significant difference between different groups in 

terms of gender, or BMI but there was a significant difference in age between the two groups 

Intrahepatic CCA and Pancreatic Adenocarcinoma (p= 0.0029). 

A- 

 Number  Gender 
N Female: 
male 

Body mass 
index (BMI) 
mean (SD)   

Age, mean (SD) 

Control 16 9:7 25 (5) 66.5 (10) 

CCAe 20 8:12 25.5 (5) 66.3 (9) 

CCAi 10 5:5 22 (4) 65 (7) 

Pancreatic 
cancer 

22 10:12 21 (3) 71.5 (5) 

Total 68 68   
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B- 

Characteristic Pancreatic adenocarcinoma 
(N=10) 

CCA extrahepatic 

(N=10) 

CCA intrahepatic 

(N=10) 

TNM Staging T3 N1 = 5 
T2 Na1 =1 
T3 N0= 3 
T3 N1b = 1 

 

T3 N0= 1 
T3 N1 = 3 
T2 N0 = 1 
T2a N1 = 1 
Not identified= 4 

 

T2 N0 = 1 
T2 N1x = 1 
T1 N0 = 1 
T2b N0 M0 =1 
Not identified= 6 

 

Received 

Chemothera

py 

Yes = 7 
No = 1 
Not identified= 2 

 

Yes = 3 
No = 3 
Not identified= 4 

 

No= 3 
Not identified= 7 

  

 

Table 1: Characteristics of patients. A. For PBMC and bile methylation chip and for IHC. B. 

Tumor characteristics for IHC. 

 Fisher test for Gender comparison and Wilcoxon test or Kruskal-Wallis for BMI and Age 

comparisons. No significant difference according to p-value < 0.05. 

 

 
DNA extraction and Detection of methylation using chip device. 
 

Peripheral blood samples were obtained from CCAe patients and controls before circulatory 

lymphocytes were isolated according to Ficoll method. This consisted first, in the 

centrifugation for plasma to be separated; then Phosphate Buffered Saline (PBS) was added 

to the Buffy Coat and resuspended for obtaining PBMCs based on the Ficoll density gradient. 

The final product was conserved at -80 °c until the analysis.  

Genomic DNA was isolated from PBMC and bile juice, by using QIAamp DNA Blood MiniKit 

(Qiagen, Hilden, Germany) and QIAamp DNA MiniKit (Qiagen, Hilden, Germany) respectively. 

Quality of DNAs was checked using agarose gel electrophoresis.  
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DNAs were modified using bisulfite protocol according to the manufacturer’s instructions and 

as described (10) before incubation with two dedicated Illumina methylation (INTEGRAGEN, 

France) chips according to manufacturer’s recommendation: Illumina Infinium 

`HumanMethylation27` (v1.27K) (27578 probes) and Infinium Methylation Epic BeadChip  

(MethEpic v1.0) 85K (865918 probes) for bile and PBMC, respectively. R. Details can be found 

at  (15).  The whole process from bisulfite conversion of template DNA to array scanning takes 

four working days. Bisulfite convert the genomic DNA samples using the Zymo EZ DNA 

Methylation Kit. Bisulfite-treated samples were processed using dedicated chips.  After the 

treatment, unmethylated cytosines convert to uracil, though methylated cytosines remain 

unchanged. The methylation status of each probe was determined by calculating the ratio of 

fluorescent signals and values expressed as 0 (unmethylated) to 1 totally methylated. 

Row data are shown in Supplementary Files S1 and S2.  

 

Probe Status Classification  

We defined a status for each probe as hypo-, none- or hyper-methylated in the group has 

follows according to the methylation level from 0=unmethylated up to 1=fully methylated: 1) 

we compute the median value (M) of the beta-values of a group (probes associated with a p-

value > 0.05 were set as ‘NA’ (Not Available), 2) at least 75% of samples of a group with a beta-

value less (resp. greater) than 0.2 (resp. 0.6).  Thus, status of each probe was set as 

hypomethylated if M < 0.2 or hypermethylated if M > 0.6 according to a visual inspection of 

the distribution of all beta-values for each each chip (Figure S1). The status was set to none-

methylated otherwise.  

Probes displaying differences between two groups were then kept as candidate probes for 

further analysis; for example, a probe found unmethylated in the control group with M<0.2 
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and hypermethylated (M>0.6) in CCA group was considered. These candidate probes were 

considered as “differential” probes. Then, for all differential probes corresponding genes were 

identified and used for further analysis. 

 

Validation for gene expression  

All tissue specimens were fixed with 10% formalin and embedded in paraffin. One 

representative block containing tumor and non-tumor tissues was selected for each tumor 

and stained using HE to select tissue areas for performing immunohistochemistry analysis. 

