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Résumé

Selon une étude précédente, une limitation a |'efficacité anticancéreuse du 5-Fluorouracile
(5-FU) repose sur la sécrétion d'IL-1B par des cellules myéloides immunosuppressives
(MDSC). La libération d'IL-1B mature provient de I'activation de NLRP3 induite par le 5- FU et
de I'augmentation de I'activité de la caspase-1 dans les MDSC, qui favorise la reprise de la
croissance tumorale chez des souris traitées avec 5-FU. L'acide docosahexaénoique (DHA)
appartient a la famille des acides gras oméga-3 et possede des propriétés anticancéreuses et
anti-inflammatoires qui pourraient améliorer la chimiothérapie a base de 5-FU. Dans ces
travaux, nous démontrons que le DHA inhibe la sécrétion d'IL-1B induite par le 5-FU dans
une lignée cellulaire de MDSC (MSC-2). Chez des souris porteuses de tumeurs traitées par
5-FU, nous avons montré qu'un régime alimentaire enrichi en DHA réduit la concentration
d'IL-1P circulante et la récidive tumorale aprés une injection de 5-FU. Le traitement par 5-FU
conduit a l'activation de JNK dans les MDSC et l'inhibiteur de JNK SP600125 diminue la
sécrétion d’IL-1B. De plus, le DHA est capable de contrecarrer |'activation de JNK induite par
5-FU dans les MDSC, entrainant la chute de la libération de I'lL-1B. De plus, nous avons
montré que la supplémentation en DHA dans les MDSC exposées au 5 FU diminuait I'activité
de la caspase-1 ainsi que la modification des interactions entre NLRP3 et la caspase-1, ASC
ou B-arrestine-2. De maniere inattendue, la régulation de I'activité de la caspase-1 par le
DHA était indépendante de JNK, ce qui suggere que le DHA pourrait controler la sécrétion de
I'IL-1 par le biais de I'inflammasome NLRP3 et de la voie JNK. Enfin, nous avons trouvé une
corrélation négative entre la teneur en DHA dans le plasma et I'induction du niveau d'IL-1
ou de la caspase-1 dans le sang de patients traités par chimiothérapie a base de 5-FU.

L'ensemble de ces données fournissent de nouvelles informations sur la régulation de la
sécrétion de I'IL-1B par le DHA et son bénéfice potentiel dans la chimiothérapie a base de

5-FU.

Mots clefs : DHA, 5-FU, MDSC, NLRP3, IL-1B, JNK



Abstract

A limitation to 5-Fluorouracil (5-FU) anti-cancer efficacy relies on the secretion of IL-1B by
myeloid-derived suppressor cells (MDSC) according to a previous pre-clinical report. The
release of mature IL-1B originates from 5-FU-mediated NLRP3 activation with increased
caspase-1 activity in MDSC and sustains tumor growth recovery in 5-FU-treated mice.
Docosahexaenoic acid (DHA) belongs to omega-3 fatty acid family and harbors both anti-
cancer and anti-inflammatory properties which might could improve 5-FU chemotherapy.
Here, we demonstrate that DHA inhibits 5-FU-induced IL-1B secretion produced by a MDSC
cell line (MSC-2). In tumor-bearing mice treated with 5-FU, we showed that a DHA-enriched
diet reduces circulating IL-1B concentration and tumor recurrence after 5-FU injection. 5-FU
treatment led to JNK activation in MDSC and JNK inhibitor SP600125 decreased IL-1B
secretion. Moreover, DHA was able to counteract 5-FU-mediated JNK activation in MDSC
leading to the drop of IL-1B release. In addition, we showed that DHA supplementation in
5-FU-exposed MDSC decreases caspase-1 activity along with a modification of the
interactions between NLRP3 and caspase-1, ASC or [-arrestin-2. Unexpectedly, the
regulation of caspase-1 activity by DHA was independent of JNK which suggests that DHA
could control IL-1B secretion through both NLRP3 inflammasome and JNK pathway.
Interestingly, we found a negative correlation between DHA content in plasma and the
induction of circulating IL-1 level or caspase-1 activity in patients treated with 5-FU-based
chemotherapy.

Together, these data provide new insights on the regulation of IL-1B secretion by DHA and

its potential benefit in 5-FU-based chemotherapy.

Keywords: DHA, 5-FU, MDSC, NLRP3, IL-1pB, JNK
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Chapitre | : Le cancer

|. Le cancer

A. Définition et caractéristiques du cancer

Aujourd’hui, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit le cancer comme « un terme
général appliqué a un grand groupe de maladies qui peuvent toucher n'importe quelle partie de
I'organisme. L'une de ses caractéristiques est la prolifération rapide de cellules anormales qui
peuvent essaimer dans d'autres organes, formant ce qu'on appelle des métastases ». Les plus
anciennes descriptions de ces masses anormales ont été faites bien avant que le terme « cancer »
ne soit introduit. En effet, dés 3000 ans avant JC, le papyrus chirurgical Edwin Smith, un des plus
anciens documents de |'histoire médicale, relate huit cas de tumeurs ou ulceres de la poitrine,
décrits par I'auteur comme une maladie grave sans options curatives, la solution palliative

proposée était la cautérisation.

Le terme cancer est attribué au médecin philosophe grec Hippocrate (460-370 avant JC), connu
comme le péere de la médecine, qui utilisa les termes grecs carcinos et carcinoma. |l compara le
cancer a un crabe, par analogie a l'aspect des tumeurs du sein avec ce crustacé. C'est ensuite le
médecin romain Celsus (28 avant JC -50 aprés JC) qui traduit le mot grec « carcinos » en
« cancer ». Puis Galien (131-201 apres JC) utilisa le terme grec « oncos » pour désigner une
grosseur ou une tumeur maligne. Au XVlle siecle, Gendron, congoit le cancer comme une
modification tissulaire localisée qui s’étend par prolifération cellulaire, curable si elle est extirpée

dans sa totalité.

Le passage de la cellule normale a une cellule cancéreuse est un processus appelé transformation.
Selon la théorie réductionniste, cette transformation est due a une suite d’événements successifs
et notamment a une accumulation de mutations qui confere a la cellule un avantage prolifératif et
de survie entrainant I'apparition d’un clone cancéreux puis de différents sous-clones qui vont alors
se multiplier de fagon anarchique pour former une tumeur. Au contraire I'approche holiste se base
sur I'étude de la biologie des systémes et met en avant I'importance des autres systemes, comme
le systéeme tissulaire, dans le développement des tumeurs. Finalement, I'état des connaissances

actuelles voudrait que le développement d’une tumeur prenne en compte ces deux théories. En
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2000, Hanahan et Weinberg ont résumé les caractéristiques propres a la cellule cancéreuse, qui se
rapprochent du modele réductionniste, qu’ils ont par la suite mis a jour en 2011 en prenant en
compte les critéres autres que génétiques pour expliquer le développement tumoral (Hanahan

and Weinberg, 2000, 2011), (figure 1).

1. Autosuffisance en 2. Insensibilité aux
facteurs de signaux d’inhibition

croissance de prolifération

c. Energétique d. Détournement de la

cellulaire dérégulée destruction
immunitaire

4. Potentiel réplicatif
illimité

a. Instabilité du
génome et mutations

6. Invasion tissulaire

5. Angiogenese et métastases

Figure 1 Les 10 caractéristiques fondamentales du cancer
D’aprés (Hanahan and Weinberg, 2011), (Hanahan and Weinberg, 2000)

1. Autosuffisance en facteur de croissance

A l'intérieur d’un tissu sain, la prolifération cellulaire est minutieusement contrélée afin de
maintenir une homéostasie cellulaire et ainsi une bonne architecture du tissu. Pour proliférer, une
cellule normale a besoin de signaux de croissance mitogéniques lui permettant d’entrer dans le
cycle cellulaire (passage de GO a G1). Ces signaux de prolifération peuvent étre : des facteurs de
croissance, des composants de la matrice extra-cellulaire ou des molécules d’interaction, qui vont
étre pergus par la cellule grace a des récepteurs transmembranaires ou des intégrines, ces signaux
sont nécessaires a la prolifération des cellules normales. De nombreux oncogénes agissent en
détournant ces signaux et vont conférer a la cellule transformée la capacité de proliférer
rapidement et sans controle. Parmi, les différentes stratégies de prolifération, on peut énumérer :
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une production de facteurs de croissance par la cellule cancéreuse permettant une stimulation
autocrine de la prolifération ; une augmentation du nombre de récepteurs aux facteurs de
croissance a la surface des cellules cancéreuses les rendant hypersensibles aux signaux de
prolifération (Witsch et al., 2010). Par exemple, le récepteur au facteur de croissance épidermique
(Epidermal growth Factor Receptor EGFR) voit son expression augmentée dans de nombreux
cancers solides pouvant atteindre jusqu’a 80% de surexpression chez les patients atteints de
cancer colorectal faisant de ce récepteur une cible pour les thérapies anti-cancéreuses
(Cunningham et al., 2005; Francoual et al., 2006). Ll'induction d’une prolifération soutenue est
également dépendante d’une suractivation des voies de signalisation prolifératives telles que les
voies : RAS-MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), PI3K (Phospholnositide 3 kinase), TGF-
(Transforming Growth Factor B) et WNT (Wingless Int). Cette derniere est fortement impliquée
dans le controle de la prolifération cellulaire, en particulier grace a la régulation de la B-caténine.
Des altérations génétiques dans cette voie de signalisation sont retrouvées dans plus de 90 % des
cellules cancéreuses du colon dont I'inactivation bi-allélique du gene APC (Adenomatous Polyposis
Coli), ou des mutations dans le géne de la B-caténine (CTNNB1) a I'origine d’'une augmentation de

la stabilité et du taux de la B-caténine (Cancer Genome Atlas Network, 2012).

2. Insensibilité aux signaux d’inhibition de la prolifération

En plus de ces signaux prolifératifs, I'intégrité du tissu sain est également dépendante de multiples
signaux antiprolifératifs permettant le maintien des cellules en quiescence. Ces signaux
antiprolifératifs vont essentiellement dépendre de deux suppresseurs de tumeurs, les protéines
du Rétinoblastome (Rb) et P53. Rb intégre différents signaux environnants pour décider de
I'entrée de la cellule en division, passage en G1, ou au contraire de rentrer en phase de

guiescence, phase GO.

3. Résistance a la mort cellulaire par apoptose

Le consensus selon lequel I'apoptose serait une barriere au développement du cancer a été
énoncé la premiere fois en 1972 par Kerr, Wyllie et Currie (Kerr et al., 1972). La résistance a
I'apoptose des cellules cancéreuses peut étre acquise a travers une variété de stratégies. La plus
fréquente est la perte de fonctionnalité du suppresseur de tumeur P53. L'un des principaux roles
de P53 est de contrdler la réponse cellulaire aux dommages causés a I’ADN et a différents types de
stress. Les signaux de stress induisent I'accumulation et I'activation biochimique de P53 qui va
alors entrainer un arrét du cycle cellulaire ou I'induction de I'apoptose des cellules subissant ces
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stress. En cas de perte de la fonctionnalité de P53, les cellules ne vont pas mourir par apoptose, et
ainsi continuer leur prolifération en accumulant des dommages a I’ADN, pouvant aboutir au
développement d’une tumeur. Cette perte de fonctionnalité est considérée comme responsable

de plus de 50% des cancers chez 'Homme (May and May, 1999).

4. Potentiel réplicatif illimité

L’acquisition des trois précédentes capacités ; autosuffisance en facteur de croissance, insensibilité
aux signaux antiprolifératifs, et résistance a I'apoptose crée un microenvironnement propice a la
croissance cellulaire. Toutes ces perturbations cellulaires ne sont, en général, pas suffisantes a la
génération de la majorité des populations de cellules qui constituent les tumeurs macroscopiques
et ne garantissent pas une croissance tumorale expansive. Les premiers travaux de Hayflick
démontrent que des cellules normales non transformées en culture ont un potentiel réplicatif
déterminé (Hayflick, 1965). Une fois que les populations cellulaires ont progressé a travers un
certain nombre de doublements, elles cessent de croitre, ce processus est appelé la sénescence.
En effet, les chromosomes ont a leur extrémité des séquences hexanucléotidiques répétées en
tandem, que I'on appelle télomeres. Ces télomeres protégent les chromosomes et vont s’éroder
au fur et a mesure des divisions cellulaires, perdre alors leur fonction protectrice et mener la
cellule a un état de crise. L'état de crise se caractérise par une mort cellulaire massive qui parfois
meéne a I'émergence de cellules immortalisées, qui auront acquis la capacité a se multiplier sans
limite, une variante occasionnelle (Wright et al., 1989). Les cellules transformées ont aussi la
capacité de synthétiser la télomérase, cet enzyme permet la réparation des télomeres et leur

maintien a leur longueur initiale leur permettant ainsi de se développer a l'infini.

5. Angiogenése

Les nutriments et I'oxygéne apportés par le systeme sanguin sont cruciaux a la fonction et a la
survie cellulaire. Pendant I'organogenése, la proximité entre cellules et vaisseaux sanguins est
assurée par la croissance coordonnée de vaisseaux et de parenchyme. Du fait de la nécessité de
vaisseaux sanguins a proximité, il semblerait que les cellules en prolifération aient la capacité
intrinseque d’induire la croissance de nouveaux vaisseaux. Afin de progresser vers une plus grande
taille, les néoplasies naissantes développent une capacité angiogénique, décrite comme un switch
angiogénique entre vascularisation quiescente et apparition continue de nouveaux vaisseaux
soutenant cette croissance néoplasique. L'importance de I'angiogenése dans le développement
des tumeurs est étudiée depuis de nombreuses années. Judah Folkman, a démontré in vivo la
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nécessité de l'angiogenése pour la croissance d’explants de tumeurs et que I'ajout d’anticorps
anti-VEGF (vascular Endothelial Growth Factor) inhibe la néo-vascularisation et la croissance des
tumeurs sous-cutanées chez la souris (Folkman, 1971). Ces résultats ont motivé le développement
d'inhibiteurs spécifiques VEGF/VEGF-R dans des protocoles cliniques. La combinaison entre
chimiothérapies et anti-VEGF dans le traitement des cancers gastriques, colorectaux, du sein, ou
des poumons augmentent la survie et/ou la survie sans progression (Jain et al., 2006; Mawalla et

al., 2018).

6. Invasion tissulaire et métastase

Au cours du développement de la plupart des types de cancer chez I'Homme, des cellules
cancéreuses de la masse tumorale primaire colonisent et envahissent les tissus adjacents. Les
cellules tumorales peuvent également emprunter les systémes sanguin et lymphatique pour
coloniser des tissus éloignés de la tumeur primaire. La formation d’une nouvelle colonie est
appelée métastase. Celles-ci sont responsables de 90% des décés par cancer. Les cellules
cancéreuses doivent s’adapter aux changements permanents et aux conditions souvent hostiles de
son environnement. Les capacités d'invasion et métastatique des cellules cancéreuses permettent
d'échapper a la tumeur primitive et de coloniser de nouveaux sites dans le corps ou, au moins au
début, les nutriments et I'espace ne sont pas limitants. Les cellules aux capacités métastatiques
acquierent des propriétés phénotypiques modulant leurs interactions avec l'environnement
comme une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Ce processus est un phénomene proche
de celui observé lors du développement embryonnaire et est induit sous la dépendance des
facteurs de transcription SNAIL, TWIST et ZEB. Les cellules cancéreuses acquiérent ainsi des
propriétés de cellules souches avec de fortes fonctions tumorigéniques. Les conséquences de la
TEM sur les cellules cancéreuses consistent en une augmentation de leur motilité, de leurs

propriétés d’invasion et de dissémination (Brabletz et al., 2018).

Ces premieres caractéristiques proposées par Hanahan et Weinberg en 2000, sont propres a la
cellule cancéreuse. Grace aux nombreux travaux de recherche qui ont été développés depuis, il a
été admis que le développement tumoral ne dépend pas uniquement des cellules tumorales mais
également du microenvironnement tumoral. Cest pourquoi, ces mémes auteurs ont
judicieusement mis a jour ces caractéristiques de la tumeur en prenant en compte le

microenvironnement tumoral (Hanahan and Weinberg, 2011) :
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a. Instabilité du génome et les mutations

Les caractéristiques énumérées précédemment dépendent en grande partie d’une succession
d’altérations génomiques a l'origine des cellules néoplasiques. Dans la cellule, un systeme de
détection d’erreur associé a la réplication de ’ADN et a sa réparation permet un taux de mutation
spontanée tres faible. Cette machinerie de surveillance du génome devient défectueuse au cours
du processus de transformation, principalement par la perte de fonction de P53, le gardien du
génome. En avril 2018, l'initiative PanCancer a publié une analyse de 33 types de cancers chez plus
de 10000 patients, classant les cancers selon leur constitution cellulaire et génétique et
indépendamment de leur origine anatomique. Ces résultats ont généré |’ « Atlas du génome du
cancer » qui pourrait encourager les cliniciens a utiliser des informations génomiques complétes
pour mieux cibler les stratégies thérapeutiques anticancéreuses. En effet, cette étude a pu
identifier environ 300 génes responsables de la croissance tumorale. Un peu plus de la moitié des
tumeurs analysées portent des mutations qui pourraient étre ciblées par des thérapies déja

approuvées (https://portal.gdc.cancer.gov/). On peut citer, par exemple la mutation non-sens

BRAF V600E, qui est la mutation la plus retrouvée (565 cas/10 202), ou encore les mutations de
P53 qui sont retrouvées parmi les plus fréquentes (R175H : 156/10 202 ; R273C: 125/10 202;
R248Q :121/10 202).

b. Inflammation induite par la tumeur

La relation entre cancer et inflammation a été établie par le médecin allemand Rudolf Virchow qui
montra en 1863 que I'inflammation chronique causée par certains irritants pouvait engendrer une
importante prolifération cellulaire. Depuis de nombreuses années, il a été constaté une infiltration
des tumeurs solides par des cellules des systemes immunitaires inné et adaptatif, semblable a une
inflammation dans un tissu non-néoplasique (Coussens and Werb, 2002; Dvorak, 1986; Pages et
al., 2010). Les données cliniques et expérimentales actuelles démontrent que I'inflammation et
plus particulierement I'inflammation chronique favorise la carcinogenése. Les dégats tissulaires,
leur réparation et le taux de prolifération plus élevé retrouvés dans un tissu inflammé augmentent
la probabilité de mutations et de translocations chromosomales durant la mitose. L'inflammation
permet également la mise en place d’'un microenvironnement favorable au développement de la
tumeur et des métastases ainsi qu’a l'installation d’un microenvironnement immunosuppresseur

limitant la réponse immunitaire anti-tumorale. Par exemple, Les maladies inflammatoires
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chroniques de l'intestin (maladie de Crohn et colites ulcératives) sont des facteurs de risque des

cancers colorectaux (Hemminki et al., 2009; Jess et al., 2012).

c. Energétique cellulaire dérégulée

En 1924, Otto Warburg montra que l'un des changements principaux des cellules tumorales était
une diminution de la production d’ATP (Adenosine Triphosphate) par la voie de la phosphorylation
oxydative compensée par une production d’ATP par la voie de fermentation du glucose en lactate.
Ce changement est appelé I'effet Warburg (Warburg, 1956). Or, la transformation d’'une molécule
de glucose en lactate n’apporte que deux molécules d’ATP tandis que via la phosphorylation
oxydative, le catabolisme du glucose génere 36 molécules d’ATP. Dans le cas des cellules
cancéreuses en prolifération, cette reprogrammation métabolique a lieu en dépit d'une
concentration en oxygene normale, c’est pourquoi Warburg émit dans un premier temps
I'hypothése d’'un défaut de la chaine respiratoire mitochondriale. Cependant, des travaux
ultérieurs ont montré que la plupart des cellules cancéreuses ne présentaient pas d’altération de
la fonction mitochondriale (Weinhouse, 1976). La voie de la glycolyse permet de produire de I'ATP
plus rapidement mais, par mole de glucose, sa production reste néanmoins plus faible que par
celle de la phosphorylation oxydative. L’hypothése actuelle voudrait que ce ne soit pas
uniquement pour la production d’ATP que cette voie serait activée mais parce que cette glycolyse
aérobique permet aux cellules cancéreuses d’augmenter la concentration des deux produits
finaux : le lactate et le pyruvate. Aprés ces premieres constations de la dérégulation de la voie de
la glycolyse par les cellules cancéreuses, de nombreuses études ont également montré d’autres
altérations touchant les voies métaboliques de la cellule cancéreuse. Il est désormais bien admis
qgue le métabolisme énergétique de la cellule cancéreuse, permettant la génération de substrats
énergétiques soutenant les besoins en croissance et prolifération, joue un réle primordial dans
I'oncogenese et la progression tumorale. Ainsi, la reprogrammation métabolique menée par les
cellules cancéreuses va leur conférer des bénéfices a plusieurs niveaux : Les cellules cancéreuses
vont d’une part renforcer leurs mécanismes d’influx des métabolites, leur permettant une parfaite
acquisition des nutriments nécessaires a la prolifération. D’autre part, ces nutriments vont étre
dirigés préférentiellement vers les voies métaboliques contribuant aux propriétés tumorigénes de
ces cellules. La reprogrammation métabolique aura également des conséquences sur la
différenciation des cellules cancéreuses elles-mémes ainsi que des composants du

microenvironnement tumoral (Pavlova and Thompson, 2016).
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d. Blocage de la réponse immunitaire anti-tumorale

La réponse immunitaire de I'h6te contre la tumeur est le résultat d’une compétition entre signaux
inhibiteurs ou activateurs. Les points de contréle du systéme immunitaire sont des régulateurs
importants de I’homéostasie immunitaire et de la prévention de I'auto-immunité. lls contribuent
au maintien de la tolérance au soi et de la régulation du type, de 'amplitude et de la durée de la
réponse immunitaire. En conditions physiologiques, ces points de contrdle permettent au systeme
immunitaire de répondre a des infections ou méme de lutter contre les cellules cancéreuses tout
en protégeant les tissus adjacents de dégats qui pourraient étre causés par un emballement de la
réponse immunitaire. En effet, 'action du systéme immunitaire est régulée de maniere trées
stricte. Pour s’activer, un lymphocyte a besoin de la reconnaissance du complexe majeur
d’histocompatibilité¢ (CMH) sur une cellule présentatrice d’antigéne mais également Ila
reconnaissance d’un ligand pour son récepteur de co-stimulation, comme par exemple I'axe
CD28-CD86, ces molécules co-stimulatrices permettent I'activation et I'amplification de la réponse
immunitaire. Une fois activé, et pour éviter un emballement du systeme immunitaire, le
lymphocyte va se mettre a exprimer des récepteurs de co-inhibition, entrainant I'inhibition de la
réponse immunitaire puis la mort du lymphocyte. Parmi les ligands des récepteurs de co-inhibition
les plus étudiés, aussi appelés « point de contréle du systeme immunitaire » on peut citer : PDL1
(Programmed Death-Ligand 1), CD80/86 ou encore Galectin-9 qui ont pour récepteur respectif a la
surface des lymphocytes : PD1 (Programmed Death 1), CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte associated
protein 4), Tim-3, les différentes molécules de co-inhibition et leurs récepteurs sont illustrés en
figure 2. Aujourd’hui le ciblage thérapeutique de ces « points de contréle du systéme
immunitaire » constitue une stratégie prometteuse dans le traitement des maladies

auto-immunes, inflammatoires ou du cancer.
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Figure 2 Les "points de contréle du systéeme immunitaire"

D’apres (Pardoll, 2012)

Les cellules tumorales contrélent également I'inhibition indirecte de la réponse immunitaire par le

biais du recrutement de cellules régulatrices immunosuppressives. En effet, la tumeur sécréte

également différents facteurs de croissance ou cytokines qui vont mener au recrutement de

cellules régulatrices immunosuppressives telles que les lymphocytes T Helpher (Th) 2, Th17, les
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lymphocytes T régulateurs (Treg) ou encore les cellules myéloides immunosuppressives (MDSC).