 
Immunohistochemistry staining 

Immunohistochemistry was performed on 4µm-deparaffinized tissue slides. For antigen 

retrieval, we used a CC1 unmasking. IHC against SFN and again WISP1 were carried out on a 

Ventana autostainer (Benchmark GX, Tucson, AZ, USA) using polyclonal anti-Rabbit antibody 

for WISP1 (PA5-29150) and  monoclonal anti-mouse antibody (1433S01) for SFN utilizing 

OptiView Amplification Kit and OptiView DAB IHC Detection Kit as a detection system .  

Detailed information on used antibodies and staining protocols are given in the online 

supplementary Table S1.  Malpighian tissue (skin tissue) and stomach tissue were used as a 

positive control for SFN and WISP1 specific Cytoplasmic staining antibodies, respectively.  

 

Semi quantification of immune stained cells 

To evaluate the expression of SFN and WISP1 a semi quantitative score was assessed using a 

four-tier system: no staining (0), weak (1+), moderate (2+) and strong (3+). Cases with no or 

weak staining (0 and 1+) were considered as “negative”. Cases with moderate and strong 

staining (2+ and 3+) were considered as “positive”. 
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Statistical analysis 

Comparisons were performed using no-parametric tests such as the Fisher test for Gender, 

the Kruskal-Wallis test between three groups (and if significant, we performed a pairwise 

Wilcoxon comparisons with Holm correction for multiple tests) and the Wilcoxon test between 

two groups for age and body mass index (BMI) (R v3.6.3). We used Fisher’s test (GraphPrism 

8) to analyze the difference between SFN and WISP1 expression in various tumor tissue 

subgroups. 

Differences were considered as significant for p-value <0.05. 
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 Results 

 

1. Identification of methylation gene pattern in Bile and Blood Effluents 
 

In blood, 1419 out of 865918 probes were identified as differential between CCAe and 

Controls when 3061 out of 27587 probes in the bile effluents were observed to be differential 

(Table S2 and S3).  

Based on PCA (Principal Composant analysis) analysis including 1419 differential probes in 

blood, a significant difference in methylation between CCAe and controls (Figure 1A) was 

obtained whereas 3061 probes in the bile fluid did not show a difference in methylation levels 

between two groups (Figure 1 B) 

The differential probes were identified as follow. In blood, 790 probes were hypermethylated 

(>0.6) in CCAe but normo-methylated (0.2≤M≤0.6) in controls and 138 probes were 

hypomethylated (<0.2) in CCAe but normo-methylated in controls (0.2≤M≤0.6) Table 2. 

In the bile fluid, 152 probes were hypermethylated (>0.6) in CCA but normo-methylated in 

controls (0.2≤M≤0.6) and 326 probes were hypomethylated (<0.2) in CCA but normo-

methylated (0.2≤M≤0.6) in controls Table 2. 

 

A-
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B- 

 

 

Figure 1: Principal Composant analysis of differential probes. A) PCA in PBMC chips between 

CCA and controls. B) PCA in BILE chips between cancers and controls. 
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 Total number 

of probes 

M<0.2  0.2≤M≤0.6 M>0.6  

Blood CCAe 1182 138 254 790 

Control 237 1 235 1 

Bile CCAe 1545 326 1067 152 

Control 1516 0 1516 0 

Total 

CCAe/Control

  

Blood 1419 139 489 791 

Bile 3061 326 2583 152 

 

Table 2: The occurrence table of the status of probes methylation for the BILE and PBMC dataset. 

Hypermethylated (>0.6); Hypomethylated (<0.2); Normo-methylated (0.2<M<0.6) 

 

The 3061 differential probes of the BILE dataset corresponded to 2608 different genes, 

whereas the 1419 differential probes of the PBMC dataset corresponded to 882 different 

genes. Of which, 2607 genes are specific to the BILE dataset, 881 genes are specific to the 

PBMC dataset (Table S4) and 114 genes are common (Table S5).   

 

The distribution and location of the hypo- and hyper- methylated of probes segments are 

shown is Figure 2.  Overall, 19.57% of the hypomethyated in CCAe vs 28.5 % in Controls (Figure 



134 

 

2A) and 11.9 % of hypermethylated in CCAe vs 10 % in Controls gene locations sites (Figure 

2B) were close to the promoter regions, including TSS200 and TSS1500. High levels of 

methylated gene segments were clustered within the gene body, 5′UTR, 3′UTR and first exon 

when 36.23% in CCAe vs 71.5 % in Controls of the hypomethylated and 40.13 % in CCAe vs 90 

% in Controls of hypermethylated segments concerned unspecified gene regions. (Figure 2). 

 

A- Hypomethylated probes sites  
 

 

 

 

B-Hypermethylated probes sites  
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 Figure 2:  Distribution of differential probes on gene sites CCAe vs Control. 

 A. Hypomethylated probes sites; B. Hypermethylated probes sites. 

   

  

   
     

2- Similar methylation gene patterns in bile and blood effluents 

Attempting to identify same epigenetic pattern in the blood and through bile effluent, we 

considered 114 differential genes (table 5S) which were similarly classified in both Bile and 

PBMC methylation chips. Nine out of them, displayed the same (hypo or hyper) methylation 

levels in the CCAe patients: five genes were hypermethylated and four were hypomethylated. 

(Table3). 
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Gene symbole  Methylation levels in Bile and PBMC chips 

CHML Hypermethylated 

FGR Hypermethylated 

MVP Hypermethylated 

RHD Hypermethylated 

ZIM2 Hypermethylated 

CR2 Hypomethylated 

FAM84A Hypomethylated 

HCN2 Hypomethylated 

SLC13A3 Hypomethylated 
 

Table 3: Lists of common genes between the two-methylation chips with the same 

methylation levels in bile and blood. 

 

These genes are involved in post -translational protein modification, cell differentiation, 

regulation of cell population proliferation, mRNA transport, and regulation of transcription, 

DNA-templated, cell-cell signaling, and anion transmembrane transport as described by GO 

annotation. The related proteins may act in the cytoplasm, cytosol, nucleoplasm, nucleus, 

extracellular exosome, extracellular region, and plasma membrane with specific function of 

protein kinase binding, GTPase activator, DNA-binding transcription factor, and citrate 

transmembrane transporter activities (Table S6).  

  

 

3- WISP-1 and SFN two differential genes between control and cancerous 

groups 

From the data, we have selected 20 genes (Table S7) whose methylation levels were different 

between control and CCAe (hypermethylated in controls and normo-methylated in CCAe). 

These candidate genes were classified according to their functions. Amongst them, two (WISP-
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1 and SFN) known for their role in the tumorigenesis, and cell proliferation and metastasis 

(16,17) have been selected for validation in tissues using immunohistochemistry. 

SFN expression was detected in 10 out of 10 CCAe tissues (100%) (Figure 3A; Table 4C), 9 out 

of 10 cancer pancreatic tissues (90%) (Figure 3B; Table 4C) and 3 out of 10 (30%) CCAi tissues 

(Table 4A and C). Whereas SFN was moderately expressed in 1 out of 30 homologous normal 

tissues (liver, pancreas).  

A semi quantitative evaluation of expressions showed strong pattern of SFN (3+) in 8/10 and 

in 5/9 of CCAe and of pancreatic cancer tissues, respectively, and moderate pattern (2+) in 

2/10, 4/9 and 3/10 of CCAe, pancreatic cancer and CCAi tissues, respectively (Table 4A). The 

expression rate of SFN protein was significantly higher in CCAe (P<0.001) and pancreatic 

cancer (P<0.001) than in CCAi (Table 4C). 

Wisp-1 expression was detected in 2/10 CCAe tissues, 2/10 cancer pancreatic tissues and 6 

out 10 CCAi tissues (Figure 3C; Table 4C). Whereas WISP1 staining was moderately expressed 

in 3 out of 30 normal homologous (liver, pancreas) tissues. The semi quantitative evaluation 

of WISP1 expression showed strong (3+) pattern in 3/6 of CCAi tissues, moderate pattern (2+) 

in 2/2 of CCAe and 2/2 cancer pancreatic tissues and 3/6 of remaining CCAi tissues (Table 4C) 

Thus, WISP1 appeared as a specific marker for CCAi diagnosis with significantly higher 

expression in CCAi (P<0.001) than in CCAe or in cancer pancreatic tissues (P<0.001) (Table 4C). 
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Figure 3: Expression of SFN and WISP1 in CCAe, CCAi and pancreatic adenocarcinoma 

tissues A. Representative images of SNF expression in pancreatic adenocarcinoma tissues; 

B. CCAe; C. Representative Images of WISP1 expression in CCAi tissue. 

A. 

SFN staining  Pancreatic 
adenocarcinoma 

Extra-hepatic CCA   Intra-hepatic CCA   

Strong (3+)  5 8 0 

Moderate (2+) 4 2 3 

No or weak (0-1+)  1 0 7 

 

B. 
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WISP1 staining  Pancreatic 
adenocarcinoma 

Extra-hepatic CCA   Intra-hepatic CCA   

Strong (3+) 0 0 3 

Moderate (2+) 2 2 3 

No or weak (0-1+) 8 8 4 

 

C. 