Le mécanisme immunosuppressif des MDSC sera décrit plus en détails dans le chapitre suivant.

B.Epidémiologie du cancer/Facteurs de risque/prévention

1. Epidémiologie
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Figure 3 Incidence mondiale des cancers
Nombre de nouveaux cas estimés au niveau mondial en 2018 chez ’homme (gauche) et chez la

femme (droite) selon I’étude GLOBOCAN 2018

En 1965, 'OMS a créé un centre épidémiologique propre a I'étude de I'incidence des cancers. Le
département d’épidémiologie descriptive du Centre International de Recherche sur le Cancer
(CIRC) a permis de réaliser des estimations sur I'incidence du cancer dans le monde. Ces données
ont été récoltées dans le cadre des projets GLOBOCAN. En 2018, La derniére étude GLOBOCAN a
estimé a 18 millions le nombre de nouveaux cas de cancers diagnostiqués et a 9,5 millions le
nombre de décés par cancer a I'échelle mondiale tout sexe confondu. Chez la femme, le cancer du
sein est le plus répandu avec 2 millions de nouveaux cas prédits cette année puis vient le cancer
colorectal avec 800 mille nouveaux cas. Chez ’'homme, ce sont les cancers du poumon et de la
prostate qui ont été les plus diagnostiqués avec respectivement 1,3 et 1,2 million de cas puis le

cancer colorectal avec 1 million de nouveaux cas (Figure 3).
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La compréhension des processus biologiques a I'origine du cancer reste un enjeu mondial pour la
mise en ceuvre d’approches innovantes en termes de prévention, de dépistage précoce et de

réponse prédictive aux traitements.

Les facteurs de risque sont multiples. D’'une part, I'hérédité est un facteur déterminant chez
environ 5 a 10 % des patients atteints d’un cancer, en particulier pour les cancers du sein, de
I'ovaire et du colon. Le développement de cancer suite a une exposition environnementale est
estimé a 90% des cas, dont la plupart est due aux 5 principaux facteurs de risque
comportementaux et alimentaires : le tabagisme, la consommation d’alcool, le manque d’exercice
physique, un indice de masse corporelle élevé, et une faible consommation de fruits et légumes.
Certaines infections chroniques sont également des facteurs de risque du cancer. Les cancers dus
a des infections par le virus de I’hépatite B, le virus de I’hépatite C, le virus du papillome humain, le
virus d’Epstein Barr ou la bactérie Helicobacter Pylori représentent environ 15 % des cas de
cancers diagnostiqués en 2012 (Plummer et al., 2016). Dans le cas du cancer colorectal (CRC), les
antécédents familiaux de CRC ou de cancer de l'ovaire, la présence d’adénome colorectal, les
maladies héréditaires (polypose adénomateuse familiale et le syndrome de Lynch (cancer
colorectal héréditaire sans polypose)) sont des facteurs de risque élevé. On retrouve également
des facteurs de risque associés a une inflammation chronique comme les antécédents personnels
de colite ulcéreuse ou de maladie de Crohn. De plus en plus d’études tendent a démontrer
I'importance de l'alimentation comme facteur de risque dans le développement de cancers.
Celle-ci a notamment été mise en cause dans le développement des cancers du foie, du sein, de la

prostate et du célon (Béliveau and Gingras, 2007; Key et al., 2004).

Aujourd’hui, diverses études nutritionnelles, dont I’étude EPIC (European Prospective
Investigation into Cancer and Nutrition), s’interrogent sur le réle que peuvent tenir I'alimentation
et le mode de vie d’un individu dans I'apparition d’un cancer. L’étude EPIC est menée sur une
cohorte de 521 000 patients (hommes et femmes) dans 10 pays européens. Cette étude a débuté
en 1990 et tous les ans de nouvelles publications viennent enrichir nos connaissances sur le lien

entre cancer et nutrition. Concernant le mode de vie des individus, des études ont montré qu’il
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existait une corrélation inverse entre |'activité physique et le risque de développer un cancer
colorectal qui peut étre expliquée par la diminution de la quantité de graisse abdominale et des
biomarqueurs caractéristiques d’'un dysfonctionnement métabolique (Aleksandrova et al., 2017).
En ce qui concerne les habitudes nutritionnelles, cette étude a pu mettre en évidence un lien
entre un régime riche en fibres et I'incidence de différents cancers. En effet, les risques de cancer
de la partie supérieure du tractus gastro-intestinal et du poumon sont inversement corrélés avec
la consommation de fruits ainsi que les risques des cancers du célon et du foie sont inversement
corrélés a la consommation totale de fibres (Bingham and Riboli, 2004; Bradbury et al., 2014).
Cette étude a également permis de mettre en évidence qu'un régime alimentaire dit
méditerranéen, composé essentiellement de fruits, légumes, céréales et poissons, ainsi qu’une
faible consommation de lipides saturés, permet une meilleure survie a long terme des populations
ayant adopté ce régime (Trichopoulou et al., 2005). Des résultats non consensuels sur le lien entre
cancers et consommation d’acides gras polyinsaturés (AGPI) sont retrouvés dans la littérature
scientifique. Cette littérature fait apparaitre que certaines huiles végétales (blé, carthame,
tournesol) riches en précurseur d’acides gras oméga-6 (acide linoléique) contribueraient a une
augmentation du risque de cancers. Tandis que le précurseur d’acides gras oméga-3 (acide a-
linolénique), contenu dans des huiles végétales (lin, noix, colza) ainsi que les acides gras
polyinsaturés oméga-3 (AGPI n-3) tel que I'EPA (acide éicosapentaénoique) et le DHA (acide
docosahexaénoique), essentiellement présents dans les poissons et les huiles de poisson,
diminueraient l'incidence de cancers (Azrad et al., 2013). D’autre part, il a été montré que la
consommation d’acide gras saturés contenus dans I'huile de palme, les produits d’origine animale
ou les produits raffinés par exemple, était positivement associée a un risque élevé de cancer
colorectal tandis que la consommation d’acides gras polyinsaturés oméga-3 d’origine marine
montre une corrélation inverse (Hodge et al., 2015). De méme, I'apport élevé en sucre est
également associé a une augmentation du risque de cancer colorectal (Sieri et al., 2017).
Finalement, le mode de vie et les habitudes alimentaires peuvent jouer un réle important dans
I'apparition et la prévention de certains cancers, ainsi, aider les consommateurs a faire de
meilleurs choix alimentaires pour une meilleure qualité nutritionnnelle est un des enjeux de la
politigue de santé publique européenne actuelle. Désormais, dans différents pays de I'Union
Européenne, dont la France, les industries agro-alimentaires se doivent de publier un
« NutriScore » sur les produits de consommation a disposition des consommateurs, reflétant la

qgualité nutritionnelle de chacun de ces produits. Une premiere étude, sur une cohorte
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européenne, a déja montré que la consommation de produits a « haut score » était associée a un

risque plus élevé de cancer (Deschasaux et al., 2018).

C. Stratégies anti-cancéreuses

Lorsqu’une tumeur maligne est détectée chez un patient, la premiére étape est de déterminer
I'extension locale et métastatique de la tumeur, c’est ce qui conditionnera le traitement et la

possibilité de retirer ou non cette tumeur.

La chirurgie est un traitement local du cancer qui a pour objectif d'enlever la tumeur, les ganglions
drainants et les éventuelles métastases. Cette exérése large, destinée a ne laisser localement
aucune cellule cancéreuse, est la condition essentielle de la guérison.

Les possibilités de pratiquer une chirurgie dépendent de la localisation et du nombre de
métastases. En effet, si les métastases sont situées au niveau du péritoine, dii a un cancer du
pancréas, de |'estomac ou du cblon par exemple, et gu’elles sont peu nombreuses et tres
localisées, elles peuvent étre retirées en méme temps que la tumeur primitive. En revanche, dans
un cancer colique, les métastases vont préférentiellement se situer au niveau du foie, dans ce cas
une deuxieme intervention est programmée deux ou trois mois plus tard. Pendant ce laps de
temps une chimiothérapie est réalisée pour réduire la taille des métastases et faciliter leur
exérese. L'intervention consiste a retirer la partie du foie touchée. Le foie étant capable de se

régénérer, il est donc possible d’en retirer une partie importante.

La découverte en 1895 des rayons X par Wilhelm Conrad Rontgen représente une véritable
révolution dans le monde médical. En effet, il est désormais possible de visualiser I'intérieur du
corps humain. L'utilisation des rayons X, pour traiter les maladies de la peau, nait aprés une
constatation notable. En effet, aprés la prise de cliché radiologique, nécessitant de longs temps de
pose, la peau des patients ainsi que celle des manipulateurs présente des rougeurs. Ce sont les
prémices de I'utilisation des rayonnements pour le traitement du cancer. La radiothérapie quant a
elle est apparue au début du XXéme siécle avec la découverte du radium par Marie et Pierre Curie.
En 1905, I'action bénéfique du radium pour le traitement des tumeurs de la peau et du col de
'utérus est reconnue, c’est la naissance de la curiethérapie. Malheureusement, constamment

exposée a la radioactivité, Marie Curie développe en 1934 une anémie aplasique, maladie grave de
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la moelle osseuse et finit par en succomber. La radiothérapie est un traitement loco-régional qui
consiste a utiliser des rayonnements ionisants capables d’atteindre les tissus profonds apres avoir
traversé la peau et les tissus superficiels. Ces rayonnements ont la capacité de détruire les cellules
cancéreuses en induisant des altérations de ’ADN comme des cassures simple et double brin ainsi
gue des modifications des bases nucléotidiques. Les rayonnements vont aussi avoir une action sur
I'immunité tumorale locale. En effet, I'irradiation entraine un relargage d’IFNy (Interféron gamma),
cet interféron a la capacité d’induire PDL1 a la surface des cellules cancéreuses. PDL1 est un
inhibiteur de point de controle immunitaire, c’est-a-dire qu’il a la capacité de bloquer la réponse
immunitaire induite par les lymphocytes T sur le site tumoral. Une étude démontre l'effet
synergique d’une irradiation associée a un anticorps bloquant anti-PDL1 dans le but de rétablir
une réponse immunitaire anti-tumorale (Deng et al., 2014). Une stabilisation de la masse tumorale
est alors observée, I'association de l'irradiation avec un modulateur de la réponse immunitaire

semble donc étre une piste prometteuse pour le développement de nouveaux traitements.

Au début des années 1900, le chimiste allemand Paul Ehrlich a développé des médicaments pour
traiter les maladies infectieuses. Il a été le premier a répertorier |'efficacité de nombreux produits
chimiques pour leur potentiel cytotoxique dans un modele animal. En 1908, un modele de lapin
utilisé pour étudier la syphilis, a montré les effets bénéfiques de I'arsenic pour traiter cette
maladie. Ehrlich s’est également intéressé a certains médicaments pour le traitement du cancer,
comme les agents alkylants. Puis, le développement des traitements chimiothérapeutiques a
connu son essor lors de la seconde guerre mondiale. Les chercheurs de l'université de Yale aux
Etats-Unis ont constaté en 1943 la régression de lymphomes suite a 'administration d’ypérite,
mieux connu sous le nom de gaz moutarde (Goodman et al., 1946; Krumbhaar and Krumbhaar,
1919). Ces résultats ont conduit au développement des premiers agents alkylants, incluant des
dérivés oraux, comme le cyclophosphamide.

Aujourd’hui, les agents chimiothérapeutiques sont répertoriés en plusieurs classes selon leurs
modes d’action. On y retrouve les antimétabolites, les agents alkyants, les inhibiteurs de

topoisomérase, les inhibiteurs mitotiques... (Tableau 1).
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Tableau 1 Exemples de différentes classes de chimiothérapies et les traitements commercialisés.

Classe Type Exemples

. e méchloréthamine ( Mustargen)
Moutarde a I'azote

e cyclophosphamide (Cytoxan)
e carmustine (BiCNU, BCNU)

Agents alkylants Nitrosourées

e lomustine (CeeNU, CCNU)

) e cisplatine (Platinol AQ, Platinol)
Sels métalliques

e oxaliplatine (Eloxatin)

e méthotrexate
Antifoliques e raltitrexed (Tomudex)

e pemetrexed (Alimta)
e cladribine (Leustatin)

Antimétabolites | Analogues de la puring
! ! e thioguanine (Lanvis, 6-TG)

e azactidine (Vidaza)

Analogues
e fluorouracil (Adrucil, 5-FU)

de la pyrimidine e gemcitabine (Gemzar)

Antibiotiques e bléomycine (Blenoxane)
(anthracyclines) o doxorubicine (Adriamycin)
Enzymes e asparaginase (Kidrolase)
o docétaxel (Taxotere)
Taxanes

e paclitaxel (Taxol)

Produits naturels e vinblastine (Velbe)

Antimitotiques

e irinotécan (Camptosar)
Inhibiteurs de la

. ) topotécan (Hycamtin
topoisomérase | * P (Hy )

Inhibiteurs de la e étoposide (Vepesid)
topoisomérase |l

téniposide (Vumon)

Pour ce projet de thése, nous nous sommes intéressés a l'agent chimiothérapeutique
5-Fluorouracil (5-FU), cette molécule est classée parmi les antimétabolites. Un antimétabolite est
une substance chimique qui exerce sa fonction en empéchant la synthése des nucléotides
composant les molécules d'ADN (acide désoxyribonucléique) ou d’ARN (acide ribonucléique). Un

des moyens d’y parvenir est d’inhiber la biosynthese de la thymidine ou I'action de la thymidylate
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synthase (TS). Cet enzyme permet la méthylation de la desoxyuridine monophosphate (dUMP) en
desoxythymidine monophosphate (dTMP) en utilisant comme donneur de méthyl le
5,10-methylenetetrahydrofolate (5,10-CH,THF). Enfin le dTMP subit une double phosphorylation
produisant la desoxythymidine triphophate (dTTP), précurseur essentiel de la biosynthese et de la
réparation de ’ADN (figure 4). L'activité de la TS est, seule, impliquée dans la synthése de novo de
thymidine, par conséquent, cibler cet enzyme limitant de la biosynthése d’ADN inhibe la
prolifération des cellules, et ceci est d’autant plus vrai que les cellules ont un taux de prolifération
tres important. Il existe deux moyens d’inhiber I'activité de la TS : utiliser des dérivés de bases
fluorés (fluoropyrimidines notamment, comme le 5-FU) qui vont inhiber I’'enzyme par compétition
avec le substrat cellulaire ou utiliser des anti-folates qui vont inhiber le co-substrat et renforcer

I'effet du 5-FU.

N
Fluoropyrimidines — Ho Q ®-®

Anti-folates -

Figure 4 Biosynthése de DéoxyThymidineTriphosphate (dTTP) : activité thymidylate synthase
D’apreés (Wilson et al., 2014)

En 1957, Heidelberger synthétise le premier dérivé pyrimidique fluoré a activité anti-tumorale : le
5-FU (Heidelberger et al., 1957). Le 5-FU sera approuvé par la « food and drug administration »
pour son utilisation dans les thérapies anti-cancéreuses en 1962. Ce 5-FU va pénétrer dans les
cellules puis étre catalysé par une action d’une pyrimidine phosphorylase (uridine et thymidine
phosphorylases étant fortement exprimées en cas de cancer) et uridine cytidine kinase pour une
transformation en trois métabolites actifs : le FAUMP qui a une forte affinité pour la TS et inhibe
son activité, le FAUTP et FUTP qui s’incorporent dans les molécules d’ADN et d’ARN
respectivement, causant ainsi des dommages a ces molécules a I'origine de I’action cytotoxique du

5-FU (figure 5). De plus, le FAUMP inhibe I’activité de la TS et prive la cellule de thymidines.
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Figure 5 Mécanisme d'action simplifié du 5-FU
D’apreés (Wilson et al., 2014)

Aujourd’hui, plus de 60 ans aprés sa découverte, le 5-FU fait toujours partie de l'arsenal
chimiothérapeutique couramment utilisé dans le traitement des tumeurs solides dont les cancers
colorectal, du pancréas, du sein, de la téte et du cou, gastrique et ovarien. Ce sont dans les
thérapies du cancer colorectal que le 5-FU, seul, montre sa plus grande efficacité avec 5 a 10 % de
patients répondants (Sargent et al., 2009). En effet, lorsqu’un cancer colorectal est diagnostiqué,
I'approche curative utilisée est dépendante du stade du cancer. Pour les stades | et Il, I'option
curative est la chirurgie. Au stade Il et au-dela, la chirurgie est accompagnée d’une thérapie
adjuvante. Avant les années 2000, le 5-FU était utilisé comme seul chimiothérapie cytotoxique
dans le traitement adjuvant des cancers colorectaux de stade Ill, néanmoins plusieurs études
montrent que son utilisation n’offre pas d’amélioration significative dans la survie des patients
(Buyse et al., 1988; Gastrointestinal Tumor Study Group, 1984; Higgins et al., 1984; Panettiere et
al., 1988). A partir des années 2000, il a été démontré que son utilisation avec d’autres agents

cytotoxiques tels que I'oxaliplatine ou l'irinotecan offrait de meilleurs résultats curatifs, et une
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meilleure survie globale des patients (Sdnchez-Gundin et al., 2018). Plusieurs combinaisons entre
ces agents cytotoxiques sont possibles et sont reconnues par les protocoles portant les acronymes
suivant : FOLFOX (5-FU+Oxaliplatine) (André et al., 2009), FOLFIRI (5-FU+irinotecan) (Fuchs et al.,
2007), FOLFOXIRI (5-FU+Oxaliplatine+irinotecan) (Loupakis et al., 2014).

L’hormonothérapie est envisageable quand la tumeur est dite hormono-dépendante, c’est-a-dire
guand les cellules tumorales ont besoin d’hormones pour se développer (cancer du sein, de
I'utérus ou de la prostate). Le cancer du sein est 'un des cancers les plus diagnostiqués chez la
femme en France, les cellules hormono-sensibles possedent a leur surface des récepteurs capables
de détecter les hormones telles que I'cestrogene ou la progestérone qui passent dans le sang et les
captent. Une fois la liaison entre les hormones et leurs récepteurs établie, une cascade de
réactions déclenche la stimulation de leur croissance. Le cancer du sein HER2 (Human Epidermal
graowth factor receptor 2) positif représente 15 a 20 % des cancers diagnostiqués chez les
patientes (Slamon et al., 1987, 1989). Le récepteur HER2 fait partie de la famille des récepteurs a
I'EGFR (Epithelial Growth Factor Receptor). L'EGFR est impliqué dans la régulation positive de la
prolifération et de la survie des cellules et, en particulier, des cellules cancéreuses. Ainsi, bloquer
ces récepteurs HER2 permet de contréler la croissance tumorale (Hudziak et al., 1989).

L’hormonothérapie est un traitement qui module I'action des hormones afin de ralentir ou de faire
cesser la croissance de cellules cancéreuses hormono-dépendantes. Cette thérapie affecte les taux
d’hormone de tout I'organisme, elle est donc considérée comme un traitement systémique. Ce
traitement consiste a administrer une substance qui passe par les vaisseaux sanguins pour
atteindre toutes les cellules. Si la tumeur ne présente pas a sa surface les récepteurs hormonaux,

cette thérapie n’aura aucune efficacité.

A la fin des années 1950, Prehn a été le premier @ montrer que des souris préalablement greffées
avec une tumeur, puis traitées chirurgicalement, rejetaient plus rapidement une nouvelle greffe
tumorale en comparaison a des souris naives, suggérant une mémoire immunologique contre la
tumeur (Prehn and Lappé, 1971). Le groupe de Thierry Boon identifiait, en 1991, le premier
antigene tumoral reconnu par des lymphocytes T, MAGE 1, chez un patient atteint de mélanome
(Bruggen et al., 1991). Mais, il a fallu attendre le début des années 2000 avec I'essor des modeéles

murins, associés a différents types d’immunodéficiences, pour démontrer que l'immunité
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adaptative, et en particulier les lymphocytes T, jouaient un rble clé dans le contréle de la
croissance tumorale, aussi bien induites par des carcinogénes chimiques que lors du
développement de tumeurs spontanées (Shankaran et al., 2001). Sur le plan clinique, la
corrélation observée dans certains cancers entre la forte infiltration de lymphocytes T CD8+ et une
meilleure survie des patients confortait ce role clé du systéeme immunitaire, méme si la
signification clinique de cet infiltrat lymphocytaire peut varier suivant les tumeurs. De plus,
Zitvogel et al. ont confirmé, dans des modeéles précliniques, que I'efficacité de certaines
chimiothérapies et autres traitements conventionnels était abolie en [I'absence de
lymphocytes T (Zitvogel et al., 2013). Malgré ces découvertes, qui appuient le role clé du systeme
immunitaire dans un contexte tumoral, I'immunothérapie est longtemps restée une option
thérapeutique peu efficace. Aujourd’hui une nouvelle approche du cancer, impliquant le réle du
microenvironnement tumoral et son réle immunosuppresseur vis-a-vis des lymphocytes T, a
permis de mettre en place de nouvelles stratégies de traitement. En effet, les molécules de
co-inhibition (CTLA-4, PD1...) exprimées par les lymphocytes T pourraient expliquer le manque
d’efficacité des lymphocytes T a inhiber la croissance tumorale. L'immunothérapie suscite
aujourd’hui un réel engouement au sein de la communauté scientifique, la revue britannique
Sciences a placé I'immunothérapie des cancers au premier rang des avancées scientifiques en
2013 (Couzin-Frankel, 2013) et les chercheurs James P. Allison et Tasuku Honjo ont recu, cette
année, le prix Nobel de médecine pour leur découverte des thérapies ciblant les molécules de
co-inhibition CTLA4 et PD1.

L'immunothérapie spécifique consiste donc a exploiter le systéme immunitaire pour générer une
réponse anti-tumorale, qui se prolonge une fois le traitement terminé. En cas de cancer, les
cellules tumorales sont capables de détourner les dispositifs de contréle du systeme immunitaire
pour éviter d’étre détectées puis détruites. Pour cela, la tumeur déclenche des mécanismes qui
inactivent les cellules immunitaires et plus particulierement les lymphocytes T et les cellules
tueuses naturelles (NK: Natural killer), acteurs majeurs de ces mécanismes de défense, qui
empéchent alors une réponse adaptée de I'organisme pour lutter contre les cellules cancéreuses.
On dit que la tumeur verrouille la réponse immunitaire anti-tumorale. Aujourd’hui, des
traitements appelés « inhibiteurs de points de contrdéle immunitaire ou immune checkpoint
inhibitors » peuvent bloqués des éléments clés de ces mécanismes comme les anti-CTLA4, les
anti-PD1 ou les anti-PL1, pour les plus étudiés. En 2011, I'ipilumubab (anti-CTLA4) a été le premier

a avoir été approuvé par la Food and Drug Administration (Ledford, 2011). Le blocage de ces freins
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peut alors réactiver le systéme immunitaire, lui permettant de lutter plus efficacement contre les
cellules tumorales (Sharma and Allison, 2015).