Genes  Pancreatic 
adenocarcinoma 

Extra-hepatic CCA   Intra-hepatic CCA   p value 

SFN 9 10 3 < 0.0001 

WISP1 2 2 6 < 0.0001 

 

Table 4: Semi quantitative evaluation of SFN (A) and WISP1 (B) staining in Pancreatic 

adenocarcinoma, extra-hepatic CCA and intra-hepatic CCA. A. with numbers of positive cases 

for each protein indicated (C). 
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Discussion 

 In the present study, we used Human Methylation chips to detect the methylated genes in 

CCA tissues, blood, and bile effluents.  Among genes, expression of which could be different 

between cancer patients and control individuals due to the methylation rate, 114 genes were 

common between the blood and bile arrays amongst them 9 displayed similar methylation 

pattern and 20 were differential between CCAe and controls. Protein expressions of two out 

of these genes were then evaluated by using IHC in CCAi, CCAe and in pancreatic 

adenocarcinoma.  SFN gene is hypermethylated in CCAe and pancreatic cancer tissues when 

no detected in the normal tissues. 

Epigenetics is the main factor, which causes the reduction of tumor suppressor gene 

expression in tumor, and DNA methylation plays an important role in the epigenetic 

modification.  These genes may be the potential DNA methylation biomarkers and therapy 

targets for CCA. DNA methylation is a central epigenetic modification that plays a key role in 

cellular processes such as genome regulation, organism development and various GIT diseases 

including cancers (9,18). To date, numerous studies have demonstrated the role of 

hypermethylation of tumor suppressor genes and overall hypomethylation of oncogenes in 

cancer development and progression, including CCAs (11,18). 

However, there is no evidence that methylated genes in CCAs are associated with the tumor 

environment or result from the systemic hypermethylation pathway.  

Thanks to methylation chips, we observed different methylation profiles between cancer 

patients and controls in the bile and blood. 

Overall, 19.57% of the hypomethylated sites and 11.9% of the hypermethylated sites were 

close to promoter regions, including TSS200 and TSS1500. This suggest strongly impact on 

gene transcription. Several types of methylation, such as promoter methylation and CpG 
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island methylation, are strongly associated with CCAs (13,19). Chen and al.  (11) showed that 

the O6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) gene promoter was highly 

methylated and positively correlated with the overall survival rates in a series of CCAs. 

Similarly, aberrant methylation of GATA Binding Protein 5( GATA-5), was shown to participate 

in the initiation and progression of this disease (12). 

The initiation and progression of CCAs is a complex, multi-step process regulated by both 

genetic and epigenetic modifications. Significant differences in the methylation levels of 

OPCML and HOXD9 conducted to the serum cell-free DNA detection of CCA patients, for 

distinguishing CCA from other biliary diseased patients (20). 

Our results are in agreement with other studies that have investigated DNA methylation and 

gene expression profiles in cholangiocarcinoma (19,21) showing all together  a specific 

methylation profile for CCAs.  

Among nine common genes we identified, with the same methylation (hypo or hyper) levels 

in CCAs patients, five were hyermethylated and four hypomethylated suggesting reduced and 

enrichment in post-translational modification of proteins, respectively. These might affect cell 

differentiation, regulation of cell population proliferation, mRNA transport, regulation of 

transcription, DNA modeling was noticed according to Gene Ontology base data. Amongst 20 

genes with different methylation levels between controls and CCAs, two (WISP-1 and SFN) 

could be deeply investigated regarding their expressions in tissues by using 

Immunohistochemistry (IHC).  

Stratifin (SFN, also known as 14-3-3 sigma) belongs to the 14-3-3 family of abundant and 

widely expressed 28-33 kDa acidic polypeptides that spontaneously self-assemble as 

homodimers or heterodimers. They can bind to more than 100 functionally diverse cellular 

proteins and alter various cellular processes such as signal transduction, cell cycle regulation, 
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apoptosis, cytoskeletal organization and malignant transformation (22). They also may induce 

p53 protein and impeding DNA damage repair such as those induced by microbes and other 

factors from the environment (23). Increased levels of SFN was reported in the hepatocellular 

carcinoma  (24) and lung carcinoma (25,26)  and by  cholaniocarcinoma culture organoids (27). 

As far as we could know, our study is the first showing intense expression of SFN in CCAe 

tissue. This is also the case in the pancreatic cancer as reported by others  (28,29), but all these 

results contrast with Bertram et al  (30) who showed higher expression of SFN in intrahepatic 

CCA tissues. That its diagnostic and prognostic values could be documented in lung 

adenocarcinoma (25,26) and in colon cancers would suggest microbes may be in ink with 

hypomethylation of this gene as we could discuss elsewhere (9) and may be considered as 

argument for discrepancies between CCAe and CCAi due to different related dysbiosis.  

By contrast, WISP1, involved in Wnt and and β-catenin (31) showed currently higher rate of 

expression in CCAi (60%) than in CCAe and pancreatic adenocarcinoma (20%). This suggests 

that in CCAs, low expression of SFN and high expression of WISP1 caould be a marker of CCAi 

compared to CCAe. The expression of WISP1 in different cancers remains unknown. High 

expression of WISP1 is expressed in human breast and colon cancers and is therefore 

associated with increased tumor growth (32,33). But WISP-1 deregulation can lead to various 

pathologies, including osteoarthritis, fibrosis and cancer, but the exact role of WISP-1 in tumor 

genesis remains controversial (34,35). More interestingly, Wisp1 is stimulated by virulent 

bacteria and is hypothesized regulating mucosal repair due to microbial injuries (36). Also, 

WISP1 is known as a downstream target of WNT1, and the transcription factor β-catenin 

mediates transcriptional regulation and chromatin interactions (31,35). It may exert 

prognostic effect in CCAi (37) with WISP1 overexpression promoting metastasis and poor 

prognosis in hepatocellular carcinoma  (38) .  
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In conclusion, we identified differentially expressed methylated probes between cancer 

patients and controls. Two gene candidate genes which were analysis using IHC showed 

hypomethylated SFN and WISP1 could be involved in CCA carcinogenesis. These results can be 

putted in link with our previous published study that showed biliary dysbiosis in CCA. Further 

studies are then needed to confirm our data in a larger cohort. Both methylated genes and 

microbiota may be considered as target point for diagnosis and therapies. 
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Supporting information 
 

File S1: Sample methylation profile Bile. Bile sample methylation profile in CCAs, pancreatic 

adenocarcinomas and controls (CVS). 

File S2: Sample methylation profile PBMC. PBMC sample methylation profile in CCAs, and 

controls (CVS). 

Figure S1: Methylation thresholds. The distribution of the beta-values for all probes of the 

PBMC metyhlation dataset. 

Table S1: Immunohistochemistry. Detailed information on the antibodies used and the 

staining   protocols. 

Table S2: Significant differential probes. Differential probes between CCA and controls in 

PBMC chips 

Table S3: Significant differential probes. Differential probes between CCA, pancreatic 

adenocarcinoma and controls in Bile chips. 

Table S4:  Specific genes for each chip. The correspondence of the probes with their specific 

genes in the two chips.  

Table S5: Common genes. Lists of common genes between the two chips PBMC and bile with 

their methylation level. 

Table S6: Gene ontology. Gene ontology of common gene between two methylation chips. 

Table S7:  Lists of genes. Genes whose methylation levels were different between control and 

CCAe (hypermethylated in controls and normo-methylated in CCAe). 
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Figure S1: Methylation thresholds. The distribution of the beta-values for all probes of the 

PBMC methylation dataset. 

Antibody Company Clone Clonality Dillution Incubation Antigen 

retrieval 

Detection 

SNF (14-

3-3 

sigma) 

Thermo 

Fisher 

1433S01 Mono 

Mouse 

1/200 30 min. RT 20min. 
99°C 
PH 9.0 

OptiView 

DAB 

WISP1 Thermo 

Fisher 

 Poly 

Rabbit 

1/300 60 min. RT 32min. 
95°C 
PH 8.2 

OptiView 

DAB 

Table S1 : Immunohistochemistry. Detailed information on the antibodies used and the 

staining   protocols. 



150 

 

V. Discussion, Conclusions générales 

 
Le cancer est la première cause de mortalité en France. Le CCA est une tumeur peu fréquente 

dont la cancérogénèse est complexe. Son diagnostic tardif amène peu de patients vers une 

résection chirurgicale. La carcinogenèse biliaire est mal connue, les antécédents génétiques 

et environnementaux (14) y jouent un rôle indiscutable.  Pour mieux comprendre ce rôle nous 

avons dans d’une part caractérisée le microbiote biliaire dans un groupe de patients avec CCA 

en utilisant une approche de séquençage par amplicon ciblé de l'ARNr 16s bactérien. D’autre 

part nous avons choisi d’étudier la méthylation d’ADN comme marqueur des altérations 

épigénétiques associées aux CCAs. 

 

1- Signature microbienne dans CCA 

 

Dans cette étude, nous avons caractérisé le microbiote biliaire associées aux CCAs en 

comparaison avec des contrôles (calculs biliaires). 