Il existe également d’autres alternatives que linhibition des points de controle du systéme
immunitaire dans les stratégies d'immunothérapie (Figure 6):

- L'immunothérapie non-spécifique entrainant une stimulation globale du
systeme immunitaire par I'injection de cytokines stimulatrices (IL-2, IL-12)

- L'immunothérapie spécifique active basée sur le principe de la vaccination, ou
par la génération de récepteurs de cellules T chimériques reconnaissant des
antigenes propres a la tumeur (CAR T cells therapy). Cette nouvelle approche
d’'immunothérapie montre déja des résultats prometteurs. La premiere étude
publie une augmentation du taux de rémission a 3 ans des patients atteints de
leucémie aigué de 83 % contre 15 % avec les traitements classiques (Maude et al.,
2018). Deux hopitaux francais parisiens (Hopitaux Saint-Louis et Robert Debré) ont
récemment été labellisés « centre expert pour le traitement par les cellules CAR T ».

- L'immunothérapie par les anticorps monoclonaux dirigés contre les cellules
tumorales, ou les molécules pro-angiogéniques et pro-prolifératives.

Dans cette derniére catégorie, sont retrouvés les anticorps anti-VEGF (Bevacizumab), et anti-EGFR
(Cetuximab et Panitumumab) qui peuvent étre également associés aux protocoles FOLFOX,
FOLFIRI et FOLFOXIRI, précédemment cités, dans la thérapie du cancer colorectal (Sdnchez-Gundin

etal., 2018).
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Figure 6 Différentes approches d'immunothérapie
D’apreés (Marin-Acevedo et al., 2018)

6. Résistance aux chimiothérapies

La résistance aux différentes thérapies anti-cancéreuses reste un enjeu majeur dans le traitement
des cancers. Les cellules cancéreuses possedent ou acquierent la possibilité de contourner les
mécanismes d’action des médicaments de chimiothérapie. La résistance intrinséque, est présente
avant méme l'administration des premieres chimiothérapies, sans aucune phase de sensibilité
initiale. La chimiorésistance acquise apparait, quant a elle, aprés une réponse initiale a la
chimiothérapie. Cette chimiorésistance acquise peut résulter de la diminution de la pénétration
cellulaire du médicament, de la modification de la cible du médicament ou encore de I'inactivation
d’une enzyme de dégradation.

Plusieurs mécanismes de résistance au 5-FU sont aujourd’hui décrits, comme une expression
élevée de la thymidylate synthase (TS) empéchant une action compléte du 5-FU (Johnston et al.,
1995; Pritchard et al., 1997). Il peut exister également une résistance pharmacocinétique au 5-FU.
L'augmentation de I'activité de I'enzyme dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD), qui métabolise
le 5-FU au niveau hépatique, peut conduire a une résistance au 5-FU. Des études montrent que les
tumeurs a faible teneur en DPD pourraient étre plus sensibles au 5-FU (Fukuda et al., 2006). De
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plus, Salonga et al. révelent que la faible expression de I'ARNm de la DPD dans les tumeurs
colorectales métastatiques serait liée a la réponse anti-tumorale au 5-FU (Salonga et al., 2000).
D’autres phénomeénes peuvent étre a 'origine de la résistance au 5-FU, tels qu’un défaut dans les
mécanismes de mise en place du processus d’apoptose. Une étude a montré qu’un faible taux de
protéines pro-apoptotiques comme P53 ou bax et un taux élevé de protéines anti-apoptotiques
telles que Bcl-2 et Bcl-XL, dans des lignées cancéreuses coliques sont corrélés avec une plus grande
résistance au 5-FU (Violette et al., 2002). Les espéces réactives de l'oxygéne (ROS) peuvent
interférer avec I'efficacité du 5-FU. Il a été montré que le 5-FU est capable d’induire la production
de ROS et d’entrainer alors un stress oxydatif aigu pouvant mener a I'apoptose et a la nécrose
cellulaire (Hwang et al., 2001). Cependant, certaines cellules cancéreuses ont une expression
accrue du modulateur 1 des espéces réactives de I'oxygéne (Romol) qui provoque un stress
oxydatif, cette fois-ci persistant, favorisant la progression tumorale. Le taux d’expression de
Romo1 est corrélé avec la résistance au 5-FU et interférer avec I'expression de ce modulateur par
le biais d’ARN interférents restaure la réponse au traitement 5-FU (Hwang et al., 2007). La
transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) présente chez les cellules cancéreuses est un frein a
I'efficacité du traitement 5-FU. Le curcumin sensibilise les lignées coliques cancéreuses HCT116 et
SW480 résistantes au 5-FU, via une augmentation de miR-200c, microARN ciblant ’ARNm de ZEB1,
inhibant la TEM (Toden et al., 2015). D’autres microARN peuvent également étre impliqués dans la
résistance a cette chimiothérapie. En effet, miR-587 augmentent la résistance au 5-FU en
diminuant I'expression protéique de la sous-unité régulatrice 1B de la sérine/thréonine
phosphatase 2A (PPP2R1B), un inhibiteur de la voie AKT (Zhang et al., 2016c). L'implication de la
voie de signalisation PI3K/AKT dans la résistance au 5-FU a été également confirmée par une
étude montrant qu’un traitement par l'insuline de la lignée cancéreuse colique humaine HT29
diminue I'activité cytotoxique de différentes chimiothérapies dont le 5-FU, et que I'utilisation de
I'inhibiteur PI3K/AKT, Ly294002, réverse cet effet (Chen et al, 2011). La reprogrammation
métabolique que subissent les cellules cancéreuses peut, elle aussi, participer a cette résistance.
Le remodelage du métabolisme lipidique consiste principalement en une lipogenése de novo
accentuée permettant la synthese de lipides constituant les membranes et de seconds messagers
dérivant de lipides. La LysoPhosphatidylCholineAcetylTransférase 2 (LPCAT2), enzyme impliqué
dans la biosynthése des phospholipides entrant dans la composition des membranes cellulaires,
régule la réponse aux chimiothérapies 5-FU et oxaliplatine. En effet, Alexia Cotte et al, ont montré

qgue les cellules cancéreuses coliques avec une forte expression de LPCAT2 accumulaient plus de
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gouttelettes lipidiques. La présence de ces gouttelettes empéche une mise en place correcte de la
signalisation des caspases et inhibe la réponse du stress du réticulum endoplasmique diminuant
ainsi le pouvoir cytotoxique du 5-FU (Cotte et al., 2018).

Ces mécanismes de résistance sont attribuables a la cellule cancéreuse, mais il peut également
exister des mécanismes de résistance dépendants du microenvironnement tumoral et notamment
d’'une population de cellules immunitaires pro-tumorales, les cellules dérivées myéloides

immunosuppressives ou MDSC (myeloid derived suppressor cells).
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Il. Le systeme immunitaire : acteur clé dans l'initiation et la progression

tumorale

L'essor et I'intérét des immunothérapies s’expliquent par la compréhension qu’en plus des cellules
cancéreuses, les cellules non-néoplasiques jouent un réle trés important dans la carcinogeneése, la
progression tumorale et la formation des métastases. Notamment, les cellules
mésenchymateuses, les composants cellulaires du systéme vasculaire ou encore les cellules du

systéme immunitaire.

A. Systéme immunitaire et progression tumorale

La participation du systeme immunitaire dans le contrdle de la progression tumorale a été mise en
évidence pour la premiere fois a la fin du XIX®™ siecle par le docteur William Coley. En effet, il
observa un lien entre la disparition des tumeurs et I'apparition d’'une maladie infectieuse,
I'érysipéle, infection due a un streptocoque et entrainant une fiévre importante (Coley, 1891).
Convaincu de sa découverture, il tenta de lutter contre le cancer et créa une mixture appelée
« toxine de Coley », composée de bactéries inactivées qu’il injecta directement dans la tumeur
stimulant le systéme immunitaire et entrainant une régression tumorale chez le patient, il fut alors
a I'origine de la premiére approche d'immmunothérapie anti-tumorale (Coley, 1893). Mais ce n’est
que plusieurs années plus tard, au début du XX*™ siécle, que Paul Ehrlich évoque la théorie de
I'immunosurveillance des tumeurs. Il suggéra que malgré une fréquence élevée de
transformations tumorales, I'apparition modérée de tumeurs chez I’'Homme était due a la capacité
du systéme immunitaire a s’opposer au développement tumoral (Ehrlich, 1909). Ce sont Frank
Macfarlane Burnet et Lewis Thomas, a la fin des années 1950, qui établiront les bases
fondamentales de cette théorie qui met en avant l'idée selon laquelle le systeme immunitaire est
en alerte perpétuelle contre les cellules néoplasiques émergentes pour les éliminer et prévenant
ainsi 'apparition des tumeurs (Burnet, 1970, 1957). De nombreux arguments supportent la théorie
de 'immunosurveillance des tumeurs, notamment I'observation d’une incidence plus élevée des
cancers chez des patients en situation dimmunodéficience primaire (ataxie télangiectasie,
syndrome de Wiskott Aldrich, trisomie 21) (Doll and Kinlen, 1970) ou secondaire (syndrome
d’'immunodéficience acquise) (Boshoff and Weiss, 2002). De plus, l'utilisation de molécules

immunosuppressives chez les patients greffés constituerait un facteur de risque plus élevé de

cancer chez ces patients (Chapman et al., 2013). Néanmoins, le concept d’immunosurveillance va

39



Chapitre Il : Le systeme immunitaire : acteur clé dans l'initiation et la

progression tumorale

rapidement étre mis a mal par l'impossibilité de confirmer un lien direct entre hoéte
immunodéficient et apparition de tumeurs spontanées ou chimio induites (Kaplan, 1971; Stutman,

1976).

Aujourd’hui, ce concept a été révisé, on parle désormais d’'immunoéditing du cancer qui définit les
relations entre systéme immunitaire et cellules cancéreuses (Dunn et al., 2002, 2004). Ce concept
comprend 3 phases: I"élimination, I'équilibre et I'échappement et permet de donner une
explication a 'apparition des tumeurs chez des individus immunocompétents (figure 7).

La phase d’élimination, reprend le concept d’immunosurveillance, ici les immunités innée et
adaptative coopérent pour détruire les tumeurs en développement, bien avant qu’elles ne
deviennent cliniguement apparentes (lwasaki and Medzhitov, 2010). Au cours de cette phase, les
cellules tumorales vont exprimer des molécules induites par le stress provoqué par la
transformation des cellules sous I'action de carcinogénes ou agents génotoxiques. Les cellules
tumorales vont exprimer la calréticuline qui pourra activer les lymphocytes T CD8+ et leur
permettra d’exercer 'action cytotoxique par la sécrétion d’IFNy ou de granules cytotoxiques
comme le systéme granzyme B/Perforine. Les lymphocytes T CD8 vont également étre capables
d’induire la mort des cellules cancéreuses par activation des récepteurs de mort Fas ou TRAIL
présents a leur surface. Les cellules tumorales expriment également a leur surface le ligand NKG2D
permettant I'activation de cellules NK qui exercent également une action cytotolytique en utilisant
le systeme granzyme B/Perforine. La présence de NKG2D permet aussi I'activation de lymphocytes
T non conventionnels comme les lymphocytes Tyd. En plus des cellules NK, d’autres cellules du
systeme immunitaire inné comme les macrophages de type M1 et les neutrophiles vont
également exercer une action anti-tumorale en sécrétant des cytokines comme le facteur de
nécrose tumorale a (TNFa), de I'lL-1, IL-12 ou par la production de ROS (Mittal et al., 2014). Si la
réponse est efficace, les cellules cancéreuses peuvent étre éliminées. Si toutefois ce n’est pas le
cas, les cellules tumorales peuvent entrer dans la phase d'équilibre.

Dans la phase d'équilibre, les cellules tumorales persistent et deviennent dormantes, malgré Ila
surveillance du systéme immunitaire (Aguirre-Ghiso, 2007). La pression continue du systéme
immunitaire peut entrainer I'émergence de variants tumoraux qui deviendront invisibles a la
reconnaissance par ce systéme immunitaire permettant le basculement dans la phase

d’échappement.
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La phase d'échappement représente I'échec du systeme immunitaire. Durant cette phase le
systéme immunitaire ne peut plus contenir la tumeur qui devient cliniquement apparente. Cette
phase est caractérisée par une modification de la signalisation de I'IFNy, induisant une diminution
de la présentation du CMH1 et une augmentation de PDL1 a la surface des cellules. Ces
modifications sont a 'origine d’'un défaut dans la présentation de I'antigéne, diminuant ainsi leur
reconnaissance par les lymphocytes T CD8+. Le systéeme immunitaire, innée comme acquis, n'a
alors plus aucun moyen de détecter les cellules tumorales (Poschke et al, 2011). Une
augmentation de I'expression de PDL1 est couramment retrouvée sur les cellules tumorales, ce qui
leur permet d’inhiber la réponse anti-tumorale mise en place par les lymphocytes infiltrant la
tumeur, qui expriment pour la majorité PD1 (Chen and Mellman, 2017; lwai et al., 2017; Topalian
et al., 2012). Les cellules tumorales et les cytokines qu’elles produisent participent a la mise en
place de nouvelles populations cellulaires immunosuppressives comme les MDSC, les lymphocytes
T régulateurs ou les macrophages de type M2 qui vont étre impliqués dans la production de
molécules modulatrices comme I'arginase 1, IDO (Indoleamine 2,3 dioxygénase) ou iNOS (Nitric
Oxide Synthase inductible) ou de cytokines immunosuppressives telles que I'lL-10 ou le TGFB. Ces
mécanismes limitent 'action du systéme immunitaire et notamment |'activité des lymphocytes T

CD4+ et CD8+, contre la tumeur.
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D’apres (Vesely et al., 2011)

B. Les cellules myéloides immunosuppressives (MDSC)

Lors de la phase d’échappement tumorale, des populations dites immunosuppressives peuvent

émerger. Parmi ces populations, on retrouve des sous populations T CD4+ : Treg (Lymphocytes T
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régulateurs) et Th17 (lymphocytes T Helper 17). Ainsi qu’une population de cellules myéloides

immatures : les MDSC (Myeloid Derived Suppressor Cells).

Historiguement, les MDSC ont été décrites pour la premiére fois en 1987, dans un modele murin
de cancer du poumon, comme des cellules dérivées de la moelle osseuse et exergant une
inhibition de la prolifération des cellules T (Young et al., 1987). Or, le lien entre cellules myéloides
et progression tumorale apparait dans la littérature dés le début du XX sigcle. En effet, en 1929
il a été décrit une augmentation de I'hématopoiése extra-médullaire et une hyperneutrophilie
chez les individus atteints d’un cancer, et en 1965, I'équipe de Robinson montra que cette
hématopoiése augmentée est associée a une augmentation de la quantité du facteur de
croissance hématopoiétique GM-CSF (Granulocytes-Macrophages Colony Stimulating Factor) et
avec une différenciation des cellules myéloides anormale (Robinson, 1965). Leur rdle dans
I'inhibition de la réponse immunitaire a été décrit plus en détail en 1978 par Bennett, qui montra
qgue ces cellules myéloides anormales étaient capables de limiter le nombre et I'activité des
lymphocytes T cytotoxiques (Bennett et al., 1978). De par leur caractéristique phénotypique
(absence de marqueur de cellules matures) et de leurs caractéristiques fonctionnelles, les MDSC
ont regu le nom de « null cells » ou suppresseurs naturels, cellules myéloides immatures, cellules
suppressives immatures. C'est en 2007 que fut publié la nomenclature officielle de MDSC, ce
terme désignera non pas une population leucocytaire définie mais une population hétérogéne de
cellules immatures aux propriétés immunosuppressives (Gabrilovich et al., 2007; Talmadge and

Gabrilovich, 2013; Veglia et al., 2018).

L'hétérogénéité phénotypique, morphologique et fonctionnelle des MDSC fait que leur
caractérisation est compliquée. Néanmoins, la communauté scientifique s’est accordée sur une
standardisation de la nomenclature et la caractérisation de ces cellules chez ’'Homme et la souris
(Bronte et al., 2016; Veglia et al., 2018). Deux populations de MDSC, basées sur les
caractéristiques morphologique et phénotypique des MDSC, sont alors identifiées : les MDSC

polymorphonucléaires (PMN-MDSC) et monocytiques (M-MDSC).

Chez la souris, on peut caractériser la population générale de MDSC par les marqueurs CD11b et

Grl, I'antigéne Grl est exprimé sur les cellules précurseurs myéloides, granulocytes, et de facon
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transitoire sur les monocytes ; il possede deux épitopes : Ly6C ou Ly6G (Hestdal et al., 1991). La
discrimination des sous-populations se fait grace a l'expression suivante de ces marqueurs:

CD11b* Ly6G* Ly6C™" pour les PMN-MDSC et CD11b* Ly6G™ Ly6C"&" pour les M-MDSC.

Chez I'Homme, la caractérisation de la population totale de MDSC n’est pas clairement
déterminée, en revanche, les sous-populations peuvent étre discriminées ainsi: HLADR'CD33"

CD14 CD15" pour les PMN-MDSC et HLA-DR CD33" CD14" CD15 pour les M-MDSC.

Bien que les MDSC présentent des caractéristiques phénotypiques et morphologiques proches des
neutrophiles ou des monocytes, elles different de ces populations principalement de par leur
génération et leur puissante activité immunosuppressive. Ces différences phénotypiques et
fonctionnelles entre MDSC, neutrophiles et monocytes sont illustrées en tableau 2.

Tableau 2 Phénotypes et propriétés suppressives des MDSC, neutrophiles et monocytes
D’apreés (Veglia et al., 2018)

Chez 'Homme

Neutrophiles PMN-MDSC Monocytes M-MDSC

CD11b'CD14 CD11b'CD14

Phénotype CD14'CD15HLADR® CD14'CD15HLADR”"

CD15'CD66b'LOX-1" | CD15°CD66b'LOX-1"

Densité Forte Faible Faible Faible

immunosuppressive

Activité

Chez la souris

Neutrophiles PMN-MDSC Monocytes M-MDSC
Phénotype CD11b*Ly6G""Ly6C™" CD11b*Ly6G Ly6C"e"
Activié
- + - ++
immunosuppressive
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La myélopoiése est un processus finement régulé qui aboutit a des cellules bien différenciées aux
fonctionnalités propres: les cellules de la lignée myéloides (granulocytes, monocytes,
macrophages, cellules dendritiques). L’activation classique de ces cellules a pour but de protéger
I’'h6te contre des agressions par les bactéries, les virus, de remodeler les tissus aprés une blessure,
ou de résoudre une inflammation. Cette activation est de courte durée et cesse lorsque les stimuli
ne sont plus présents. En opposition, dans des conditions pathologiques, et plus particulierement
en cas de cancer, cette myélopoiése est fortement dérégulée. En effet, la tumeur va sécréter des
médiateurs inflammatoires qui vont stimuler une « hématopoiése d’urgence » et plus
particulierement une stimulation de la prolifération des cellules immatures de la lignée myéloide
et une inhibition de leur différenciation donnant naissance aux MDSC (Youn et al., 2012). Ces
médiateurs inflammatoires sécrétés par la tumeur pourraient également entrainer une
rétro-différenciation des cellules myéloides en cellules immunosuppressives (Tcyganov et al.,
2018). C'est pourquoi, chez les souris saines ou chez les individus ne présentant pas de pathologies
inflammatoires ou de cancer, les MDSC ne sont retrouvées qu’a 'état de « trace » dans le sang ou
les organes lymphoides secondaires. Au contraire, en cas de cancer, on observe une augmentation
de ces cellules dans le sang, les organes lymphoides ainsi que leur apparition dans la tumeur

(Almand et al., 2001; Ochoa et al., 2007).

La production de MDSC nécessite deux conditions : 1) L’expansion des MDSC et 2) I'activation des

fonctions immunosuppressives de ces cellules (Condamine et al., 2015).
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a. Expansion des MDSC

Influence des cytokines et facteurs de croissance

Neutrophiles Neutrophiles

o —® 5%

MDSC « like » PMN-MDSC
SCF @ _cs@

HPC ———> CMP——> GMP

‘\

Progression tumorale

M- CSF\« MDSC « like » M-MDSC M-MDSC
~ \

HPC : Cellule souche hématopoiétique -
CMP : Précurseur myéloide commun
GMP : Précurseur granulomyélocytaire

Monocytes Monocytes

Figure 8 Accumulation et différenciation des MDSC
D’apreés (Veglia et al., 2018)

La premiere étape d’accumulation des MDSC est due a une génération importante de cellules
immatures, conséquence d’'une myélopoiese exacerbée notamment par la présence des facteurs
de croissance de la famille CSF (Colony Stimulating Factor) ou du SCF (Stem Cell Factor). La tumeur
va produire en quantité ces facteurs de croissance qui vont soutenir la prolifération des cellules
souches hématopoiétiques et leur engagement vers les progéniteurs myéloides. Le SCF va d’abord
permettre la différenciation des cellules souches hématopoiétiques en cellules myéloides
pluripotentes. Puis, le GM-CSF permet la différenciation des cellules myéloides pluripotentes en
progéniteurs granulomonocytaires (Dolcetti et al., 2010; Morales et al., 2010). Ces progéniteurs
s’orientent ensuite vers la voie des progéniteurs monocytaires sous |'action du M-CSF (Kowanetz
et al.,, 2010; Okazaki et al., 2006; Waight and Abrams, 2011) ou vers les progéniteurs
granulocytaires sous l'action du G-CSF (Menetrier-Caux et al., 1998) (figure 8). De plus, nous avons
vu précédemment que la tumeur a la capacité d’induire le processus de néo-angiogenese, et ce
notamment par la production de VEGF. Ce facteur de croissance joue également un réle important

dans la génération de MDSC en inhibant I'activité et la différenciation des cellules dendritiques
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induisant alors l'accumulation de cellules immatures. En effet, I'utilisation d’un anticorps
anti-VEGF chez des souris porteuses de tumeurs rétablit la maturation des cellules dendritiques et,
chez 'Homme, lI'administration d’un anticorps monoclonal anti-VEGF diminue le nombre de
cellules dendritiques immatures (Gabrilovich et al., 1998, 1996). Nous avons également évoqué la
création d’un environnement immunosuppressif provoqué par linflammation induite par la
tumeur pour atteindre son plein développement. Ce statut immunosuppressif induit par
I'inflammation et particulierement par les cytokines pro-inflammatoires passe, entre autre, par
I'accumulation des MDSC. L'implantation de cellules tumorales sur-exprimant I'lL1-B dans des
souris favorise un recrutement plus important des MDSC au niveau de la tumeur (Song et al.,
2005). De méme, la surexpression conditionnée de I'IL-1B dans le foie de souris favorise
I'inflammation locale, I'apparition de cancer et le recrutement de MDSC. L’utilisation de I'lL1Ra, un
antagoniste des récepteurs a I'lL-1pB, inhibe le recrutement des MDSC et I'apparition de carcinome
hépatique (Tu et al., 2008). Une inflammation réduite dans des souris IL1R-/- montre une
apparition de cancer moins importante ainsi qu’un recrutement moindre de MDSC mais I'injection
d’IL-6 restaure la quantité de MDSC dans ces souris (Bunt et al., 2007). Des études ont montré que
le taux plasmatique d’IL-6 était corrélé avec la quantité de MDSC circulantes chez des patients
atteints de carcinome ocesophagien squameux (Chen et al., 2014). De la méme manieére, la quantité
de M-MDSC est corrélée avec la teneur en IL-6 et IL-10 dans I'ascite des patientes atteintes d’un
cancer des ovaires avancé (Wu et al., 2017). L'IL-10 contrble également I'augmentation de
M-MDSC dans le lymphome B non-Hodgkinien (Xiu et al., 2015). D’autres études montrent que
dans un contexte d’inflammation chronique le TNFa contribue au blocage de la différenciation des
cellules myéloides immatures et a I'acquisition des fonctions suppressives des MDSC. L'inhibition
de TNFa pendant une inflammation chronique réduit les propriétés immunosuppressives des
MDSC et favorise leur maturation en macrophages ou cellules dendritiques permettant la
restauration des fonctions immunitaires in vivo (Sade-Feldman et al., 2013). Dans différents
modeles d’inflammation ou de cancer la signalisation du TNFa par le récepteur au TNF 2 (TNFR2)
semble impliquée dans la différenciation, la fonction et la survie des MDSC (Polz et al., 2014; Zhao
et al., 2012). Dans des modéles murins de carcinogeneése, la neutralisation du TNF entraine une
accumulation réduite de MDSC et un retard dans la croissance tumorale (Atretkhany et al., 2016).
La prostanglandine E2 (PGE2), un médiateur lipidique aux propriétés pro-inflammatoires, participe
a la progression tumorale en favorisant I'accumulation de MDSC (Eruslanov et al., 2010; Sinha et

al., 2007). Son induction entraine une trés forte accumulation de MDSC dans le
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micro-environnement des tumeurs ovarienne et gastrique (Kalinski, 2012; Obermajer et al.,

2011a).

ii. Facteurs de transcription impliqués dans I’'expansion des MDSC

On dénombre un certain nombre de facteurs de transcription impliqués dans I'expansion des
MDSC. En particulier les facteurs STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription), C/EBPB
(CCAAT-Enhancer Binding Protein) et IRF8 (Interferon Regulatory Factor) qui jouent un rdle
primordial dans la différentiation des MDSC (Condamine et al., 2015).