Dans l'ensemble, 32 % des cas des CCAs et 22 % des cas de contrôle présentaient une autre 

maladie associée, telle que le diabète, la pancréatite, la maladie inflammatoire de l'intestin ou 

une cholangite sclérosante primaire. Ces maladies associées ont été prises en compte dans les 

comparaisons qui ont été faites.  Des sous-groupes avec ou sans maladies associées ont été 

créé pour les CCAs et les contrôles.  

Des études antérieures ont mis en évidence une association entre la dysbiose du microbiote 

biliaire et des maladies humaines principalement le processus de formation de calculs biliaires 

de cholestérol (61,168). Ces données suggèrent que le microbiome de la vésicule biliaire 

humaine pourrait jouer un rôle physi-pathologique en influençant le profil métabolique 

biliaire. 

Dans notre étude, notre objectif était de rechercher un lien significatif entre la dysbiose du 

microbiote biliaire et la cause néoplasique responsable de sténose biliaire. Nous avons pu 

d’abord, montrer à l’aide d’analyse en coordonnées principales (PCoA), une séparation 

significative de la composition microbienne biliaire entre les deux sous-groupes (CCAs et 

contrôles) sans maladies associées. 
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Nous avons montré également que le phylum Protéobactéries prédominait le microbiote 

biliaire des populations CCAs et des contrôles, alors que le phylum Firmicutes étaient moins 

représenté et le phylum Bacteroidetes était plus représenté dans le microbiote biliaire des 

CCAs par rapport aux contrôles.  

Compte tenu du fait que les Protéobactéries représentent environ 60 % des phylum du canal 

biliaire contre seulement 30 % des phylums de l'estomac (78), on peut supposer les niveaux 

de Proteobacteria trouvés dans notre série est proches des valeurs intestinales que gastriques  

(313). 

Au niveau de genre, Enterococcus, Streptococcus, Bacteroides, Klebsiella, et Pyramidobacter, 

étaient les plus abondants dans le microbiote biliaire des CCAs avec une surreprésentation de 

Bacteroides, Geobacillus, Anoxybacillus, et Meiothermus chez les CCAs. Par l’analyse 

différentielle de la composition de microbiote, une dysbiose bactérienne associées aux CCAs 

est ainsi définie.   

Les Bacteroides sont des bacilles Gram-négatifs, anaérobies stricts, non sporulés, qui sont des 

bactéries du microbiote intestinal. Plusieurs études ont démontré des associations entre les 

Bacteroides et le cancer du côlon(72,314). En outre, des taux élevés de Bacteroides ont été 

trouvés dans diverses autres maladies et conditions pathologiques telle arthrite chez les rats 

transgéniques HLA-B27 (315,316). De plus, une plus grande abondance de Bacteroides dans la 

bile a été liée à la lithiase par des changements métabolomiques (172). 

Des résultats controversés sur le microbiote biliaire associé à la CSP ont été publiés : Pereira 

et al  (177) n'ont pas trouvé d'association significative entre la CSP et les modifications du 

microbiote biliaire, alors qu'une dysbiose spécifique du microbiote intestinal a été 

caractérisée (314). Nous n'avons pas été en mesure de vérifier ce point spécifique, car un seul 

de nos patients atteints de CCA souffrait de CSP.  

À notre connaissance, les niveaux de Geobacillus, Meiothermus et Anoxybacillus, dont on a 

constaté qu'ils étaient plus abondants dans les CCAe, n'avaient pas encore été associés aux 

CCA. Le genre Geobacillus comprend un groupe de bactéries thermophiles Gram-positives, qui 

sont capables de se développer dans un milieu anaérobie même à des témpératures très 

élevées pouvant atteindre 75°C (317). Le genre Meiothermus est une bactérie 

environnementale thermophile, qui a été isolée à partir de source chaude (318).  Le genre 

Anoxybacillus est une bactérie en forme de tige de la famille des Bacillaceae, qui forme des 

spores susceptibles de résister au milieu des sources géothermiques (319). Notre étude ne 
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permet pas de déterminer si ces associations illustrent une communauté de bactéries 

d’accompagnement plutôt qu'un noyau causal. Il est intéressant de noter qu'une étude 

récente a signalé une augmentation des genres Anoxybacillus et Geobacillus  chez les patients 

atteints de cancer de la vessie dans des tissus de la muqueuse de la vessie cancéreuse  (320). 

De plus, il a été démontré que deux genres (Lactobacillus et Alloscardovia) sont associés au 

CCAi (321). 