STAT3 est un des principaux facteurs de transcription impliqués dans I'accumulation de MDSC. Les
MDSC issues de souris porteuses de tumeur présentent un niveau important de phosphorylation
de STAT3 comparées aux précurseurs de la lignée myéloide de souris sans tumeur (Nefedova et
al., 2004; Rébé et al., 2013). De plus, le traitement de souris porteuses de tumeur par différents
inhibiteurs de STAT3; curcubitacine | (Nefedova et al., 2005), nifuroxazide (Yang et al., 2015),
niclosamide (Ye et al., 2014) par exemple ; entraine une diminution de I'accumulation de MDSC
dans la rate, le sang ou la tumeur. De méme que 'ablation génétique de STAT3 au sein de la lignée
myéloide limite la croissance tumorale et restaure une réponse immunitaire anti-tumorale par les
cellules effectrices (cellules T, B, NK) (Kortylewski et al., 2005). Ainsi, STAT3 est donc fortement
impliqué dans l'inhibition de la différenciation des cellules de la lignée myéloide et le maintien du
phénotype immature et immunosuppressif des MDSC. L’activation de STAT3 dans ces cellules est
liee principalement aux cytokines IL-6, IL-10 ou le VEGF sécrétés par la tumeur (Bunt et al., 2007,
Sica and Bronte, 2007). De plus, les facteurs de transcription de la famille C/EBP sont exprimés
dans les cellules de la lignée myéloide, mais seul C/EBPB semble impliqué dans I'expansion des
MDSC. L’équipe de V. Bronte a montré que dans les souris déficientes pour ce facteur de
transcription, dans le systéme hématopoiétique, on observait une diminution de la proportion de
MDSC chez des souris porteuses de sarcome MCA203, bien que cette diminution affecte
I'ensemble des MDSC, la population CD11b* Gr1™, représentant la fraction M-MDSC est la plus
touchée (Marigo et al., 2010). Le facteur de transcription IRF8 est impliqué dans la différenciation
et la survie des précurseurs granulomonocytaires. |l semblerait qu’il puisse réguler la
différenciation des MDSC et plus particulierement celle des PMN-MDSC. Dans un modele de souris
porteuses de tumeur de mélanome B16F10, les souris déficientes en IRF8 présentent une
accumulation importante de MDSC au niveau de la rate et de la tumeur comparée aux souris

sauvages (Mattei et al., 2012). De méme, en accord avec ces résultats une surexpression de IRF8
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entraine une moindre accumulation de MDSC dans des modeéles de carcinome mammaire
spontané, et méme si la diminution concerne les deux sous types de MDSC celles-ci concerne de

maniéere plus importante le sous type PMN-MDSC (Stewart et al., 2009; Waight et al., 2013).

b. Rétro-différenciation des cellules matures

La génération de M-MDSC peut dépendre également d’une retro-différenciation des monocytes
circulants. Plusieurs études ont montré que des monocytes de donneurs sains peuvent acquérir un
phénotype de MDSC (inhibition de I'expression de HLADR) et des propriétés immunosuppressives
lorsqu’ils sont mis en contact avec des cellules cancéreuses de mélanome (Mao et al., 2013) ou de
gliome (Rodrigues et al., 2010). Une étude récente a montré qu’il peut exister une conversion des
neutrophiles en PMN-MDSC immunosuppressives aprés une activation du stress du reticulum
endoplasmique (RE) (Condamine et al., 2016a). On distingue les PMN-MDSC des neutrophiles par
leur expression du récepteur 1 aux LDL oxydées de type lectine (LOX1). Condamine et al, ont
montré que les « neutrophiles » LOX1+ (représentant 30 a 40% des neutrophiles dans la tumeur)
présentent une puissante activité suppressive sur la proliferation des cellules T (Condamine et al.,
2016a). L'utilisation d’inducteurs du stress du RE, comme la thapsigargine, entraine Ia
surexpression de LOX1 a la surface des neutrophiles induisant leur conversion en cellules
immunosuppressives de type PMN-MDSC. L'utilisation d’inhibiteur de la réponse du stress du RE
comme le B-I09, inhibiteur de IRE1 (Inositol-Requiring Enzyme), prévient I|'acquisition de

propriétés suppressives par les neutrophiles (Condamine et al., 2016a; Tang et al., 2014).

La simple accumulation des cellules immatures myéloides n’est pas suffisante a la production de
MDSC, il faut également une activation pathologique qui résulte de la combinaison entre la
stimulation persistante du compartiment myéloide et la présence de signaux de bas bruit

provenant de la tumeur ou des sites d’inflammation chronique.

Mécanismes d’activation des MDSC

De la méme maniére que leur génération, I'activation des MDSC va étre dépendante du
microenvironnement créé par la tumeur et notamment par la présence de cytokines (IFNy, IL-18,
IL-4, I1L-13..) ou des molécules pouvant activer les récepteurs de type Toll (TLR) (Gabrilovich and
Nagaraj, 2009; Veglia et al.,, 2018). La présence de ces cytokines induit une signalisation
dépendante des voies JAK/STAT, et plus particulierement I'activité des facteurs de transcription
STAT1 et STAT6. En effet, les MDSC dépourvues de ces facteurs de transcription perdent leurs

capacités d’inhibition de la réponse immunitaire. Les exosomes issus de cellules tumorales sont
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également impliqués dans I'activation des MDSC. Ces exosomes expriment Hsp72, une protéine de
choc thermique. Hsp72 est reconnue par le récepteur TLR2 a la surface des MDSC et la liaison
Hsp72/TLR2 déclenche, par lintermédiaire de Myd88, la sécrétion d’IL-6 qui va de maniére
autocrine entrainer la phosphorylation de STAT3. Cette activation de STAT3 rend les MDSC actives
et leur confére leurs propriétés immunosuppressives (Chalmin et al.,, 2010). D’autres facteurs
comme le récepteur a 'adenosine A2b ou les alarmines S100A9 et S100A8 peuvent étre impliqués

dans l'activation des MDSC.

d. Recrutement et devenir des MDSC au sein de la tumeur

Le microenvironnement présent au niveau tumoral s’avere agressif vis-a-vis des cellules
présentes : Hypoxie, forte concentration en agents oxydants (ROS, NO, peroxynitrites), cytokines
pro-inflammatoires, apport limité en nutriments... (Gabrilovich et al., 2012). Pour autant, la
tumeur va également sécréter de nombreux facteurs chemoattractants reponsables du
recrutement des MDSC. Les chemokines ligands CCL2, CCL5, et CSF1 favorisent le recrutement des
M-MDSC au site tumoral. Le routage des PMN-MDSC est quant a lui favorisé par |'expression de
CXCL1, CXCL5, CXCL6, CXCL8, CXCL12 (Chang et al., 2016; Chun et al., 2015; Kumar et al., 2016;
Talmadge and Gabrilovich, 2013; Toh et al., 2011; Zhang et al., 2018) ou encore du géne 1 induit
par I'lL-4 (IL4L1) (Bod et al., 2017). Interférer avec la signalisation CCL2-CCR2, diminue le flux de
cellules myéloides a la tumeur et retarde la croissance tumorale (Hart et al., 2009; Hartwig et al.,
2017). Dans la tumeur, les MDSC ne vont pas avoir le méme devenir, les PMN-MDSC vont avoir un
temps de survie assez court, tandis que les M-MDSC vont séjourner plus longtemps et y exercer
une puissante activité anti-tumorale. Cette caractéristique fait également que ce sont les M-MDSC
qui sont le plus étudiées dans I'environnement intra-tumoral. Dans le contexte tumoral, le
microenvironnement permet en plus de l'activation des M-MDSC et des PMN-MDSC, leur
différenciation respective en TAM (tumor associated macrophages) et en TAN (tumor associated
neutrophils). Ces deux sous-types ont également des propriétés immunosuppressives (Bronte et
al., 2016). La quantité de MDSC au sein de la tumeur est corrélée positivement a son volume et
contribue a I'expansion tumorale (Condamine et al., 2015). En effet, elles vont exercer d’une part
un réle immunosuppresseur en supprimant la réponse immunitaire innée et adaptative

anti-tumorale mais également un réle indépendamment de cette activité immunosuppressive.
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e. Fonctions immunosuppressives des MDSC

e Déplétion en acides aminés essentiels
Un des premiers mécanismes décrit concernant le réle immunosuppressif des MDSC est leur

capacité a priver les lymphocytes T, responsables de la réponse anti-tumorale, des acides aminés
essentiels a leur bon fonctionnement et plus particulierement les acides aminés L-Arginine,
Cystéine et tryptophane.

La L-Arginine sert de substrat pour deux enzymes : I'oxyde nitrique synthase (NOS), qui génere le
NO, et la citrulline; et l'arginase 1, qui convertit la L-Arginine en urée et en L-Ornithine. Le
métabolisme de la L-Arginine a été le premier mécanisme expliquant le potentiel
immunosuppresseur majeur des MDSC (Bronte et al., 2005; Kusmartsev and Gabrilovich, 2005).
L'activation des MDSC par I'IFNy ou les ligands des TLR entraine la surexpression de la NOS
inductible (iNOS) et de I'arginase 1, sous la dépendance des facteurs de transcription STAT3, STAT1
et NFkB (Raber et al., 2012). Rodriguez et al. ont démontré une corrélation entre la disponibilité
de la L-Arginine et la régulation de la prolifération des lymphocytes T (Rodriguez et al., 2005,
2007). En effet, I'activité accrue de l'arginase 1 dans les MDSC amplifie le catabolisme de
I'arginine, privant ainsi leur micro-environnement en Arginine. L'inhibition de la prolifération des
cellules T, causée par le manque de la L-arginine, a été associée a une diminution de I'expression
de différentes cyclines bloquant les lymphocytes T en phase GO-G1 du cycle cellulaire (Rodriguez
et al., 2007). La faible teneur en L-Arginine régule également les fonctions des lymphocytes T en
inhibant I'expression de CD3{, essentiel a I'activation du TCR (Rodriguez et al., 2002). En effet, chez
la souris, la déplétion en MDSC restaure la prolifération des cellules T et I'expression de la chaine
CD3C (Zea et al., 2005). Chez des patients atteints d’'un cancer de la prostate, il a été montré que
I'inhibition de la voie STAT3 inhibe I'expression de I'arginase 1 et restaure |’activité cytotoxique
des Lymphocytes T CD8+ (Hossain et al., 2015).

La Cystéine est un métabolite issu du catabolisme de la cystine ou de la méthionine, et est une
molécule essentielle au bon fonctionnement des lymhocytes T. En effet, ces cellules ne possedent
pas la capacité de produire la cystéine et doivent la capter dans leur environnement. Les MDSC
expriment le transporteur Xc, qui capture la cystéine, en revanche ces cellules n'expriment pas le
transporteur requis pour exporter cette cystéine (ASC), induisant alors la séquestration de cet
acide aminé. Ainsi, les MDSC privent les cellules T de la cystéine, essentiel a leur activation
(Srivastava et al., 2010). Les MDSC ont également la faculté de produire I'enzyme indolamine 2,3

dioxygénase (IDO) induisant alors la réduction locale des niveaux de tryptophane (Yu et al., 2013).
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e Les espéces réactives de I'oxygene et de I'azote
Les ROS sont des dérivés de l'oxygéne dont certains électrons se trouvent dans un état
énergétique excité, donc tres réactifs. Une des caractéristiques majeures des MDSC est leur
capacité a produire des ROS. Les MDSC, isolées de souris porteuses de tumeurs, produisent des
niveaux plus élevés de ROS que leurs homologues issus de souris saines. Des études ont démontré
gue l'inhibition des ROS dans les MDSC supprime I'effet négatif de ces cellules chez les souris et les
patients atteints de cancers (Kusmartsev and Gabrilovich, 2005; Schmielau and Finn, 2001). La
production de ROS par les « neutrophiles » isolés du sang de 16 patients atteints d'un carcinome
du larynx, a été comparée a celle des neutrophiles obtenus a partir de 15 personnes saines. Les
niveaux de ROS sont sensiblement plus élevés chez les patients cancéreux que chez les volontaires
sains suggérant un réle immunosuppresseur de ces « neutrophiles » qui s’apparenteraient a des
MDSC (Szuster-Ciesielska et al., 2004). De plus, les intégrines, CD11b, ainsi que CD18 et CD29,
permettent l'interaction entre les MDSC et les cellules T spécifiques de l'antigéne (Kusmartsev et
al., 2004). Le blocage de ces intégrines inhibe la production de ROS et la suppression par les MDSC
de la réponse T CD8+. Un certain nombre de cytokines et de facteurs de croissance produits par la
tumeur peuvent induire la production de ROS, y compris le TGFB (Transforming growth factor
beta), I'lL-10, I'IL-6, I'IL-3, le PDGF (Platelet-derived growth factor), le GM-CSF (Granulocyte
macrophage colony-stimulating factor) (Sauer et al., 2001). Des niveaux élevés de ROS ont été
observés dans de nombreuses tumeurs et contribuent a la tumorigenese, la formation de
métastases ainsi qu’a I'angiogenese (Agostinelli and Seiler, 2006; Mantovani et al., 2003; Waris
and Ahsan, 2006). Nous avons vu que I'enzyme iNOS est fortement induite dans les MDSC et
gu’elle permet la conversion de la L-Arginine en citrulline et NO. Le NO peut d’une part inhiber a
lui seul l'activité des lymphocytes T en inhibant différentes voies de signalisation comme
JAK3/STATS, I'expression du CMH ou induire I'apoptose des cellules T (Gabrilovich and Nagaraj,
2009). D’autre part, le NO va pouvoir réagir avec I'anion superoxyde pour former le peroxynitrite,
un puissant agent oxydant qui est capable d’entrainer la nitration ou la nitrosylation des acides
aminés, cystéine, méthionine, tryptophane et tyrosine (Dilek et al., 2012). Ainsi, le peroxinitrite va
alors inhiber la fonction des lymphocytes T CD8+ par nitratration des molécules CD8 et TCR, et
nitrosylation du TCR et du CD3{, inhibant la reconnaissance des antigenes et |'activation des

lymphocytes (Nagaraj et al., 2007, 2010a).
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¢ Inhibition de la réponse immunitaire par voie cytokinique

Les MDSC sont liées au dysfonctionnement de I'activation des cellules T dans le cancer, grace a la
production de TGF-B et d’IL-10 (Beck et al., 2003; Terabe et al., 2003; Young et al., 1996). Les
MDSC permettent la diminution de la production d'IL-12 par les macrophages, ainsi que
I'augmentation de leur propre production d'IL-10 en réponse a des signaux provenant des
macrophages. Ce couplage réciproque entre les MDSC et les macrophages est susceptible de
dévier I'immunité cellulaire TCD4 + et TCD8 + vers une réponse de type 2 impliquée dans la
promotion tumorale (Bunt et al., 2009). Par leur production de TGFB et d’IL-10 les MDSC vont
également promouvoir le recrutement des cellules T régulatrices (Treg) impliqués dans I'inhibition
de la prolifération des lymphocytes T effecteurs (Ostrand-Rosenberg and Sinha, 2009; Pan et al.,
2010). Ces deux cytokines vont participer également a l'inhibition des fonctions des cellules NK

(Mao et al., 2014).

e [nhibition de la réponse immunitaire par expression des points de controle
En réponse a I'hypoxie, les MDSC expriment le facteur de transcription HIF-1a (Hypoxia Inducible
Factor 1) qui va alors induire I'expression de PDL1, provoquant une augmentation de la
signalisation PDL1/PD1 conduisant a I'anergie des cellules T et la résistance des cellules tumorales
aux signaux pro-apoptotiques (Black et al., 2016; Duraiswamy et al., 2013). D’autres récepteurs
inhibiteurs de la réponse immunitaire vont également étre exprimés a la surface des MDSC, tels
que les membres de la famille des récepteurs de surface B7 comme CD80 ou la galectine 9 (Blank
and Mackensen, 2007; Dardalhon et al., 2010). De plus, les MDSC expriment également la
protéase ADAM17, responsable du clivage de la L-sélectine CD62L, une molécule de la membrane
plasmique nécessaire a la domiciliation des cellules T naives vers les ganglions lymphatiques,
limitant alors leur recirculation vers les ganglions ou ils sont supposés étre activés. (Hanson et al.,
2009).
¢ Immunosuppresssion par induction du stress du réticulum endoplasmique

Le stress du réticulum endoplasmique (RE) est impliqué dans les propriétés suppressives des
MDSC. En effet, les MDSC issues de souris porteuses de tumeur ou de patients atteints d’'un cancer
surexpriment plusieurs marqueurs du stress du RE tels que XBP1 et CHOP et présentent un large
RE, caractéristique de ce stress (Condamine et al., 2014). L'induction du stress du RE par la

thapsigargine polarise les neutrophiles en PMN-MDSC a activité immunosuppressive (Condamine
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et al., 2016b). En outre, la déplétion de CHOP au sein des MDSC inhibe leur capacité a réprimer la
réponse des cellules T voire stimule ces cellules (Thevenot et al., 2014).

e Activité non-immunosuppressive : régulation de I'angiogenése

Les MDSC participent également activement a I'angiogenése (Murdoch et al., 2008). Une étude

montre que la co-injection de cellules murines de cancer colique (MC26) et de MDSC dans la souris

balb/c provoque une croissance et un niveau de vascularisation plus important que I'injection

seule de cellules cancéreuses (Yang et al., 2004). Ces cellules vont également étre capables de

sécréter différents facteurs a activité pro-angiogénique tels que les métalloprotéinases

matricielles (MMP), le VEGF ou le facteur de croissance fibroblastique (FGF) (Du et al., 2008;

Kujawski et al., 2008; Yang et al., 2004). Dans des modeéles pré-cliniques, la persistance des MDSC

dans le microenvironnement tumoral est associée a une résistance aux traitements

anti-angiogéniques (Shojaei and Ferrara, 2008). Un traitement par anti-VEGF associé a des

molécules qui ciblent les MDSC léve la résistance aux anti-angiogéniques (Shojaei et al., 2007).

f. L'activité immunosuppressive des MDSC est dépendante de leur localisation

Les mécanismes d’action développés ci-dessus ne vont pas concerner les deux sous-types de
MDSC a la fois. Chaque sous-type va agir préférentiellement selon certains mécanismes mais va
également favoriser I'un ou I'autre de ces mécanismes en fonction de sa localisation (figure 9). Il
est désormais bien admis que I'activité immunosuppressive des MDSC est bien plus puissante au
niveau tumoral que dans les organes lymphoides secondaires comme la rate. De plus, les M-MDSC
présentent une activité immunosuppressive plus importante que les PMN-MDSC. Les PMN-MDSC
représentent la population majoritaire de MDSC au niveau de la rate et des ganglions alors que ce
ratio est inversé au niveau de la tumeur, expliquant que l'activité immunosuppressive est plus
importante a ce site (Messmer et al., 2015; Solito et al., 2014; Youn et al., 2013). Les PMN-MDSC
vont produire une majorité de ROS tels que I'anion superoxyde ou de I'H,0, tandis que les
M-MDSC produisent plus de NO. Linstabilité des ROS fait que les PMN-MDSC ont besoin d’un
contact cellules-cellules pour exercer leur effet sur les cellules T, expliquant I'inhibition spécifique
de l'antigéne des PMN-MDSC au niveau des organes lymphoides secondaires (Nagaraj et al.,
2010a). Au niveau de ces tissus lymphoides, les M-MDSC produisent du NO et des cytokines
immunosuppressives de demi-vie plus importante que les ROS permettant une action spécifique
ou non de l'antigene sur les lymphocytes. Les deux sous-types vont étre capables de dépléter

I'environnement en acides aminés L-Arginine, Cystéine et Tryptophane par les mécanismes
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évoqués ci-dessus. La forte expression du facteur de transcription STAT3 va également bloquer la
différenciation des M-MDSC en cellules dendritiques ou monocytes.
En ce qui concerne le site tumoral, les PMN-MDSC vont séjourner que peu de temps. Sous
I'influence des conditions hypoxiques elles vont présenter une forte expression d’arginase 1 et
d’iNOS impliquée dans l'inhibition de la prolilfération des lymphocytes T et vont rapidement
mourir ou étre polarisées en neutrophiles dérivés des tumeurs. Quant aux M-MDSC, les conditions
hypoxiques vont favoriser I'expression d’HIF1a dans ces cellules et leur permettre d’exprimer les
points de controle inhibiteurs de la réponse immunitaire entrainant I'abolition des fonctions des
cellules T effectrices. L’hypoxie va également entrainer une inhibition de I'activité de STAT3

permettant la différenciation des M-MDSC en macrophages associés a la tumeur (TAM) (Figure 9)

TiSSUSlymphO.I-des Arrétdu cycle cellulaire des LT (s @
. I vef-.

l L-Arginine Inhibition de la différenciation en

L-cysteine, Macrophages ou cellules
@ L-tryptophane dendritiques

Inhibition des cellules NK

. . Argl ; Argl
Antigen-specific T-cell DO Induction des Treg e
suppression “Cysteine sequestration I i

Hypoxie

Figure 9 Localisation et fonctions immunosuppressives des MIDSC

4, Les MDSC comme cible thérapeutique

Interférer avec le développement et les fonctions des MDSC apparait étre une stratégie
prometteuse dans le traitement du cancer afin de débloquer la réponse anti-tumorale du systéme
immunitaire. Une étude montre que la déplétion des MDSC par un anticorps anti-Grl ou un

anti-Ly6G dans des modeles murins de cancer permet d’améliorer la réponse immunitaire
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antitumorale (Srivastava et al.,, 2012). Cette approche peut s’avérer étre une stratégie
prometteuse dans les tumeurs ol les MDSC jouent un role prépondérant dans I'échappement
tumoral. Par ailleurs, un criblage d’agents anticancéreux a permis de mettre en évidence I'effet de

certaines de ces molécules dans la lutte contre les MDSC (Alizadeh and Larmonier, 2014).