 

2- Signature épigénétique 

Dans la présente étude, nous avons utilisé des puces à méthylation humaines pour détecter 

les gènes méthylés dans le sang (PBMC) et les effluents biliaires. Parmi les gènes dont 

l'expression pourrait être différente entre les patients atteints de cancer et les contrôles avec 

des taux de méthylation différents, 114 gènes étaient communs entre les puces appliquées 

aux cellules circulantes sanguibes et à à l’effluent biliaire. Nos résultats montrent grâce aux 

deux puces de méthylation, des différents profils de méthylation différents entre les patients 

atteints de cancer et les contrôles ; parmi eux, 20 étaient différentiels entre les CCAe et les 

contrôles. Les expressions protéiques de deux de ces gènes ont ensuite été évaluée par IHC 

dans le CCAi, le CCAe et l'adénocarcinome pancréatique.  Le gène SFN est hypométhylé dans 

les tissus de CCAe et du cancer pancréatique alors qu'il n'est pas détecté dans les tissus 

normaux.  

Dans l'ensemble, 19,57 % des sites géniques hypométhylés et 11,9 % des sites géniques 

hyperméthylés étaient proches des régions promotrices, notamment des TSS200 et TSS1500. 

Cela suggère un fort impact sur la transcription des gènes. Plusieurs types de méthylation, 

comme la méthylation des promoteurs et la méthylation des îlots CpG, sont fortement été 

associés aux CCAs  (230,281). 

Parmi les gènes communs, neuf d'entre eux présentaient le même sens de méthylation (hypo 

ou hyper) chez les patients atteints de CCAs : cinq gènes étaient hyerméthylés et quatre 

étaient hypométhylés. L'analyse fonctionnelle de ces gènes a montré qu’ils sont enrichis dans 

des processus cellulaire suivant modification post-traductionnelle des protéines, 

différenciation cellulaire, régulation de la prolifération de la population cellulaire, transport 

de l'ARNm, régulation de la transcription, modélisation de l'ADN. 
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Ces résultats sont concordants entre les cellules circulantes (PBMC) sanguines et non 

circulantes biliaires. Parmi les 20 gènes présentant des niveaux de méthylation différents 

entre les témoins et les CCA, deux ont été sélectionné. Ces gènes candidats sont classés selon 

leurs fonctions. Nous avons sélectionné deux gènes (WISP-1 et SFN) dont l'expression a été 

évaluée en immunohistochimie (IHC). 

 

La stratifine (SFN, également connue sous le nom de 14-3-3 sigma) appartient à la famille des 

14-3-3, des polypeptides acides de 28-33 kDa abondants et largement exprimés qui s'auto-

assemblent spontanément sous forme d'homodimères ou d'hétérodimères. Ils peuvent se lier 

à plus de 100 protéines cellulaires fonctionnellement diverses et jouent ainsi des rôles 

importants dans divers processus cellulaires tels que la transduction des signaux, la régulation 

du cycle cellulaire, l'apoptose, l'organisation du cytosquelette et la transformation maligne 

(322). Ils peuvent également induire la protéine p53 et entraver la réparation des dommages 

à l'ADN tels que ceux induits par les microbes et d'autres facteurs de l'environnement (323). 

Des niveaux élevés de SFN ont été signalés dans le carcinome hépatocellulaire (324) et le 

carcinome pulmonaire  (325,326) et dans des organoïdes de culture de cholaniocarcinome 

(327). 

A notre connaissance, la présente étude est la première à montrer une expression forte de 

SFN dans le tissu de CCAe. C'est également le cas dans le cancer du pancréas comme l'ont 

rapporté d'autres (328,329). Toutefois, tous ces résultats contrastent avec ceux de Bertram et 

al  (330) qui ont montré une plus forte expression de SFN dans les tissus de CCAi. Néanmoins, 

le fait que SFN ait pu être considéré pour sses valeurs diagnostiques et pronostiques dans des 

cancers en première ligne d’exposition aux microbes, tels l’adénocarcinome pulmonaire 

(325,326) et le cancer du côlon, suggère que les microbes pourrait être associés à l'expression 

du gène via la dysméthylation comme nous avons pu le discuter ailleurs (331). Ceci peut être 

considéré également comme un argument pour mieux comprendre les divergences de 

l’expression de ce gène entre le CCAe et la CCAi. 

 

En revanche, WISP1, impliqué an amont de la voie Wnt et et β-caténine (332) a montré dans 

notre étude un taux d'expression plus élevé dans les CCAi (60%) que dans les CCAe et les 

adénocarcinomes pancréatiques (20%). Cela suggère que dans les CCAs, une faible expression 

de SFN et une forte expression de WISP1 pouvant être devenir un marqueur de différenciation 
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de CCAi par rapport aux CCAe. L'expression de WISP1 dans différents cancers reste peu 

documentée. Ainsi dans les cancers humains du sein et du côlon une expression élevée de 

WISP1 semble associée à une croissance tumorale accrue (333,334) est faire de ce marqueur 

un bio indicateur pronostique. La dérégulation de WISP-1 est également rapportée dans 

diverses pathologies, incluant l'atteinte ostéo-articulaire, la réaction dibrosante à 

l’inflammation et les processus réactionnels au cancer (335,336). Plus intéressant encore, 

WISP1 est stimulé par des bactéries virulentes et on suppose qu'il régule la réparation des 

muqueuses due à des blessures microbiennes (337). WISP1 est connu comme la voie 

biologique d’aval par rapport à la voie WNT1- β-caténine, impliquée dans le cancer du colon. 

Le facteur de transcription β-caténine assure la régulation transcriptionnelle et les 

interactions chromatiniennes de la voie WNT, l’ensemble interagissant avec le systtème de 

cohésion épithéulaie assuré par les integrines (332,336). Dans le domaine de néoplasies 

hépatiques, on peut supposer un effet pronostique de WISP1 dans le CCAi (338), et du 

potentiel métastastatique et donc un indicateur de mauvais pronostic dans le carcinome 

hépatocellulaire (339). 

 

 

 

 

3- Synthèse et perceptive 

 

Les deux études que nous avons menées ont permis de définir une dysbiose biliaire associée 

aux CCAs d’une part et une signature épigénétique caractéristique de CCA d’autre part. Elles 

ont permis l’identification de deux gènes dont l’expression n’avait pas été rapportée dans 

CCAe. 

Grâce à la technique de séquençage de l’ARNr 16S nous avons caractérisé le microbiote dans 

la bile des CCAe en comparaison à des contrôles et nous avons identifié une dysbiose biliaire 

associés aux CCAs. Nous avons noté une différence significative dans les composants 

microbiens biliaires. Cela suggère qu'une dysbiose biliaire est associée au CCA et pourrait nous 

permettre de distinguer les deux sous types anatomiques des cancers de voies biliaires et 

rendre la distinction entre CCA et les situations non néoplasiques plus aisée. Nous suggérons 
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que certaines de ces bactéries pourraient être aussi impliquées dans le développement de 

CCA. 

Désormais, de grandes séries de patients atteints de CCAe et CCAi  doievent être étudiées 

pour caractériser en profondeur la dysbiose associée au cancer biliaire comme co-marqueur 

cancérigène et pronostique. De plus, le lien éventuel avec la méthylation des gènes de cellules 

hôtes méritent d’être intégré dans de telles études.  

En 2003, Klump et ses collègues (340) ont analysé le CDKN2A (p16) et CDKN2A (p14) dans 21 

et 23 échantillons de CCA, respectivement, et dans 32 échantillons provenant de patients 

atteints de troubles biliaires bénins. La méthylation de CDKN2A (p16) et CDKN2A (p14) avait 

respectivement une sensibilité de 52 % et 48 %, et une spécificité de 94 % et 97 %, (340). 

Dans une autre étude, les niveaux de méthylation de l'ADN de 19 marqueurs ont été analysés 

dans la bile, montrant des sensibilités entre 3 et 93 % et des spécificités entre 14-100% de 

détéction de CCA (341). 

Enfin, en analysant 77 échantillons de CCA et 48 échantillons provenant de patients souffrant 

de troubles biliaires, Shin et al. ont signalé que la méthylation des marqueurs CCND2, CDH13, 

GRIN2B, RUNX3 et TWIST1 dans la bile avait une sensibilité de 76 % et une spécificité de 100 

% pour le CCA (342). 

Une source alternative et peu invasive pour la découverte de biomarqueurs est le sang. 

Cependant, comme pour la bile, peu d'études ont été réalisées sur les marqueurs de 

méthylation de l'ADN. La combinaison de l'hyperméthylation des promoteurs de SHOX2 et de 

SEPT9 dans le plasma de 20 patients atteints de CCA et de 100 témoins présentait une 

sensibilité de 45 % et une spécificité de 99 % pour les CCAs (343).  

Dans notre deuxième étude deux gènes candidats SFN et WISP1 ont été identifié et pourrait 

devenir le support d’un test sanguin dans le domaine des tumeurs de carrefour bilio-

pancréatique. Une étude de notre laboratoire a permis, dans une démarche identique, la 

validation d’un test sanguin basé sur la mesure de méthylation d’un panel de gènes a pu ainsi 

être valuidé chez plus de 1000 patients (344). 

En conclusion, nos résultats, illustrés à travers deux manuscrits indépendants, peuvent être 

mis en lien montrant une dysbiose biliaire dans le CCAe et des anomalies d’expression 

géniques via des troubles de méthylation. D'autres études sont alors nécessaires pour 

confirmer nos données dans une plus grande cohorte. Les gènes méthylés et le microbiote 

peuvent être considérés comme un point cible pour le diagnostic et les thérapies. 
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