Tableau 3 Exemples de stratégies thérapeutiques anti-cancéreuses ciblant les MDSC
D’aprés (Najjar and Finke, 2013)

Favorise la différenciation des MDSC en

cellules dendritiques chez 'Homme et la (Gabrilovich et al., 2001)
souris, amélioration de la réponse des LT.
ATRA
Corrélation entre fortes concentrations
plasmatiques d’ATRA et diminution du nombre (Mirza et al., 2006)
de MDSC

Diminution du taux de MDSC chez les patients
(Lathers et al., 2004; Ugel et al.,

2009)

Vitamine D3 | atteints d’un carcinome squameux de la téte et

du cou traités avec de la vitamine D3

Diminution des taux de MDSC et Treg et
(Ozao-Choy et al., 2009)
amélioration de la réponse des LT

Sunitinib
Réduit la viabilité des PMN MDSC et inhibe la
(Ko etal., 2010)
Induction de la prolifération des M MDSC
différenciation des MDSC Réduit les niveaux de MDSC, Treg et favorise la
Axitinib réponse des LT chez les souris porteuses de (Bose et al., 2011)

tumeurs.

Diminution des MDSC spléniques, amélioration
de I'activité anti-tumorale dans 5 modeles de
Gemcitabine (Suzuki et al., 2005)
cancer du poumon. Induction d’apoptose dans

les splénocytes.

Induction de la mort par apoptose des MDSC
5-FU spléniques et intra-tumorales sans effets sur (Vincent et al., 2010a)

les LT, LB, NK et cellules dendritiques.

Diminution des MDSC spléniques et
Docetaxel polarisation en M1, augmentation de la (Kodumudi et al., 2010)

réponse des LT cytotoxiques.
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Inhibition des fonctions immunosuppressives
CDDO-Me (Nagaraj et al., 2010b)
des MDSC in vitro.

Chez la souris diminution de fonctions
suppressives dépendante de ARG1 et NOS2.
(Serafini et al., 2006)
Chez I'lhomme restauration de la prolifération

des LT

Inhibiteur de Diminution du nombre et des fonctions
PDE-5 suppressives des MDSC chez les patients (Umansky and Sevko, 2012)

Inhibition de la fonction atteints de mélanome.

des MDSC Amélioration de la survie des souris porteuses
de tumeurs par un mécanisme dépendant de (Meyer et al., 2011)

I'activité des LT CD8.

Inhibiteurs de Inhibition du nombre de MDSC. (Fujita et al., 2011; Obermajer et al.,
COX-2 Inhibition de la quantité de CCL2 et CXCL12 2011b)

Augmentation du nombre et de I'activité
antigéne spécifique des LT in vitro et in vivo par
Nitro aspirine (Santo et al., 2005)
diminution de I'activité ARG et NOS dans les

CD11b+

Nous allons détailler, plus précisément, les mécanismes ciblant les MDSC associés a I'utilisation

des chimiothérapies.

En 2005, une premiere équipe montre qu’une chimiothérapie, la gemcitabine généralement
utilisée pour son action contre les cellules cancéreuses, était également capable de diminuer la
proportion de MDSC (Suzuki et al., 2005). En effet, 'équipe de Steven Albelda a montré que la
gemcitabine, appartenant a la famille des anti-métabolites était capable de réduire la proportion
des MDSC dans la rate de souris porteuses de tumeurs de cing modeles de cancer du poumon
différents (TC1, LLC, AE17, AB12, et L1C2). La gemcitabine est capable d’induire une mort par
apoptose spécifique aux MDSC (sans action sur les lymphocytes T CD4 et CD8, lymphocytes B,
macrophages, ou cellules NK). Cette réduction du taux de MDSC est associée avec une
augmentation de l'activité anti-tumorale des lymphocytes T CD8 et une activation des cellules NK.
L'action de la gemcitabine sur les MDSC a également été confirmée dans un modéle de souris

porteuses de tumeur mammaire 4T1 (Le et al., 2009).

En 2010, Kodumudi et al. ont montré que les propriétés anti-tumorales du docétaxel,

chimiothérapie appartenant a la famille des taxanes, étaient liées a une induction de la mort par
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apoptose des MDSC. D’autre part, le docétaxel entraine une augmentation des marqueurs de
différenciation des macrophages CMHII, CD86 et plus particulierement l'orientation vers un
phénotype « M1-like » par I'apparition du marqueur CCR7. Ces cellules vont sécréter plus d’IL-12
et moins d’IL-10 par rapport aux cellules des souris non traitées. Cette polarisation est permise par

une inhibition de 'activation de STAT3 (Kodumudi et al., 2010).

Egalement en 2010, notre équipe de recherche a montré que le 5-FU, appartenant, comme la
gemcitabine, a la famille des anti-métabolites, entraine la déplétion des MDSC par l'activation de
la caspase 3 et de la caspase 7 induisant la mort par apoptose de ces cellules sans aucune action
sur la quantité des autres populations immunitaires (Lymphocytes T et B, cellules NK, cellules
dendritiques) dans la rate et la tumeur de souris porteuses de tumeurs EL4. Dans ce cas, la
déplétion en MDSC est également associée a une restauration de la réponse anti-tumorale des
lymphocytes T CD4 et CDS8, sans induction de la maturation de ces MDSC vers un phénotype de

macrophages ou cellules dendritiques (Vincent et al., 2010a).

En 2014, le groupe de N. Larmonier montre que la doxorubicine est capable d’entrainer une
diminution de la quantité de MDSC de souris traitées porteuses de tumeur mammaire 4T1, et de
restaurer la réponse immunitaire anti-tumorale en augmentant la prolifération et I'activité
cytotoxique des lymphocytes T CD4 et CD8 et des cellules NK. Cette restauration est permise grace
a la diminution de la production de ROS et de I'expression de I’ARG1 et de NOS2 dans les MDSC
par la doxorubicine (Alizadeh et al., 2014). La déplétion de MDSC a également été confirmée chez

des patients porteurs de différents cancers traités avec de la doxorobucine.

Cependant, il arrive parfois que les chimiothérapies deviennent inefficaces avec le temps. Nous
avons vu, dans le chapitre précédent, différents mécanismes de résistance associés plus
particulierement a la chimiothérapie 5-FU. Une des explications de la résistance est I'activation de
mécanismes d’échappement mis en place par la tumeur. Néanmoins les MDSC peuvent également
participer a cet échappement. En effet, notre équipe de recherche a pu mettre en avant des effets
biologiques ambivalents liés a la déplétion des MDSC par la gemcitabine et le 5-FU. La gemcitabine
et le 5-FU, dans un modele in vivo de tumeur EL4 sont capables d’entrainer une diminution
importante de la taille de la tumeur corrélée avec une diminution de la quantité de MDSC (Vincent

et al., 2010a). Cependant, I'effet thérapeutique reste transitoire, comme cela peut étre le cas chez
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les patients traités, la tumeur finit par développer un nouveau mécanisme d’échappement. Cet
échappement passe par 'activation de I'inflammasome NLRP3 au sein des MSDC. La gemcitabine
et le 5-FU entrainent une déstabilisation de la membrane du lysosome qui conduit au relargage de
la cathepsine B. Cette protéase va alors se fixer sur un complexe multi-protéique appelé
inflammasome NLRP3 composé des protéines NLRP3, ASC et pro-caspase-1. La fixation de la
cathepsine B entraine I'activation de I'inflammasome permettant le clivage de la pro-caspase-1 en
caspase-1 active a l'origine de la maturation de la pro-IL-18 et de la pro-IL-1B en IL-18 et IL-1B. La
forme mature, bioactive, de I'lL-1B va permettre la polarisation des lymphocytes T Helper vers un
phénotype sécrétant de I'lL-17, qui favorise I’angiogenése et la reprise de la croissance tumorale.
Ce mécanisme met en avant le réle crucial que possede I'lL-1B dans la résistance au 5-FU.
L'utilisation d’un antagoniste des récepteurs a I'lL-13, empéchant alors son action suite a un
traitement par le 5-FU, permet de limiter I'expansion et |'activité des Th17 tout en maintenant
I'effet cytotoxique sur les MDSC et ainsi un maintien de |'effet thérapeutique du 5-FU (Bruchard et
al., 2013). Ces observations ont permis de mettre en place un essai clinique de phase Il (IRAFU).
Cet essai clinique a mis en évidence que la combinaison entre un antagoniste des récepteur a
I'IL-1B (anakinra), le 5-FU et le bevacizumab (anti-VEGF) augmente la survie sans progression et la

survie globale des patients atteints d’'un cancer colorectal métastatique (Isambert et al., 2018).
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lll. Inflammation et cancer

A. Généralités

L'inflammation est la réaction immunitaire la plus anciennement décrite, les premiéres
observations de réaction inflammatoire ont été faites des 1600 av J-C par les égyptiens qui
avaient décrit le phénomeéne de rougeur, accompagnant un coup ou une plaie. Au premier
siecle aprés J-C, Aulus Cornelius Celsus rapporte quatre symptOmes cardinaux de
I'inflammation « Rubor et tumor cum calore et dolore » traduit par rougeur et gonflement
associés a la chaleur et a la douleur. Un siécle plus tard Claude Galien ajoute un cinquieme
symptome, « functio laesa »; la perte de fonction. L’approche scientifique de I'inflammation
a véritablement commencé au XlIXe siecle avec les travaux sur le mécanisme d'infection
bactérienne réalisé par Ehrlich et ceux de Metchnikoff sur la phagocytose -prix Nobel de
médecine et physiologie en 1908- mettant en avant les deux pans fondamentaux de
'immunité, I'immunité innée et I'immunité adaptative. La progression des connaissances sur
I'inflammation a connu son essor durant le XXe siecle (Medzhitov and Janeway, 1997).
L'inflammation peut étre décrite comme une réponse immunitaire coordonnée de
I'organisme face a une agression par :

- un micro-organisme infectieux ou non

- une atteinte tissulaire et cellulaire d’origine physique ou chimique

- un agent endogene (protéines mutées, dysfonctionnement tissulaire...)

L'inflammation aiglie est donc I'ensemble des mécanismes réactionnels de défense et de
réparation formé de la phase d’initiation (activation), amplification et résolution. La phase
d’initiation, également qualifiée de phase vasculaire, se déclenche immédiatement aprés la
lésion tissulaire. Cette phase provoque une vasodilatation associée a une augmentation du
débit sanguin dans la microcirculation qui irrigue la région lésée, responsable de la chaleur et
la rougeur. La perméabilité vasculaire est également augmentée et est responsable d’une
extravasation des fluides plasmatiques qui se répandent dans les tissus, a l'origine du
gonflement, de la douleur et de la perte de fonctionnalité. L'augmentation de Ia
perméabilité vasculaire est aussi une étape précoce de la phase d’amplification car elle
facilite la diapédéese des neutrophiles, lymphocytes et monocytes. Ces leucocytes vont
migrer vers le siege de la lésion ou ils éliminent les agents pathogeénes et les débris

cellulaires. La phase de résolution consiste en la réparation du tissu endommagé soit par
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regénération des cellules endommagées soit par remplacement des cellules détruites par
des cellules d’un autre type comme les cellules conjonctives responsables des cicatrices. Une
réaction inflammatoire est un processus immunitaire généralement bénéfique, puisqu'elle
permet d'éliminer un agent pathogéne. En revanche, lorsqu’elle est non maitrisée par
I'organisme, elle aura des effets déléteres pouvant étre graves. En effet, I'inflammation peut
s’étendre a d’autres parties de l'organisme, et étre responsable de lésions locales ou
généralisées et mener a un choc septique. Une réaction inflammatoire non maitrisée peut
également devenir chronique. La polyarthrite rhumatoide, I'athérosclérose, la tuberculose
ou I'IBD (Inflammatory Bowel Disease) qui regroupe la maladie de Crohn et la colite
ulcérative font partie des nombreuses pathologies présentant une inflammation chronique
(Nathan, 2002). La réponse inflammatoire doit donc étre une réponse rapide et organisée,
proportionnée, afin d’éliminer tous corps étrangers et réparer les tissus lésés tout en
assurant I'intégrité du reste de I'organisme.

Historiguement, le systeme immunitaire fut décrit comme la premiere ligne de défense de
I'organisme, capable de reconnaitre le « soi » du « non-soi » (Bretscher and Cohn, 1970;
Janeway, 1992, 1993). Néanmoins, cette théorie obsoléte n’expliquait pas pourquoi ce
dernier est tolérant vis-a-vis des bactéries des flores commensales de notre organisme. En
1994, Polly Matzinger propose I’hypothese selon laquelle le systéme immunitaire réagit aux
signaux de danger de |'organisme, on observe une évolution du concept de « danger » vers
le concept de « dommages » (Matzinger, 1994). L'immunité innée, impliquée dans la
reconnaissance de dangers, est présente chez tout organisme pluricellulaire et constitue la
base cellulaire et moléculaire de I'inflammation. Les cellules du systéme immunitaire inné
(les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules NK, les polynucléaires dont les
neutrophiles) possedent des récepteurs a leurs surfaces; les PRRs (Pattern Recognition
Receptors) pour lesquels des voies de signalisation leurs sont associées (Medzhitov and
Janeway, 1997).

Ces PRRs reconnaissent des signaux exogenes, d’origine microbienne, les PAMPs (Pathogen-
associated molecular pattern) ou des signaux endogenes, d’origines particulaires ou
chimiques reconnus par les DAMPs (Damage associated molecular patterns). Cette
reconnaissance de motif permet a un nombre limité de PRR de reconnaitre une grande
diversité de pathogénes. Cette large capacité de reconnaissance est augmentée par la

diversité des localisations de ces PPR. On distingue, quatre familles principales de récepteurs
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au sein de la superfamille des PRR: les récepteurs aux lectines de type C (C-type lectin
receptors ou CLR), les récepteurs de type RIG-I (retinoic acid-inductible gene | (RIG-I) like
receptors ou RLR), les récepteurs de type Toll (Toll-like recptors ou TLR) et les récepteurs de
contenant un domaine de fixation des nucléotides et d’oligomérisation (NACHT
Nucleotide-binding and oligomerization domain) et un domaine Riche en Résidu Leucine
(LRR) (NLR). Auxquels on peut ajouter d’autres PRR comme cGAS ou AIM2. Les TLR et les
CLR, sont des récepteurs transmembranaires et surveillent le milieu extracellulaire et les
compartiments endosomaux, tandis que les RLR et les NLR scrutent la présence de motifs

microbiens ou de signaux de danger intracellulaires (Schroder and Tschopp, 2010).

B. Activation de I'inflammation : les Pattern Recognition Receptor

Les membres de la famille des CLR sont présents sur toutes les cellules immunitaires innées
et posseédent un domaine conservé de reconnaissance des sucres entrant dans la
composition des parois des champignons, virus et mycobactéries (Geijtenbeek and
Gringhuis, 2009). La reconnaissance des ligands par les CLR entraine l'internalisation du
pathogene, sa dégradation puis la présentation des antigenes. Les CLR ont la capacité de
déclencher une réponse antimicrobienne propre ou de concert avec d’autres PRR et

notamment les TLR (tableau 4).

Tableau 4 Exemple de signalisation par les CLR

Action avec un Récepteur Réponse
CLR Ligands Références
autre PRR partenaire antimicrobienne
Dectin-1 B-glucane IL-2, IL-10 (Rogers et al., 2005)
Non Dectin-2 o-mannose FcRy TNFa, IL-1Ra (Sato et al., 2006)
Mincle o-mannose FcRy TNFaq, IL-10 (Yamasaki et al., 2009)
Dectin-1 B-glucane TLR2, TLR4 TNFa, IL-10 (Ferwerda et al., 2008)
Oui Mannotriose, (Meyer-Wentrup et
DCIR TLR8 TNFa, IL-12
glycoprotéines al., 2009)
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TLR Localisation Ligand Origine du ligand
Membrane
TLR1 Triacyl lipoprotéine Bactéries
plasmique
Membrane Bactéries, virus,
TLR2 Lipoprotéine
plasmique parasites, « soi »
TLR3 Endolysosome ARN double brin Virus
Membrane Bactéries, virus,
TLR4 Lipopolysaccharide
plasmique « SOi »
Membrane
TLR5 Flagelline Bactéries
plasmique
Membrane
TLR6 Diacyl lipoprotéine Bactéries, virus
plasmique

TLR7 (TLR8 humain)

Endolysosome

ARN simple brin

Virus, bactéries,

« SOi »

Virus, bactéries,

TLR9 Endolysosome CpG
protozoaires, « sOi »
TLR10 Endolysosome Inconnu Inconnu
Membrane Molécule proche des
TLR11 Protozoaire
plasmique profilines

Le premier géne Toll a été identifié en 1988, comme codant une protéine transmembranaire

impliquée dans la polarisation dorso-ventrale au cours du développement de la drosophile

(Hashimoto et al., 1988). En 1996, I'équipe de Jules Hoffmann, récipiendaire du prix Nobel

de médecine 2011, montre que ce récepteur est également capable d’induire une puissante
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réponse anti-fongique (Lemaitre et al., 1996). Les TLR sont impliqués dans la détection des
pathogenes extracellulaires et intracellulaires au sein des lysosomes et endosomes. Dix TLR
ont été identifiés chez 'Homme et douze chez la souris, ils possedent une homologie de
structure composée d’une partie N-terminale répétée riche en leucine, un domaine
transmembranaire et un domaine C-terminal cytoplasmique composée d’un domaine
Toll/IL-1 récepteur (TIR). Chaque TLR va reconnaitre des PAMP distincts issus de virus,
bactéries, mycobactéries, champignons ou parasites illustrés en tableau 5. Apreés liaison avec
leurs ligands respectifs, les TLR vont recruter différentes protéines adaptatrices contenant
un domaine TIR et induire différentes voies de signalisation sous-jacentes. Cette signalisation
va étre a l'origine de la sécrétion de cytokines inflammatoires, d’interféron de type |, de
chimiokines, ou de peptides antimicrobiens (Kawai and Akira, 2010). Ces signaux permettent
le recrutement des neutrophiles, 'activation des macrophages, la maturation des cellules

dendritiques et contribuent a I'induction de la réponse adaptative (Kawai and Akira, 2011).

3. Les RLR (RIG-I like receptors)

Les RLR sont des PRR cytosoliques impliqués dans la reconnaissance virale, cette famille est
composée des récepteurs RIG-1, MDA5 (melanoma differentiation-associated gene 5) et
LGP2 (Laboratory of genetics and physiology 2). Les récepteurs RIG-I et MDAS possedent en
extrémité N-terminale deux domaines CARD (Domaine de recrutement des caspases), un
domaine central DExD/H-box hélicase et un domaine C-teminal impliqué dans la
reconnaissance des ARN, le récepteur LGP2 ne possede quant a lui pas de domaine CARD a
son extrémité N terminale (Bruns and Horvath, 2014; Loo and Gale, 2011). Les différents
ligands de ces RLR sont illustrés en tableau 6. L’activation des RLR entraine I'activation des
facteurs de transcription NFkB et IRF3 aboutissant a la synthése d’interféron de type | et de

cytokines pro-inflammatoires (Stone et al., 2017).

Tableau 6 Localisation et ligands des RLR

Courts ARN double brin (db) Virus a ARN
RIG-I | Cytoplasme
5’triphosphate ARN db Virus a ADN
Virus a ARN
MDAS | Cytoplasme Long ARN db
(Picomaviridae)
LGP2 | cytoplasme Inconnu Virus a ARN
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L'étude du domaine N-terminal permet de distinguer quatre sous-groupes au sein des NLR :

e Les NLRA

e LesNLRB

e Les NLRP (NLR containing a PYD, anciennement Nalp)

e Les NLRC et Naips (NLR containing a CARD)
IIs possedent un domaine central NACHT et pour la plupart un domaine LRR (domaine répété
riche en résidus Leucine) en C-terminal.
Chez 'Homme, 22 NLR ont été identifiés et 34 chez la souris (Corridoni et al., 2014; Martinon
et al., 2009). Les macrophages et plus généralement les cellules de la lignée myéloide
expriment la plus grande partie de ces NLR (Guarda et al., 2011). Cette famille est constituée
de récepteurs intracellulaires caractérisés par la présence d’'un domaine NACHT (Nucleotide-
binding oligomerisation domain) conservé (Inohara and Nufiez, 2001). L’'organisation
générale des NLR comprend une région C-terminale riche en Leucine (LRR) responsable de la
reconnaissance de motifs microbiens conservés ; un domaine central NACHT nécessaire pour
la fixation des nucléotides et I'auto-oligomérisation ; et un domaine N-terminal impliqué
dans l'initiation de la signalisation et constitué de domaines d’interaction protéine-protéine
tels que le domaine de recrutement des caspases (CARD), le domaine pyrine (PYD) et le
domaine BIR (baculovirus inhibitor repeat) (Figure 10).
Tous les NLR ne répondent pas aux mémes signaux d’activation. En effet, les protéines
NLRP1 et NLRP3 ont toutes deux la capacité de détecter des signaux de danger, provenant
de molécules ou de composants extérieurs qui alertent le systéme immunitaire,
indépendamment d’une infection microbienne. Tandis que, les protéines Nirc : NOD1 (Nlrcl)
et NOD2 (Nlrc2), répondent aux produits de dégradation dans le cytoplasme du
peptidoglycane bactérien (Keestra-Gounder and Tsolis, 2017). Cette différence de
reconnaissance provient de la région N-terminale des NLR, aussi nommée région effectrice,

indispensable a la transduction du signal (Figure 10).
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NLRP = NLRP2-9,11-14 PYD -lNACHT

NLRP10 PYD -| NACHT

Figure 10 Structure des NLR humains

11111, Extrémité C-terminale constituée d’un motif répété de résidus leucine impligué dans

NACHT ;
la reconnaissance des motifs microbiens, , Domaine central conservé entre les

différents NLR, ™ , % °** extrémité N-terminale impliquée dans linitiation des voies

de signalisation

La découverte d’un macrocomplexe moléculaire comportant un PRR d’un type nouveau,

activateur de caspase-1, a été désigné inflammasome (Martinon et al., 2002).

C.Les inflammasomes

L'inflammasome est alors caractérisé comme un complexe multi-protéique qui entraine le

clivage auto-protéolytique et I'activation d’une caspase qui procéde ensuite au clivage des
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cytokines pro-inflammatoires IL-1B, IL-18 et IL-33 en réponse a différents signaux (Martinon
et al.,, 2002). En plus de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, I'activation de
I'inflammasome peut entrainer une forme de mort cellulaire inflammatoire appelée
pyroptose (Kayagaki et al., 2015; Shi et al., 2015).

Trois familles de récepteurs sont encore décrites a |I'origine de [I'activation de
I'inflammasome: les NLR, les ALR (AIM2-like receptors) et les PYRIN. Ces récepteurs et la
cascade inflammasome qui en résulte ont principalement été décrits dans les macrophages
et les cellules dendritiques. Lors de mon projet de thése, nous nous sommes plus
particulierement intéressés a un inflammasome appartenant a la famille des NLR et plus
précisément a la famille des NLRP : l'inflammasome NLRP3. La suite de mon propos se

focalisera donc sur I'activation et la régulation de cet inflammasome.

I a été montré que seuls cing NLRP étaient capables de former un inflammasome
fonctionnel et si I'activation de ces différents inflammasomes méne toujours a la production
d’IL- 1B et d’IL-18, les circonstances et les types cellulaires dans lesquels se passe cette

activation differe.

Aujourd’hui, 14 NLRP sont référencés chez I’'Homme. Il est possible de séparer les NLRP en
deux sous-catégories, I'une contenant les NLRP4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 13 et 14, qui ne forment
pas d’inflammasome ou dont l'inflammasome n’a pas encore été observé. L'autre
sous-catégorie rassemble les NLRP1, 2, 3, 6, 12 capables de former un inflammasome
fonctionnel. Les NLRP7, 8, 11 et 13 ne sont pas présents chez la souris ce qui rend leur étude
plus complexe. Les NLRP ne formant pas d’inflammasome sont retrouvés dans les ovocytes,
les embryons ou les testicules ou ils jouent un role essentiel sur la fertilité ou le
développement de I'embryon (Ponsuksili et al., 2006; Tian et al., 2009; Westerveld et al.,
2006). Certains NLRP ont également d’autres fonctions, comme NLRP4. NLRP4 est capable
via son domaine NACHT de se lier a la Beclinl, une molécule importante dans la régulation
de I'autophagie. Cette interaction inhibe I'induction de I'autophagie par Beclinl (Jounai et
al.,, 2011). NLRP4 est également responsable de la régulation négative de la production

d’interféron de type | grace a son interaction avec l'ubiquitine ligase E3 DTX4 qui méne a la
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dégradation de TBK1, molécule essentielle dans la voie de production des interférons de
type | (Cui et al., 2012). Aujourd’hui, parmi les NLRP formant des inflammasomes, c’est

I'inflammasome NLRP3 qui est au centre de la majorité des études.

D.Inflammasome NLRP3

NLRP3 est présent dans les cellules myéloides, principalement les monocytes, les
macrophages, les neutrophiles et les cellules dendritiques, les cellules épithéliales (Guarda et
al., 2011). NLRP3 est également retrouvé au niveau nucléaire dans les lymphocytes ou, par
coopération avec le facteur de transcription IRF4, il régule la différenciation Th2 (Bruchard et
al., 2015). Son implication a d’ores et déja été démontrée dans le diabéete, les allergies, les
maladies inflammatoires chroniques, la goutte, I'athérosclérose, Alzheimer ou différents
cancers. L'engouement pour |'étude de cet inflammasome est en majorité di a la
découverte de mutations dans le géne CIAS (codant pour la protéine NLRP3 ou cryopyrine).
Ces mutations ont rapidement été associées a de nombreux désordres inflammatoires tels
gue les Syndromes Associés a la Cryopyrine (CAPS), cette découverte a redonné de nouvelles
pistes pour la compréhension de la régulation de cet inflammasome (Hoffman et al., 2001).
Agostini et al., rapportent en 2004 l'implication de la forme mutée de NLRP3 dans le
syndrome de Muckle Wells (MW), une forme de CAPS. Des mutations sur le gene codant
pour NLRP3 sont responsables d’une activation constitutive de cet inflammasome, et donc
de sécrétion d’IL-1B mature par les monocytes et les macrophages. En isolant des monocytes
sanguins de patients sains ou atteints du syndrome MW, ils montrent que les monocytes
mutés de patients produisent spontanément de I'IlL-1B a la différence des monocytes de
patients sains pour lesquels une stimulation au LPS (lipopolysaccharide) est nécessaire
(Agostini et al., 2004). La surexpression des formes mutées de NLRP3 dans des THP1, montre
que ces formes sont constitutivement actives et sont capables d’interagir avec ASC et
d’entrainer I'activation de NFkB et la sécrétion d’IL-1B en absence de stimuli (Dowds et al.,
2004). Les souris exprimant les formes mutantes humaines de NLRP3 développent des signes
cliniques semblables aux maladies humaines. Le statut inflammatoire est caractérisé non
seulement par une augmentation de I'IL-13 mais également par une infiltration de
neutrophiles au niveau de la peau et un profil cytokinique de type Th17 (Brydges et al., 2009;

Meng et al., 2009). L’activation constitutive de I'inflammasome NLRP3 représente donc une
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cible thérapeutique intéressante pour le traitement de ces pathologies. Dans ce contexte le
canakinumab, un anticorps monoclonal anti-IL1[, est utilisé en clinique dans le but de limiter
les effets pro-inflammatoires de I'lL-1B en neutralisant son activité biologique. Ce traitement
a démontré son efficacité chez des patients atteints d’autres formes de CAPS, qui
regroupent l'urticaire familiale au froid, le syndrome de Muckle et Wells, et le syndrome
CINCA/NOMID (syndrome chronique infantile neurologique cutané et articulaire néonatal)

(Neven, 2008; Wulffraat and Woo, 2013).

1.Structure et activation de I'inflammasome NLRP3

NLRP3 inflammasome

NLRP3 PYD | NACHT —ﬁ
ASC PYD
CARD j

CASP1 CARD TET p10

Figure 11 Structure simplifiée de l'inflammasome NLRP3
D’apreés (Schroder and Tschopp, 2010).

La formation de I'inflammasome NLRP3 consiste en la création d’'une plateforme contenant
le récepteur NLRP3, la protéase caspase-1 et nécessite également la protéine adaptatrice
ASC (apoptosis associated speck-like protein containing a CARD) (figure 11). Nous avons vu
précédemment (figure 10) que le récepteur NLRP3 est constitué de 3 domaines: PYD,
NACHT et LRR. Le domaine PYD de NLRP3 recrute ASC, possédant également un domaine
PYD et un domaine CARD impliqué dans le recrutement de la caspase-1. A la suite de la
formation de ce complexe, la caspase-1 subit un clivage auto-protéolytique entrainant la
libération des sous-unité pl0 et p20, enzymatiquement actives (Broz et al., 2010). Cette
activité protéolitique de la caspase-1 n’est pas observée au cours de l'activation de
I'inflammasome NLRP1b par la toxine Iétale de Bacillus anthracis. Néanmoins, la pro-forme
non clivée caspase-1 est active (Guey et al., 2014). Bien que la caspase-1 puisse exercer
plusieurs fonctions dépendantes ou non de linflammasome, son réle principal dans
I'inflammasome est de cliver la pro-IL-1B et la pro-IL-18 en IL-1B et IL-18 matures lui valant

son autre nom d’enzyme de conversion de I'lL-1B. La formation de I'inflammasome NLRP3
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est médiée par la formation de specks d’ASC, filaments qui forment une structure
oligomérique d’environ 1 um (Stutz et al.,, 2013) qui générent une structure en forme
d’étoile visible en microscopie électronique (Lu et al., 2014). Ces filaments sont constitués
des protéines ASC et pro-caspase-1 et sont impliqués dans |'attraction des domaines PYD de
NLRP3 et ASC ainsi que des domaines CARD d’ASC et de la pro-caspase-1 formant ainsi

I'inflammasome NLRP3.

a. Activateurs de I'inflammasome NLRP3

Le nombre de molécules identifiées capables d’activer NLRP3 a considérablement augmenté
ces dernieres années; elles sont capables d’induire une ou plusieurs régulations
physiologiques détectées par I'inflammasome aboutissant a son activation. Des signaux de
danger exogenes, d’origines infectieuses ou environnementales, activent cet inflammasome.
Plusieurs pathogénes comme Staphylococcus aureus (Munoz-Planillo et al., 2009a), Listeria
monocytogenes (Kim et al., 2010) et le virus influenza A (Allen et al.,, 2009) activent
I'inflammasome NLRP3. D’autres DAMP ont pour origine des sels et irritants de polluants
environnementaux tels que I'amiante, la silice, 'Alum (hydroxyde d’aluminium, principal
adjuvant des vaccins actuels) ou encore les nanoparticules (Dostert et al., 2008a; Martinon
et al.,, 2006; Yazdi et al., 2010). Les signaux de danger endogénes, activateurs de
I'inflammasome NLRP3, peuvent étre issus de la cellule elle-méme, de la matrice
extracellulaire, du plasma ou des tissus. Il peut s’agir de molécules modifiées, libérées dans
le milieu extracellulaire lors des processus de mort. Les cellules nécrotiques vont activer la
réponse immunitaire adaptative via un relargage de cristaux de monosodium urate (Shi et
al., 2003). Martinon et al., ont montré que ces cristaux entrainent l'activation de
I'inflammasome NLRP3 et de la caspase-1 (Martinon et al., 2006). La nécrose permet
également la libération d’autres molécules comme I’ATP (Mariathasan et al., 2006), les ions
potassium (K*), et le HMGB1 (Lotze and Tracey, 2005). D’autres molécules présentes en
guantité importante chez les individus en situation pathologique sont également identifiées
comme activateurs de l'inflammasome NLRP3 telles que le calcium pyrophosphate
dehydrate (CPPD), impliqué dans la goutte (Martinon et al., 2006), le glucose (Feng et al.,
2016), ou encore les plaques amyloides, impliquées dans les maladies neurodégénératives

comme la maladie d’Alzheimer (Masters et al., 2010).
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L’activation de I'inflammasome NLRP3 nécessite deux signaux. Le premier signal appelé le
«priming» puis un deuxieme signal constitué de signaux de stress cellulaire induit par les
différents activateurs.

b. Signal 1 : le « priming »

i. Priming transcriptionnel

L'amplification de la réponse NLRP3 peut nécessiter I'augmentation de I’'expression du gene
et de la traduction de son ARNm. Les composés microbiens ou des molécules endogenes
comme le facteur de nécrose tumorale (TNF) ou I'lL-1B permettent cette augmentation
grace a l'activation du facteur de transcription NFkB (Bauernfeind et al., 2009; Franchi et al.,
2009). Le controle du priming transcriptionnel de NLRP3 dépend de différents PRR dont les
TLR, NOD2 ou RAGE, les récepteurs des protéines du complélent C3a et C5a peuvent
également étre impliqués dans ce priming (Alexiou et al., 2010; Fritz et al., 2006; Laudisi et
al., 2013; Mitchell et al., 2007). L'activation de ces récepteurs va entrainer, par différents

mécanismes, I'augmentation de I'expression des messagers de NLRP3 et de la pro-IL-1pB.

ii. Priming non-transcriptionnel
Le priming non-transcriptionnel a été mis en avant par des travaux montrant qu’un priming
de courte durée (10 minutes), insuffisant pour induire une régulation transcriptionnelle de
NLRP3, pouvait induire une activation de l'inflammasome NLRP3 (Juliana et al., 2012;
Schroder et al., 2012). Ainsi, le priming de NLRP3 est également indépendant de la synthese
de nouvelles protéines et peut reposer sur des modifications post-traductionnelles
contrélant la teneur et I'activation de NLRP3. L’activation des récepteurs TLR2/TLR4 et
TLR4/TLR3 entraine, respectivement, I'activation des voies de signalisation Myd88/IRAK1/4
(les kinases 1 et 4 associées au récepteur a I'lL-1) et TRIF/IRAK1/FADD/caspase-8/RIP1,
permettant par l'intermédiaire des ROS mitochondriaux, le priming de NLRP3 (Groslambert
and Py, 2018a). A |’état basal, NLRP3 semble étre constitutivement ubiquitiné, pour
permettre son activation par ses agonistes, NLRP3 doit étre déubiquitiné, cette
déubiquitination est permise par I'action des ROS induits suite a I'activation des TLR (Juliana
et al.,, 2012). Plusieurs études ont montré que le taux de NLRP3 peut étre régulé par
différentes E3 ubiquitine ligase et déubiquitinase pendant cette phase de priming
(Humphries et al., 2018; Juliana et al., 2012; Lopez-Castejon et al., 2012). L'ubiquitination de
NLRP3 sur son résidu K691 chez ’'Homme ou K689 chez la souris par la E3 ubiquitine ligase

skp1-cullin-F box L2 (SCF™®"?) dirige NLRP3 vers la dégradation protéasomale, diminuant
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ainsi sa disponiblité et donc l'activité de l'inflammasome NLRP3 (Han et al.,, 2015).
L'inhibition de NLRP3 par ubiquitination peut également étre impliquée dans le
rétro-contréle de l'inflammasome. Sous I'action du LPS, I'E3 ubiquitine ligase Trim31
ubiquitine NLRP3 pour I'envoyer vers la dégradation par le protéasome (Song et al., 2016).
Au contraire, une étude récente montre que I'E3 ubiquitine ligase Pellino 2 transfere une
étiquette ubiquitine sur NLRP3 aprés une stimulation au LPS dans des macrophages dérivés
de moelle osseuse en culture (BMDM) et que les BMDM issues de souris déficientes pour
Pellino2 sécretent moins d’IL-1B aprés stimulation, indépendamment d’une régulation
transcriptionnelle de cette cytokine (Humpbhries et al., 2018). Cette fois-ci I'ubiquitination de
NLRP3 tend a induire son activation, la régulation par ubiquitination de NLRP3 est donc
fortement régulée et est spécifique des E3 ligases et des résidus cibles. De plus, le priming de
NLRP3 dépend également de sa modification par phosphorylation. il a été montré que la
phosphorylation du résidu Sérine 194 chez la souris par la kinase c-Jun terminale 1 (JNK1) est
nécessaire au priming et a [loligoméristion de NLRP3, permettant de constituer

I'inflammasome NLRP3 (Song et al., 2017b).

c. Signal 2 : I'activation

Suite a I'étape de priming, I'inflammasome NLRP3 devient alors compétent pour étre activé
par les différents stimuli. Aucun consensus d’activation n’est établi pour chacun des
activateurs. Ce sont en fait les cascades d’évenements cellulaires induites par ces activateurs
qui vont étre a l'origine de l'activation de l'inflammasome. On dénombre actuellement
quatre mécanismes d’activation pour I'inflammasome NLRP3. Le premier est 'efflux de K*
qui est relié a tous les activateurs, ou presque, de I'inflammasome NLRP3. Le second est
'endommagement des mitochondries a l'origine de la libération de ROS et d’ADN
mitochondriaux dans le cytosol ainsi que d'une perte de potentiel membranaire
mitochondrial, le troisieme est consécutif a 'endommagement ou la rupture de la
membrane des phagolysosomes (déstabilisation lysosomale) qui fait suite a I'internalisation

de cristaux et enfin le dernier est dépendant de la signalisation calcique (figure 12).
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Figure 12Mécanismes d'activation de l'inflammasome NLRP3
D’apreés (Groslambert and Py, 2018b)

i. Efflux de K+

Le premier fait relatant I'implication du potassium dans la sécrétion d’IL-13 date de 1994.
Cette étude montre que la nigéricine, un ionophore de potassium, entraine la maturation de
I'IL-18 dans des macrophages de souris traitées par le LPS (Perregaux and Gabel, 1994).
Plusieurs études ont ensuite décrypté I'implication des ions K* dans I'activation de NLRP3.
Ces études ont montré qu’une forte concentration en K' inhibait I'activation des
inflammasomes NLRP3 et NLRP1 sans action sur les inflammasomes NLRC4 ou AIM2 (Franchi
et al., 2007; Pétrilli et al., 2007). Le potassium régule plus particulierement I'assemblage des
composants de I'inflammasome. En effet, I'étude in vitro de I'assemblage de I'inflammasome
a partir d’'un lysat de macrophages montre que seul en présence d’'un tampon de
concentration faible en K+ la protéine adaptatrice ASC est recrutée et I'lL-1fB clivée en sa
forme mature (Pétrilli et al., 2007). L'efflux de potassium est induit par la grande majorité
des activateurs de I'inflammasome NLRP3 (Mufioz-Planillo et al., 2013). Lors de la mort des

cellules par apoptose, I’ATP va étre libéré dans le compartiment extra-cellulaire, il va alors se
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lier a son récepteur a la surface des autres cellules, le récepteur purinergique P2X; (Cruz et
al., 2007; Mariathasan et al., 2006). L’activation de P2X; par I’ATP provoque un efflux rapide
de K* ainsi que le recrutement et la formation de pores par la pannexine-1 (Ferrari et al.,
2006). Les pannexines peuvent former des canaux, appelés pannexons, nécessaires a la
libération d’ATP ; ce systéme est observé dans plusieurs types cellulaires (Pelegrin and
Surprenant, 2006). Kanneganti et al. propose un modele d’activation de lI'inflammasome
NLRP3 consécutive a la formation de pores par la pannexine-1 qui permettrait a des
activateurs extracellulaires, en particulier des PAMPs, d’entrer dans le cytoplasme et de
I'activer (Kanneganti et al.,, 2007). Néanmoins, lI'implication de la pannexine-1 dans
I'activation de l'inflammasome NLRP3 n’a pas été confirmée par les souris déficientes en
pannexine-1 (Qu et al., 2011; Wang et al., 2013). Par ailleurs, il a été démontré que certaines
toxines bactériennes sont capables de former des pores, comme I’'hémolysine a de S. aureus,
conduisant & un efflux de K*, indépendamment de P2X;, et a I'activation de I'inflammasome

NLRP3 (Munoz-Planillo et al., 2009). En 2012, une étude propose un mécanisme commun a
tous les activateurs de NLRP3 et pour lequel I'efflux de K" est une étape nécessaire mais non

suffisante pour I'activation de I'inflammasome (Compan et al., 2012). Les activateurs connus
de NLRP3 peuvent induire un changement de volume des cellules (turgescence ou
plasmolyse). La variation du volume cellulaire est proposée comme signal de danger pouvant
étre détecté par I'inflammasome. Lors du gonflement cellulaire en condition hypotonique, le
potassium sort des cellules via des canaux potassiques ce qui entrainerait un changement
conformationnel des récepteurs NLRP3 et favoriserait leur activation. De plus, I'efflux de
potassium permet la liaison entre le domaine LRR de NLRP3 et le domaine catalytique de la
kinase nek7. Cette interaction est nécessaire a I'activation de NLRP3, et est induite par
nombreux stimuli tels que I’ATP, la nigéricine, les cristaux MSU et I'alum. Il est important de
noter que cette activation de NLRP3 par nek7 est indépendante de son activité kinase (He et
al., 2016; Schmid-Burgk et al., 2016; Shi et al., 2016).

ii. Le modele des mitochondries endommagées, ROS et ADN mitochondriaux

La production de ROS reste I'une des réponses a une infection ou une blessure les plus
conservées au cours de I'évolution. Les agonistes de NLRP3 entrainent la production de ROS
(Cruz et al., 2007) et induisent I'activation de l'inflammasome NLRP3. L’utilisation
d’inhibiteurs des ROS, ROS scavengers, inhibe I’activation de cet inflammasome (Cassel et
al., 2008; Cruz et al., 2007; Dostert et al., 2008a; Gross et al., 2009; Pétrilli et al., 2007).
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L’augmentation des ROS dans le cytoplasme inactive la Thiorédoxine (TRX) ce qui permet a la
protéine interagissant avec le TRX (TXNIP) de se fixer directement sur le récepteur NLRP3
pour activer I'inflammasome (Tschopp and Schroder, 2010). La TXNIP, une protéine liée a la
résistance a l'insuline, relie I'activation de I'inflammasome NLRP3 au diabéte de type 2 (Zhou
et al., 2011). Initialement, la production de ROS intracellulaire par la NADPH oxydase, liée
aux phagosomes et activée lors de l'internalisation de particules, a été proposée comme
signal d’activation de I'inflammasome NLRP3 (Dostert et al., 2008a). Cependant, il a été
montré plus tard que les macrophages murins et humains déficients pour cet enzyme ont
une activation normale de l'inflammasome NLRP3 (van Bruggen et al.,, 2010). Les ROS
mitochondriaux ont été mis en cause dans l'activation de I'inflammasome grace a une étude
montrant la colocalisation des inflammasomes NLRP3 avec les mitochondries dans |'espace
périnucléaire lors de l'activation de lI'inflammasome (Zhou et al., 2011). Les inducteurs de
I'inflaimmasome NLRP3 vont entrainer une relocalisation des mitochondries au niveau de
I'espace péri-nucléaire, ainsi les protéines ASC, présentes au niveau de la mitochondrie, vont
se retrouver a proximité des protéines NLRP3, présentes au niveau du réticulum
endoplasmique. La migration des mitochondries est un processus dépendant des
micro-tubules. Les activateurs de NLRP3 vont endommager les mitochondries, entrainant
alors une déplétion en NAD®, induisant I'acétylation de I'a-tubuline favorisant ainsi leur
polymérisation. L’utilisation d’un inhibiteur de la polymérisation des micro-tubules, la
colchicine, inhibe I'activation de ['inflammasome NLRP3 (Misawa et al., 2013). Les
mitochondries endommagées peuvent également libérer de I’ADN mitochondrial (ADNmt)
oxydé suite a la perte de leur potentiel de membrane ce qui provoque une activation directe
de l'inflammasome NLRP3 lors de l'apoptose (Shimada et al.,, 2012). L’activation de
I'inflammasome NLRP3 par 'ADNmt est un élément dépendant du priming. En effet la
libération d’ADNmt requiére sa réplication préalable induite par le LPS via I'activité du
facteur de transcription IRF1 et de la Cytidine/Uridine Monophosphate Kinase 2 (CMPK2),
impliquée dans la fourniture en nucléotides pour la réplication de 'ADNmt (Zhong et al.,
2018). L'autophagie, en permettant le renouvellement des organelles du cytoplasme dont
les mitochondries, module également I'activité de I'inflammasome NLRP3. Linhibition de
I'autophagie augmente le nombre de mitochondries défectueuses et s’accompagne d’une
accumulation de ROS et d’ADNmt oxydés dans le cytoplasme ce qui est corrélé avec une

activation de l'inflammasome NLRP3 (Nakahira et al., 2010). Il a aussi été montré que
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I'autophagie permet d’éliminer les inflammasomes ubiquitinés (Shi et al., 2012) et la
pro-IL-1B dans les cellules activées (Harris et al., 2011).
iii. Le modele de la déstabilisation lysosomale

Des particules comme |'amiante, la silice ainsi que I'amyloide-B activent I'inflammasome
NLRP3 aprés endocytose et dommages a la membrane lysosomale par un relargage dans le
cytoplasme de la cathepsine B, une protéase a Cystéine de la famille des papaines (Chu et
al., 2009). Plusieurs études ont également montré que le CA-O74-Me, un inhibiteur
pharmacologique de la cathepsine B, inhibe I'activation de I'inflammasome NLRP3 (Dostert
et al., 2009; Halle et al., 2008; Hornung et al., 2008; Sharp et al., 2009). Dans un modele de
MDSC, traitées avec une chimiothérapie (5-FU et Gemcitabine), I'activation de NLRP3 est
effectuée par la fixation de la cathepsine B au niveau du domaine LRR de NLRP3 (Bruchard et

al., 2013).

iv. La signalisation calcique

Une étude montre que plusieurs activateurs de l'inflammasome NLRP3, dont I'ATP, la
nigéricine et les cristaux d’acide urique, nécessitent une signalisation par le calcium
(Murakami et al., 2012). Le calcium est fourni par le milieu extracellulaire via les canaux
d’entrée au calcium et est aussi libéré par le récepteur a I'inositol triphosphate (IPsR) du
réticulum endoplasmique. Il est suggéré que l'efflux de K et la rupture de lysosomes
induisent, comme étape intermédiaire, un influx de Ca* dans le cytosol qui serait essentiel
pour endommager les mitochondries et par la suite activer l'inflammasome NLRP3
(Murakami et al., 2012). De plus, les canaux TRP (Transient Receptor Potential) modulent la
concentration en Ca®' intracellulaire lors de la régulation du volume cellulaire et ce
changement de concentration est indispensable pour I'activation de TAK1 (Transforming
Growth Factor (TGF) -B-Activated Kinase 1) (Fukuno et al., 2011), kinase essentielle a la voie

NFkB dans I'activation de I'inflammasome NLRP3 (Gong et al., 2010).

d. Modifications post-traductionnelles de NLRP3

Nous avons vu précédemment qu’au cours de la phase de priming, NLRP3 peut subir
différentes modifications post-traductionnelles le rendant alors compétent pour son
activation. D’autres modifications post-traductionnelles de ce récepteur vont également étre
essentielles a l'activation de l'inflammasome NLRP3, indépendamment du priming. Une

étude a montré que I'assemblage de l'inflammasome NLRP3 nécessite la déubiquitination de
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NLRP3 sur son domaine LRR par la déubiquitinase spécifique du résidu Lysine 63, BRCC3
(BRCA1/BRCA2-containing complex subunit 3) en aval d’une stimulation par les différents
activateurs connus de NLRP3 (Py et al., 2013a). Cette déubiquitination n’est pas dépendante
des ROS et donc differe des mécanismes présentés lors de la phase de priming (Juliana et al.,
2012). U'inhibition de BRCC3 augmente 'ubiquitination de NLRP3 et inhibe la formation de
I'inflammasome sans pour autant augmenter sa dégradation par le protéasome (Py et al.,
2013). De la méme maniere, I'E3 ubiquitine ligase ARIH2 (Ariadne homolog 2) entraine
l'ubiquitination, des résidus Lysine 63 et 48, de NLRP3 inhibant alors l'activité de
I'inflammasome sans réguler les teneurs en NLRP3 (Kawashima et al., 2017). La régulation de
NLRP3 peut également étre dépendante d’ubiquitinations dégradatives. L'E3 ubiquitine
ligase MARCH7 (membrane-associated ring-CH-type finger 7), sous l|effet d’une
augmentation d’AMPc intracellulaire, entraine I'ajout d’une chaine d’ubiquitine par les
résidus Lysine 48, dirigeant NLRP3 vers un processus de dégradation médié par 'autophagie
(Yan et al., 2015). L’activation ou I'inhibition de NLRP3 peut également étre sous le controle
de kinases et de phophatases. Par exemple la phosphorylation du résidu Sérine 295 (5291
chez la souris) par la protéine kinase A (PKA) inhibe I'activation de NLRP3 (Guo et al., 2016)
tout comme la déphosphorylation du résidu Tyrosine 861 par la phosphatase PTPN22
(Spalinger et al., 2017). Les modifications post-traductionnelles citées ne sont pas
exhaustives, de nombreuses autres modifications régulant I'activation de NLRP3 ont été
découvertes (Groslambert and Py, 2018a). Les mécanismes de priming ou d’activation par

modifications post-traductionnnelles de NLRP3 sont illustrés en figure 13.
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Figure 13 Modifications post-traductionnelles de NLRP3
D’apreés (Groslambert and Py, 2018b)

e. Activation non canonique

La voie d’activation non canonique est dépendante des caspase-11, chez la souris, et
caspase-4 et caspase-5 chez 'Homme. Les molécules de LPS dérivant de bactéries gram
négatives peuvent directement se lier a la caspase 11/4/5 et initier I'oligomérisation de la
caspase-11 et son activation. Une fois active, la caspase-11 clive la gasdermine D qui
s’'incorpore a la membrane plasmique pour y former des pores. La formation de ces pores
entrainent alors un choc osmotique, puis une rupture de la membrance plasmique menant la
cellule a la pyroptose. Le déclenchement de la pyroptose par la caspase-11 permet
I'activation de I'inflammasme NLRP3 et donc de la caspase-1 qui elle est en mesure de cliver

I'IL-18 et I'IL-18 (Kayagaki et al., 2011, 2015; Schmid-Burgk et al., 2015).

3. Conséquences de 'activation de l'inflammasome NLRP3

a. La pyroptose
L’origine du mot pyroptose vient du grec « pyro » qui signifie « feu » permettant de décrire

une mort cellulaire programmée pro-inflammatoire (Cookson and Brennan, 2001). La
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pyroptose est un processus de mort programmée déclenchée par la caspase-1, elle est
surtout retrouvée dans certains types cellulaires (dont les macrophages, les cellules
dendritiques ou les neurones) mais également dans les cellules cancéreuses (Rébé et al.,
2015). La pyroptose est observée en réponse a de nombreux stimuli, comme les PAMPS ou
les DAMPS, et est la conséquence d’une activation de I'inflammasome (Shi et al., 2015). Il
s’agit d’une mort cellulaire rapide, caractérisée par une rupture de la membrane plasmique
et par la libération consécutive de substances pro-inflammatoires. Suite a I’activation de
I'inflammasome NLRP3, la caspase-1 active et clive la gasdermine D en deux fragments, un
fragment en N-terminal appelé pore-forming domain (PFD) et I'autre en C-terminal désigné
repressor domain (RD) (Fink and Cookson, 2006; Kovacs and Miao, 2017). Le fragment PFD
pourra former des trous dans les membranes, aboutissant a une augmentation de la
pression osmotique, un afflux d’eau a l'intérieur de la cellule et un gonflement cellulaire. Ces
étapes aboutissent a la lyse osmotique de la cellule et au relargage des composants
inflammatoires vers le compartiment extra-cellulaire dont I'lL-18, I'lL-18 ou le HMGB1 (Miao
etal., 2011).

b. La maturation de cytokines pro-inflammatoires

L'activation par clivage de la caspase-1, suite a la formation de l'inflammasome NLRP3
déclenche la production des formes matures de I'lL-1 B, de I'lL-18 et de I'lL-33 a partir de
leurs présurseurs respectifs. Ces cytokines vont ensuite étre sécrétées dans le milieu
extra-cellulaire.

i. Maturation et sécrétion de I'IL-18

L’IL-1B est exprimée dans les cellules sous la forme d’un précurseur de 31 kDa, la pro-IL-1p.
Cette pro-IL-1B est dépourvue d’activité biologique du fait de son incapacité a se lier au
récepteur a I'lL-1 (IL-1R) et a donc besoin d’étre clivée en sa forme mature bioactive de
17 kDa (Mosley et al., 1987). Ce clivage est permis principalement par la caspase-1 (Kostura
et al., 1989). La caspase-1 clive la pro-IL-1B a deux endroits distincts (figure 14) générant un
fragment mineur de 26 kDa, dont la fonction est inconnue a I'heure actuelle, et une forme
mature de 17 kDa. D’autres protéases clivent également la pro-IL-1B, telles que, la
neutrophile elastase (NE), la protéinase-3 (PR-3), la cathepsine G, la chymase ou la
caspase-8, générant des fragments actifs de I'lL-13 mais de plus faible activité que la forme a

17 kDa (figure 14) (Afonina et al., 2015).
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Figure 14 Clivages de la pro-IL-1B
D’apreés (Afonina et al., 2015)

Les mécanismes de sécrétion de I'IL-13 sont encore mal connus, cette sécrétion ne suit pas la
voie de sécrétion conventionnelle empruntée par les autres cytokines. L'IL-1B ne possede
pas de séquence signal lui permettant de prendre la voie du systéme de sécrétion RE-Golgi
et sa sécrétion n’est pas diminuée par les inhibiteurs de ce systeme de sécrétion
conventionnelle (Piccioli and Rubartelli, 2013; Rubartelli et al., 1990). Plusieurs mécanismes
ont d’ores et déja été proposés (figure 15). Tout d’abord, il a été montré que la lyse des
cellules suite a I'induction de la pyroptose était associée a la sécrétion d’IL-1B suggérant un
mécanisme de sécrétion passif de cette cytokine (Brough and Rothwell, 2007; Cullen et al.,
2015). Néanmoins, la lyse osmotique peut étre inhibée par I'utilisation d’osmoprotectant
comme la glycine. Cette inhibition ne prévient pas toujours la sécrétion d’IL-18 montrant que
cette sécrétion peut se réaliser indépendamment de la rupture de la membrane plasmique
(Fink and Cookson, 2006). D’autre part, des études ont également montré que les cellules
vivantes ont également la capacité de sécréter I'lL-1B (Conos et al., 2016; Diamond et al.,
2017; Zanoni et al., 2016). En effet, nous avons vu précédemment que la gasdermine D est
également un substrat pour la caspase-1, et que sa coupure permet la migration des
fragments clivés, N-terminaux, a la membrane plasmique et la formation de pores au sein de
celle-ci. Ces pores vont permettre la libération de la forme mature de I'lL-1B (Evavold et al.,
2018). Une étude récente a montré que la sécrétion de I'IL-1B dépendante de la
gasdermine D est un mécanisme de sécrétion rapide de I'IL-1f et que le traitement par le LPS
de neutrophiles issus de souris déficientes en gasdermine D permet également le relargage
d’IL-1B, mais de maniére plus tardive que les neutrophiles issus de souris sauvages. Les
auteurs montrent alors un mécanisme de sécrétion indépendant de la gasdermine D et
précisent que ce mécanisme de sécrétion lente se fait grace aux domaines membranaires

riches en phosphatidyl-inositol diphosphate (Monteleone et al., 2018). La sécrétion de I'lL-1
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est également sous contréle de la caspase-11 indépendamment d’une régulation de la
caspase-1. En effet, sous I'action du LPS, la caspase-11 est activée et clive le canal cationique
récepteur de potentiel 1 (TRPC1). L'abscence de TRPC1, dans des souris déficientes pour ce
canal, entraine une sécrétion plus importante d’IL-1B dans un modeéle d’inflammation
septique (Py et al., 2014). La sécrétion d’IL-1B dépend également de mécanismes vésiculaires
comme la sécrétion par les lysosomes, la formation de corps multivésiculaire et d’exosomes,
le relargage de micro-vésicule. En effet, les protéines pro-caspase-1 et pro-IL-1B peuvent se
retrouver internaliser dans des lysosomes sécrétoires, ou la caspase-1 va s’activer et cliver
I'IL-1B qui sera sécrétée par exocytose. Ces deux précurseurs vont pouvoir étre également
englobés dans des vésicules qui vont étre soit excrétées directement ou relarguées sous
forme d’exosomes et permettre le relargage de I'lL-1B mature aprés lyse des vésicules ou
des exosomes (Monteleone et al., 2015). La sécrétion de I'lL-1B peut également étre sous le
contréle de l'autophagie, lula et al, montrent dans des neutrophiles humains, une
colocalisation entre IL-1B et LC3 et que le traitement par le 3-Methyladenine ou la

wortmaninn inhibe la sécrétion de I'IL-1f induite par le LPS (lula et al., 2018).
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Figure 15 Voies de sécrétion de I'IL-13
D’aprés (Monteleone et al., 2015)
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ii. Maturation et sécrétion de I'lL-18
L’'IL-18 est exprimée de maniére constitutive dans la plupart des cellules sous la forme d’un
précurseur de 24 kDa. La maturation de I'IL-18 est sous le contrdle de la caspase-1, qui clive
la pro-IL-18 apreés le résidu Asp36 pour générer la forme bioactive de 17,2 kDa (Ghayur et al.,
1997; Gu et al., 1997). La sécrétion et les fonctions de I'lL-18 sont également dépendantes
de l'activité de la caspase-1 (Cordoba-Rodriguez et al., 2004; Perregaux et al., 2000). Peu
d’études ont été effectuées sur les mécanismes de sécrétion de I'lL-18, I'hypothese générale
voudrait que I'lL-18, qui ne posséde pas non plus de séquence leader pour le RE, soit
sécrétée selon les mémes mécanismes non-conventionnels que I'lL-1B (Afonina et al., 2015).
L’'IL-18 sécrétée favorise une réponse immunitaire de type 1 en induisant la prolifération et
la production d’IFNy par les lymphocytes Thl et I'activation des cellules NK (Afonina et al.,

2015).

ii. Clivage et sécrétion de I'lL-33

L'IL-33 est exprimée de maniére constitutive sous forme active. L'IL-33 posséde a son
extrémité N-terminale un domaine de liaison a la chromatine et a son extrémité C-terminale
un domaine de liaison pour son récepteur ST2. L'IL-33, a l'instar de I'lL-1B et de I'lL-18, ne
possede pas de séquence de sécrétion et est donc sécrétée par des mécanismes de sécrétion
non-conventionnels ou suite a des dommages cellulaires ou le déclenchement d’une mort
cellulaire programmeée. Le clivage de cette cytokine par la caspase-1, entraine a la différence
des cytokines précédentes, son inactivation (Lefrancais and Cayrol, 2012). L’IL-33 est
associée a une réponse de type 2 en favorisant la sécrétion de cytokines associées aux Th2
(IL-4, IL-5 et IL-13) et permet aussi I'activation des cellules lymphoides innée de type 2 (iLC2)
(Molofsky et al., 2013).

C. Inflammasome NLRP3 et cancer

Au niveau intra-tumoral, les cellules stressées par I'hypoxie ou la diminution d’un apport en
nutriments induisent une augmentation de la production de ROS. Comme développé
précédemment, ces ROS activent certains inflammasomes dont NLRP3, qui conduit a la
sécrétion des cytokines IL-1B et IL-18. Cet environnement inflammatoire provoque des
dommages a I'ADN, cassures et mutations ponctuelles. Ces dommages modifient les proto-

oncogenes, les genes suppresseurs de tumeurs ou les génes contrélant le cycle cellulaire et
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I'apoptose. L'ensemble de ces mutations participe a la mise en place de la carcinogénése
(Naik and Dixit, 2011). Aujourd’hui, plusieurs études démontrent que I'inflammasome NLRP3
est impliqué dans le cancer, et notamment le cancer colorectal, mais son réle dans la
progression tumorale reste encore ambigu. En effet, certaines études tendent a démontrer
qgue NLRP3 joue un role pro-tumoral. NLRP3 induit la transition épithélio-mésenchymateuse
dans les lignées humaines de cancer colique. Cependant cette régulation semble
indépendante de I'activation de I'inflammasome car il n'y a pas d’activation de la caspase-1
ni la formation de specks d’ASC (Wang et al., 2016). Un régime riche en cholesterol promeut
la carcinogenése chimio-induite par I'azoxyméthazone (AOM) via la libération de ROS
mitochondriaux et I'activation de NLRP3 (Du et al., 2016). De méme, une étude montre que
NLRP3 est impliqué dans le développement de colite suite a un traitement par le DSS
(dextran sulfate sodium) (Bauer et al., 2010). Cependant, d’autres études montrent que
NLRP3 aurait un réle protecteur contre |'apparition de cancer associé a une colite. Des souris
déficientes pour les composants de l'inflammasome (Caspase-1, ASC, ou NLRP3)
développent plus de colites récurrentes et de cancers associés a cette colite dans un modele
de tumeur chimio-induite par le DSS et 'AOM, l'augmentation de la taille de la tumeur
induite est corrélée avec la réduction du taux d’IL-18 (Allen et al., 2009; Zaki et al., 2010a). La
sécrétion d’IL-18 semble avoir un réle protecteur vis-a-vis de la carcinogenese colique. In
vitro, le traitement des éosinophiles par I'lL-18 augmente leur capacité tumoricide envers les
cellules cancéreuses coliques (Gatault et al., 2015). Les souris déficientes en IL-18 sont
également plus susceptibles au développememt de tumeurs chimio-induites AOM-DSS et
I'apport d’IL-18 recombinante a des souris Caspl-/-, sous traitement AOM-DSS, réduit la
dysplasie et les signes histologiques d’inflammation induits (Zaki et al., 2010b). L’IL-18
favorise la réponse Thl en favorisant la sécrétion d’IFNy et I'activité des cellules NK. L'IL-18
permet également de réduire les métastases hépatiques (Chang et al., 2007; Dupaul-
Chicoine et al., 2015; Zaki et al.,, 2010b). Néanmoins, d’autres études montrent qu’au
contraire I'lL-18 favorise I'apparition et la migration de métastases. Terme et al., ont montré
qgue l'injection d’IL-18 recombinante dans un modéle de métastase B16, augmente le
nombre de foyers métastatiques au niveau pulmonaire et que 'augmentation de I'lL-18 au
niveau tumoral est associée a une augmentation de PD-1 a la surface des cellules NK (Terme
et al., 2011). L’action de I'IL-1B sur les cellules du systéme immunitaire varie en fonction de

son profil d’expression. Lors d’'une inflammation aiglie, I'lL-1B est produite en grande
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guantité pendant une durée limitée et favorise une immunité anti-tumorale en augmentant
la production d’IFNy par les lymphocytes T CD8+ (Ghiringhelli et al., 2009). De méme, une
récente étude a publié qu’une forte concentration en IL-1B associée a un recrutement
important de macrophages au niveau tumoral inhibe la TEM des cellules cancéreuses du sein
et ainsi réduit I'apparition de métastases (Castano et al.,, 2018) A linverse, lors d’une
inflammation chronique, I'lL-1B est produite de maniére modérée mais continue, ce qui est
notamment le cas dans les cancers colorectaux (Voronov and Apte, 2015). L’IL-1B stimule la
production de la cyclooxygénase 2 par les fibroblastes, un puissant médiateur inflammatoire
qui favorise la prolifération et les capacités invasives des cellules cancéreuses coliques (Zhu
et al., 2012). Comme nous l'avons vu précédemment, I'IL-1B est impliquée dans le
recrutement, la différenciation et I'activation des MDSC, des Th17 et des Treg (Chung et al.,
2009; Mailer et al., 2015; Tu et al., 2008). En résumé, chacun des acteurs de I'inflammasome
NLRP3 ou les cytokines qu’il produit peut jouer un réle pro- ou anti-tumoral (Tableau 7).
L'issue de l'activation de l'inflammasome dépend du contexte dans lequel se trouve la
tumeur, de la localisation et du micro-environnement. Depuis quelques années, des
investigations sur le réle du microbiote intestinal émergent et mettent en avant le réle de ce
microbiote dans la progression tumoral. Le récepteur NLRP3 est capable de percevoir ’ADN
bactérien et moduler le microbiote intestinal (Man et al., 2016). Les résultats divergents
obtenus sur le rble de linflammasome NLRP3, notamment dans les modeles de
carcinogenese colique associé a la colite pourrait étre dus a la différence de microbiote selon
les laboratoires (Petrilli, 2017).

Ainsi, selon le contexte, s'oppposer ou non a l'action de I'lL-1B peut s’avérer une stratégie
prometteuse dans les thérapies anti-cancéreuses. A la suite d’un traitement par le 5-FU,
I'inflaimmasome NLRP3 va étre activé dans les MDSC et ces cellules vont alors sécréter de
L'IL-1B. Mélanie Bruchard et al, ont montré que cette IL-1B va favoriser la polarisation des
lymphocytes T CD4 en Th17. De par leur sécrétion d’IL-17, ces lymphocytes T CD4 favorisent
la néo-angiogenese et la reprise tumorale. L'utilisation d’'un antagoniste aux récepteurs a
I'IL-1f (IL1Ra) prolonge I'effet du 5-FU (Bruchard et al., 2013). Une autre étude a également
regardé I'effet d’'une combinaison entre le 5-FU et I'lL1Ra, les auteurs montrent que le 5-FU
induit I'expression de I'IL-1B au niveau intestinal et que l'utilisation de I'lL1Ra permet de
diminuer lI'inflammation de la muqueuse intestinale induite par le 5-FU et augmente la

prolifération des cellules de la crypte (Wu et al., 2011). L'utilisation de molécules a potentiel
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anti-inflammatoire pourrait ainsi améliorer la réponse a cette chimiothérapie en s’opposant
aux effets délétaires de [I'IL-1B. Parmi les molécules présentant une activité

anti-inflammatoire, on retrouve les acides gras polyinsaturés de la famille oméga-3.

Tableau 7 Effets anti et pro-tumoraux de NLRP3, IL-18 et IL-1(3
Favorise I'apparition de

tumeurs chimio-induites (DSS)
Inhibition de I'apparition de

L e s DR tumeurs chimio-induites Favorise les métastases (cancer
(AOM"‘DSS) du Célon)

Favorise la réponse
immunitaire de type 1 (Th1,

NK) Favorise les métastases
pulmonaires dans un modele
IL-18 Diminue les métastases de mélanome
hépatiques

Inhibe I'activité des NK par
Inhibe I'apparition de tumeurs | augmentaion de PD-1
chimio-induites (AOM+DSS)

Faible concentration
Forte concentration (inflammation chronique)
(inflammation aigtie)

Favorise la néo-angiogenése

IL-18 Augmente la réponse
cytotoxique des CD8+ Favorise le recrutement de
MDSC, Th17, Treg
Diminue la TEM dans un
modele de cancer du sein Prolifération des cellules
cancérueses
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IV. Acides Gras omega 3: Propriétés anti-inflammatoires et

anti-cancéreuses

A. Métabolisme des acides gras

Les acides gras (AG) sont les constituants élémentaires des lipides. lls sont composés d’une chaine
carbonée comportant, a une extrémité un groupement méthyle et a l'autre extrémité un
groupement carboxylique. llIs se définissent par leur nombre de carbone, leur degré d’insaturation
et la position de ces insaturations. Les acides gras a chaine moyenne ou courte (AGCM) ont un
nombre de carbones compris entre 4 et 10, et les acides gras dits a longue chaine (AGLC) ont un
nombre de carbones supérieur a 12. Cette chaine carbonée peut étre dépourvue de toute double
liaison entre ces atomes de carbone et, dans ce cas, les acides gras sont dits saturés (AGS). Elle
peut aussi présenter une ou plusieurs doubles liaisons, les acides gras sont alors désignés comme
étant monoinsaturés (AGMI) ou polyinsaturés (AGPI). L'ensemble des AG nommés au cours de ce
manuscrit, ainsi que leurs familles, formules et abréviations est listé en tableau 15 (annexe 1).

Par convention, la notation des acides gras est la suivante :
Cx:yn-z
X représente le nombre d’atomes de carbone ; y représente le nombre de double liaison et z la

position de la double liaison la plus proche de I'extrémité méthyle.
Ainsi, les acides gras des familles n-9 (oméga-9 ou w-9), n-6 (oméga-6 ou w-6) et n-3 (oméga-3 ou
w-3) ont leur premiere double liaison située respectivement a 9 carbones, 6 carbones et 3
carbones de I'extrémité —CH3.
Les acides gras ont deux origines : I'alimentation et la synthése de novo. Les acides gras saturés,
monoinsaturés et une partie des acides gras polyinsaturés sont synthétisés dans |'organisme. En
revanche, les acides gras polyinsaturés, les n-6 et n-3, ou tout du moins leurs précurseurs,
respectivement I'acide linoléique et a-linolénique, doivent étre apportés par I'alimentation, c’est
pourquoi ils sont qualifiés d’acides gras indispensables.
Les acides gras sont les constituants élémentaires des différentes classes de lipides complexes :
les triglycérides, les phospholipides et les esters de cholestérol (figure 16) :

e Les triglycérides (TG) sont constitués d’'une molécule de glycérol estérifiée par trois acides

gras en position sn-1 (R1), sn-2 (R2) et sn-3 (R3) qui ne sont pas nécessairement les mémes.
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Les acides gras insaturés se fixent préférentiellement en position sn-2 (centrale) tandis que

les positions sn-1 et sn-3 (périphériques) fixent des acides gras saturés. lls sont

principalement situés dans le tissu adipeux et constituent la forme de stockage principale
d’énergie.

e Les phospholipides (PL) sont constitués d’'une molécule de glycérol estérifiée par deux
acides gras et un acide phosphorique, lui-méme lié a un alcool aminé (figure 16) (choline,
sérine, éthanolamine), un résidu glycérol ou une molécule d’inositol. On obtient alors des
phosphatidylcholines (PC), phosphatidylsérines (PS), phosphatidyléthanolamines (PE),
phosphatidylglycérols (PG) et enfin des phosphatidylinositols (Pl). On les appelle des lipides
de structure car ce sont des constituants des membranes cellulaires influencant entre
autre sa fluidité.

e Les esters de cholestérol (EC) sont constitués d’'une molécule de cholestérol liée a un acide
gras a longue chaine au niveau de son groupement hydroxyl. lls représentent la forme de
stockage intracellulaire (principalement dans le foie) et la forme de transport

intravasculaire du cholestérol.

A B C CHy
CH2—R1 CH2——— R1
| ! CH,
R2—CH R2-—"CH 0
| | Il
CH?——R3 CH2—0-P-0-ALCOOL ?
I |
0. R—C—0

Figure 16 Structure d'un triglycéride (A), d'un phospholipide (B) et d'un ester de cholestérol (C).

Les acides gras saturés sont présents dans le regne animal sous la forme de chaine carbonée allant
de 1 a 32 carbones. Cependant les acides gras les plus abondants sont le C16:0 (I'acide palmitique)
et C18:0 (I'acide stéarique). En conditions physiologiques, la synthése de novo des acides gras
saturés se déroule dans le cytoplasme des cellules des tissus lipogéniques comme le foie, le tissu
adipeux et les glandes mammaires. La synthése des AGS se fait a partir de I'acétyl-Coenzyme A
(CoA) provenant de I'oxydation mitochondriale du pyruvate et de la dégradation oxydative des
acides aminés cétogenes. L'acétyl-CoA est pris en charge par I'acetyl-CoA carboxylase (ACC) qui

génere le malonyl-CoA. Il existe deux isoformes d’ACC: ACC1 exprimée dans tous les tissus,
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essentiellement au niveau du tissu adipeux, du foie et des glandes mammaires et ACC2
principalement exprimée dans les muscles squelettique et cardiaque. Le malonyl-CoA est ensuite
pris en charge par la fatty acid synthase (FAS), au niveau de son site de fixation des acyls (ACP). Cet
enzyme est un complexe multienzymatique composé de 7 sous-unités qui possedent des activités
catalytiques différentes: acétyl/malonyl-CoA transférase, B-cetoacyl synthase, B-cetoacyl
réductase, B-hydroxylacyl deshydratase, enoyl réductase, thioestérase. L’élongation se fait par cet
enchainement de réactions conduit par la FAS qui permet de transformer de I'acétyl-CoA a deux
carbones, en acide palmitique (C16:0) a seize carbones en sept cycles réactionnels. A chaque tour,
se rajoute deux carbones provenant du malonyl-CoA. Cette synthése nécessite de I'énergie
apportée par I'ATP (Adénosine Triphosphates) et du pouvoir réducteur du NADPH, H+

(Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate).

Les AGMI sont issus de la désaturation des AGS. Cette réaction est catalysée majoritairement par
la A9-désaturase ou Stéaroyl-CoA Désaturase (SCD), un enzyme du réticulum endoplasmique. Elle
introduit une double liaison en position A9 a partir du groupement carboxyle terminal des AG
C16:0 et C18:0 conduisant respectivement a I'acide palmitoléique (C16 :1 n-7) et a I'acide oléique
(C18:1 n-9), pour ce qui concerne les 2 principaux AGMI. Quantitativement, I'acide oléique
représente I'élément majeur des acides gras mono-insaturés et est activement synthétisé par les
cellules.

A partir de ces acides gras monoinsaturés, les chaines carbonées peuvent étre allongées par des
élongases et le nombre d’insaturations peut étre augmenté par I'action de désaturases pour

former les acides gras de la famille n-7 et n-9, formant les acides gras polyinsaturés (Figure 17).
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C16:0 C16:1n-7 C16:2 n-7 C18:2 n-7 C18:3 n-7
(4) (1) (2) (4) (3)

C18:0 C18:1n-9 €18:2 n-9 €20:2 n-9 C20:3 n-9
(4)

€20:0
(4)

C22:0 (1) A9-désaturase
(4) (2) A6-désaturase

C24:0 (3) A5-désaturase

(4) Elongase

Figure 17 Biosynthése des AGS et AGMI

Les précurseurs des AGPl de la famille n-6 et n-3: acide linoléique (C18:2 n-6) et acide
a-linolénique (C18:3 n-3), sont dits essentiels car ils sont nécessaires a la croissance normale et
aux fonctions physiologiques de tous les tissus, et non synthétisables par 'Homme. L'acide
linoléique et I'acide a-linolénique ont leur premiere double liaison située respectivement a 6
carbones (n-6) et 3 carbones (n-3) de I'extrémité méthyle. Or, les mammiféres ne possedent pas
les désaturases nécessaires a I'insertion de ces doubles liaisons. Seuls les végétaux expriment les
A12 et A15-désaturases capables d’insérer une double liaison a 6 carbones (n-6) et 3 carbones
(n-3) de I'extrémité méthyle a partir de I'acide oléique. Cependant, 'Homme peut ajouter a ces
deux précurseurs des doubles liaisons vers |'extrémité carboxyle grace aux désaturases FADS1 (A-5
désaturase) et FADS2 (A-6 désaturase), et allonger la chaine carbonée grace a une élongase pour
obtenir les autres acides gras polyinsaturés essentiels n-6 et n-3. Le tissu principal ou s’observe la
biosynthése des AGPI est le foie mais elle peut également s’effectuer au niveau d’autres organes
comme le cerveau, les reins ou encore les intestins (Bourre et al., 1990; Irazu et al., 1993).

Le métabolisme des deux familles d'acides gras polyinsaturés n-3 et n-6 suit deux voies paralléles,
dont au moins 3 enzymes communes sont impliquées : la A6-désaturase (ou fatty acid desaturase
2, FADS2), les élongases-5 et 2 (ELOVL5 et ELOVL2) ainsi que la A5-désaturase (ou fatty acid

desaturase 1, FADS1) ces réactions sont réalisées dans le réticulum endoplasmique (figure 18).
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Concernant la famille des AGPI n-6, I'acide linoléique (LA, C18 :2 n-6) est converti en acide
y-linolénique (GLA, C18 :3 n-6) par I'ajout d’une double liaison sous I'action de la A6-désaturase
puis I'ajout de 2 carbones par ELOVL5 permet d’obtenir I'acide dihomo-y-linolénique (DGLA,
C20:3n-6). Le DGLA est ensuite converti en acide arachidonique (AA, C20:4 n-6) par la
A5-désaturase
Dans la famille des AGPI n-3, I'acide a-linolénique (ALA, C18:3 n-3) peut étre converti par la
A6-désaturase en acide stéaridonique (SDA, C18:4 n-3) grace a l'ajout d’une double liaison.
L’élongation de SDA par ELOVL5 permet d’obtenir I'acide eicosatetraénoique (C20:4 n-3) sur lequel
est greffé une double liaison par la A5-désaturase conduisant a la synthése de l|'acide
eicosapentaénoique (EPA, C20:5 n-3). L'EPA peut subir I'action de ELOVLS suivie de ELOVL2 puis de
la A6-désaturase pour former successivement lI'acide docosapentaénoique (DPA, C22:5 n-3),
I'acide tetracosapentaénoique (C24:5 n-3) et I'acide tetracosahexaénoique (C24:6 n-3). Ce dernier
peut entrer dans la voie de B-oxydation peroxisomale pour raccourcir la chaine de 2 carbones et
ainsi obtenir 'acide docosahexaénoique (DHA, 22 :6 n-3) (Figure 18).
Les désaturases étant communes aux deux familles, les acides gras oméga-3 et 6 entrent en
compétition pour les enzymes du métabolisme des AGPI. En effet, un afflux de substrat oméga-6

compromet la génération d’EPA et de DHA a partir de leur précurseur ALA et inversement.
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Acide linoléique
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PGE2 Acide arachidonique
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|
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22:4n-6

|
|

Acide docosapentaénoique
22:5 n-6 (DPA)

OH

N

Acide a-linolénique
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anti-cancéreuses

PGE3
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Résolvines

Résolvines
Protectines

» Neuroprostanes
Anandamides

Figure 18 Structure et métabolisme des Acides gras omega 6 et omega 3

5. Les sources alimentaires des acides gras

Les acides gras représentent 30-35% de I'apport énergétique total dans les pays industrialisés. Les

sources alimentaires les plus importantes sont les huiles végétales, les produits laitiers, les

viandes, les graines, les poissons ou les huiles de poissons. Les acides gras sont majoritairement

ingérés sous la forme de triglycérides représentant 95 a 98 % des lipides alimentaires.

En 2001, I'agence francaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA) publie un rapport indiquant

les apports nutritionnels conseillés (ANC) pour les acides gras chez I'adulte sain a partir de
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données expérimentales, épidémiologiques et cliniques. Cependant, certaines données
scientifiques ont amené I’AFSSA a les actualiser en 2010 (tableau 8).

Tableau 8 Apports nutritionnels conseillés en acides gras pour un adulte consommant 2000 kcal
(en % d’apport énergétique.
D’apres (Legrand et al., 2011)

35-40%
Lipides totaux
Apport énergétique total

Acide linoléique
4%
C18:2 n-6
Acide a-linolénique
AG indispensables 1%
C18:3n-3
Acide docosahexaénoique
250 mg
DHA, C22:5 n-3

Pour les AGPI, il est recommandé que le rapport AG oméga-6 / AG oméga-3 tende vers 5, pour
éviter que les acides gras oméga-6 n’induisent une compétition excessive vis-a-vis des acides gras
oméga-3. Cependant, on observe une forte consommation d’oméga-6 au détriment des oméga-3
favorisant certaines pathologies dont le cancer. En effet, des études menées par I'INCA sur la
consommation alimentaire individuelle en France, rapporte que les apports en acide a-linolénique
(oméga-3) sont tres faibles, les taux sont compris entre 0,10 et 0,20 g/jour. En revanche, ceux de
I'acide linoléique (oméga-6) sont compris entre 1 et 2 g/jour. Le rapport linoléique/a-linolénique

dans la population francaise est de I'ordre de 12 a 15 au lieu de 5.
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Les AGPIl, comme les autres acides gras vont entrer dans la composition des TG, PL ou EC. Sous
leur forme de PL, ces AGPI vont s’incorporer a la membrane des cellules et vont étre libérés dans
le cytoplasme suite a I'action de la phospholipase A2 (PLA2). On retrouve une compétition entre
n-6 et n-3, en particulier entre I’AA et les AG n-3 DHA et EPA pour la synthése de dérivés oxygénés
de ces acides gras qui vont jouer le role de puissants médiateurs lipidiques : les eicosanoides et
docosanoides. Il existe différentes classes d’eicosanoides qui different en fonction de la voie
métaboligue empruntée et du précurseurs : les prostanoides (prostaglandines, prostacyclines et
thromboxane) issus de la voie des cyclooxygénases (COX), les leucotriénes et les acides gras
hydroperoxylés issus de I'activité de la lipooxygénase (LOX) et les résolvines dérivées de I'EPA, les
acides gras hydroxylés et époxylés issus de l'activité des cytochromes P450 monooxygénases
(CYP450) (Calder, 2005).

Les acides gras de la série n-6 vont tendre a produire des métabolites pro-inflammatoires comme
la prostaglandine E2 (Boyce, 2005), tandis que les acides gras de la série n-3 génerent des dérivés
participant a la résolution de I'inflammation comme les résolvines ou les protectines (Spite et al.,
2014; Weylandt et al., 2012).

La majorité de I'acide a-linolénique (ALA) est utilisée comme substrat pour la B-oxydation afin de
fournir de I'énergie a la cellule et, dans une plus faible proportion (5%), utilisée pour la synthése
de I'EPA et du DHA. Le DHA peut également étre rétroconverti en EPA par une réaction de
B-oxydation peroxysomale. Contrairement au DHA, I’AA est synthétisé efficacement chez 'Homme
par conversion de son précurseur, |‘acide linoléique, des lors que l‘alimentation apporte une

guantité suffisante de ce dernier.

a. Modifications métaboliques

Les cellules cancéreuses reprogramment leur métabolisme lipidique pour répondre a un taux
anormalement élevé de prolifération et pour faire face a un environnement défavorable a leur
multiplication. Les modifications de leur métabolisme lipidique sont dues principalement a une
altération de I'expression des enzymes de la lipogenése tout en conservant la capacité de capter
des lipides dans le microenvironnement en fonction du contexte cellulaire. Dans des conditions
physiologiques, I'alimentation constitue I'apport majeur en AG alors que la synthése de novo est

faible dans la plupart des organes a l'exception du foie et du tissu adipeux qui régulent
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I'homéostasie lipidique. Cependant dans les tumeurs, 95% des AG proviennent de la synthése de
novo avec un taux de synthese élevé d’AGS et AGMI (Zhang and Du, 2012). Ainsi dans les tumeurs
coliques, on observe une accumulation des acides palmitique et oléique (Szachowicz-Petelska et
al., 2010). A l'inverse, on observe un appauvrissement en AGPI, notamment en AGPI n-3, dans des
tumeurs coligues comparées a la muqueuse saine a l'exception d'un AGPI n-6, l'acide
arachidonique (AA) (Oraldi et al., 2009). Dans de nombreux cancers, on observe une augmentation
de I'expression et de I'activité d’enzymes impliqués dans la lipogenese tels que ACC, FAS et SCD
(Notarnicola et al., 2012). Ceci concorde avec les modifications de la composition lipidique des
tumeurs et I'augmentation de la synthése de novo des AGS et AGMI. La lipogenése est donc un
élément clé dans la prolifération cellulaire cancéreuse. L’extinction de I'expression d’ACC, FAS et
SCD1 a I'aide d’ARN interférents (siARN) ou d’inhibiteurs pharmacologiques ralentit la prolifération
et induit la mort par apoptose des cellules cancéreuses sans effet cytotoxique sur les cellules
saines (Minville-Walz et al., 2010). Ainsi, limiter la quantité d’AGS, AGMI ou d’AGPI n-6 s’avére
délétére pour la survie des cellules cancéreuses alors qu’au contraire augmenter l'apport en AGPI

n-3 pourrait s’avérer favorable.

b. Conséquences de la modification du métabolisme lipidique dans la progression tumorale

La modification du métabolisme lipidique participe a la polifération des cellules cancéreuses en
approvisionnant la cellule en substrats énergétiques, en générant les acides gras qui seront
importants dans la synthése des PL participant a la synthese des membranes cellulaires et des
organelles. La reprogrammation lipidiqgue modifie également la signalisation cellulaire par
modification des molécules de signalisation ou par génération de médiateurs lipidiques (Rohrig
and Schulze, 2016). Les lipides possedent également un réle crucial dans la progression tumorale
et la résistance aux thérapies. De nombreuses études montrent une altération du profil lipidique
chez les individus atteints de cancer. Les patients atteints de cancer colorectal présentent a
I'intérieur de la membrane des érythrocytes une diminution de la quantité d’AGPI n-3 et un ratio
AGPI n-6/AGPI n-3 plus élevé que les individus sains (Coviello et al., 2014). Par ailleurs, il est
possible de discrimer les patients avec un cancer colorectal localisé de ceux qui présentent des
métastases hépatiques, par I'analyse de la composition en acide gras du site tumoral primaire. Les
patients métastatiques possedent une diminution de la teneur en EPA et une augmentation en
acide y-linolénique comparé aux patients sans métastases (Notarnicola et al., 2018). Une étude

basée sur un questionnaire alimentaire montre qu’une alimentation riche en oméga-6 augmente
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la proportion d’acide arachidonique au niveau du tissu adipeux des patientes atteintes d’un cancer
du sein et que cette augmentation est positivement corrélée avec I'apparition de métastases
ganglionnaires (Petrek et al., 1997). Nous avons vu, dans la chapitre 1, que la composition
lipidiqgue des cellules cancéreuses coliques, et notamment I'augmentation des gouttelettes
lipidiques intra-cellulaires était associée a l'installation d’une résistance aux chimiothérapies dont

le 5-FU (Cotte et al., 2018).

Les niveaux sériques physiologiques de DHA libre sont d’environ 1 a 5 uM (Psychogios et al., 2011),
et a des niveaux plus élevés, sous sa forme estérifiée au sein des triglycérides et des
phospholipides (Yates et al., 2014). On peut les retrouver a une concentration d’environ 100 uM
au sein des PL constituants les membranes des globules rouges (Yuzyuk et al., 2018). Des travaux
ont permis de mettre en évidence la répercussion d’une intervention nutritionnelle en AGPI n-3
sur le taux plasmatique de volontaires sains. Pour cela, Mori et al. ont réalisé une étude composée
de personnes sans pathologies connues (entre 20-65 ans) divisées en 3 groupes: un groupe
contréle supplémenté en huile d’olive, un groupe EPA et un groupe DHA supplémenté avec
4g/jour d’EPA ou DHA (éthyl-ester). L’apport nutritionnel est sous forme de capsule sur une durée
de 6 semaines. lls ont constaté que la supplémentation en EPA augmente le taux d’EPA
plasmatique de 494% sans changement significatif en DHA. La supplémentation en DHA augmente
le taux plasmatique d’EPA et DHA de 52% et 167% respectivement. Il observe également une
diminution du taux plasmatique d’AA de 25% et de 22% lors d’une supplémentation en EPA et
DHA respectivement. Cette étude nous démontre que la consommation en EPA et DHA peut avoir
un réel impact sur les proportions d’acides gras plasmatiques (Mori et al., 2000). Une autre étude
a démontré un effet dose réponse d’une supplémentation en huile de poisson chez des hommes
sains d’une trentaine d’année répartis en 4 groupes. La supplémentation en huile de poisson est
réalisée sur 12 semaines sous forme de capsule apportant soit 0 ; 1.5; 3 et 6 g /jr d’EPA/DHA (une
capsule contenant 300 mg EPA et 200 mg DHA). On peut observer que I'augmentation de la dose
d’huile de poisson consommée est corrélée a une augmentation du taux plasmatique d’EPA et
DHA et a une diminution du taux plasmatique d’AA (Blonk et al., 1990). Hillier et al. ont étudié
I'effet d’un régime riche en huile de poisson (3,2g d’EPA + 2,2g de DHA/jour) sur la teneur en AG
dans des biopsies de c6lon chez 11 patients souffrant de maladie inflammatoire de I'intestin aprés

3, 6 et 12 mois de supplémentation (Hillier et al., 1991). Aprés les 3 premiéres semaines, la teneur
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en EPA dans la muqueuse intestinale a augmenté de 7 fois tandis que celle en DHA a doublé. Ces
guantités se sont maintenues tout au long des 12 semaines, la diminution de la quantité d’AA
n‘est observée qu’au bout de 6 semaines. D’autres études montrent également que suivant la
forme d’administration des AGPI n-3 (prise orale, émulsion), on retrouve une augmentation de la
teneur en ces AG chez les différents individus (Davidson et al., 2012; Mayer et al., 2003).
L'ensemble de ces études suggérent le fait qu’il est aisé de moduler la quantité d’AGPI n-3 par le
biais d’une intervention nutritionnelle, et que celle-ci doit étre maintenue pendant une certaine

période afin de retrouver un ratio n-3/n-6 favorable.

B. Effets protecteurs des AGP| n-3

Le risque de cancer et notamment de cancer colorectal, peut étre réduit grace a une modification
des habitudes alimentaires incluant une augmentation de la consommation de fibres, et une
réduction de I'apport en graisses (Vargas and Thompson, 2012). Des études épidémiologiques
portant sur I'impact des AGPI sur le risque de cancer donnent parfois des résultats contradictoires.
Cependant elles tendent a montrer qu’un ratio n-6/n-3 élevé augmente le risque de cancer de la
prostate (Williams et al., 2011) et du sein (Yang et al., 2014a). De plus, une forte consommation
d’huile d’olive (riche en acide gras monoinsaturé n-9 oléique) est associée a une diminution du
risque de cancer notamment du cblon, du sein et de la peau (Carrillo et al., 2012; Filik and
Ozyilkan, 2003). D’autres études épidémiologiques ont également rapporté qu’une alimentation
riche en AGPI n-3 (DHA et EPA) diminue le risque de cancer colorectal (Cockbain et al., 2012;
Geelen et al., 2007; Kantor et al., 2014; Maclean et al., 2006; Wu et al., 2012). Au contraire des
cancers colorectaux a microsatellite stable (MSS), les individus avec une alimentation apportant
une ration supérieure a 0,30g/jour d’AG oméga-3 ont un risque plus faible de développer un
cancer colorectal a microsatellite instable (MSI) (Song et al., 2015). Cependant, ces AGPI n-3
n’interviennent pas seulement au niveau de la prévention des cancers colorectaux, ces AG

présentent également des effets curatifs.

C. Potentiel anti-tumoral des AGPI n-3

Les AGPI n-3 vont avoir un potentiel anti-tumoral a plusieurs niveaux. lls vont pouvoir agir

directement sur les cellules cancéreuses. De nombreux travaux ont en effet étudié I'impact des
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AGPI n-3 in vitro et in vivo sur la prolifération de cellules tumorales. Il a également été montré que
les AGPI n-3 pouvaient influencer le micro-environnement tumoral et I'efficacité des thérapies

anti-cancéreuses, I'ensemble de ces actions module la croissance tumorale (figure 19).

Les propriétés anti-tumorales des AGPI n-3 peuvent avoir une action directe sur la survie des
cellules tumorales. La prolifération et la survie des cellules cancéreuses sont liées a I'activation de
voies de signalisation induites par des molécules de surface, comme des cytokines ou des facteurs
de croissance. Les AGPl n-3 peuvent s’incorporer a la membrane plasmique des cellules
cancéreuses et peuvent modifier la fluidité membranaire et altérer la composition des radeaux
lipidiques (Turk and Chapkin, 2013). Ces radeaux lipidiques sont des microdomaines riches en
cholestérol et glycosphingolipides en mouvement au sein de la membrane plasmique et auxquels
sont associés des complexes protéiques actifs comme le récepteur a I'EGF, fortement exprimé
dans les cancers colorectaux. En modifiant la fluidité membranaire, les AGPI n-3 peuvent inhiber
les fonctions de I'EGFR. lls peuvent également inhiber la transactivation de ce récepteur en
réduisant la quantité de PGE2, empéchant alors sa signalisation (Buchanan et al., 2003). Les AGPI
n-3 pourront également interférer avec différentes voies de signalisation entrainant une inhibition
de la survie cellulaire et une induction de I'apoptose (Rogers et al., 2010). Les AGPI n-3 inhibent
différentes voies de signalisation qui favorisent la progression du cancer colorectal:
Wnt/B-caténine (Calviello et al., 2007), MAPK/ERK (Hawcroft et al., 2012), PI3K/PTEN (Engelbrecht
et al., 2008; Toit-Kohn et al., 2009), mTORC1/2 (Chen et al., 2014b), AMPKa contrdlant la statut
énergétique de la cellule (Zhou et al., 2007). Les AGPIl n-3 sont des molécules hautement
oxydables, au niveau de leur groupement méthyléne, leur accumulation dans les cellules
cancéreuses augmente la peroxydation des lipides et le stress cellulaire oxydant par la production
de ROS (Hossain et al., 2008). Cette augmentation du niveau intracellulaire de ROS dans les
cellules traitées par les AGPI n-3 pourrait induire 'apoptose de ces cellules (Simon et al., 2000).
Les travaux de Robert Chapkin et de son équipe ont montré qu’apres injection d’AOM chez des
rats supplémentés en huile de poisson, le niveau de ROS augmentait dans les colonocytes
comparé a ceux des rats suivant un régime enrichi en huile de mais, et que cette augmentation
entrainait la mort par apoptose de ces cellules ainsi qu’une diminution de I'apparition de foyers de
cryptes aberrants (Chang et al., 1998; Crim et al.,, 2008; Sanders et al., 2004). Au niveau

mitochondrial, le DHA peut activer des protéines pro-apoptotiques (Bax, Bid, cytochrome C) et au
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contraire inhiber des protéines anti-apoptotiques (Bcl-2) (Skender et al., 2014). Par ailleurs, une
autre étude a montré que le DHA peut également induire I'expression du récepteur de mort DR5
(Death Receptor 5) dans des cellules cancéreuses coliques en augmentant le stress du réticulum
endoplasmique (RE). En effet, le DHA induit une production de ROS responsable de I'induction du
stress du RE. Ceci va induire I'activation du facteur de transcription CHOP régulant I'expression de
genes impliqués dans la mort cellulaire dont le récepteur DR5. Ainsi, I'induction de stress du RE
par le DHA sensibilise les cellules cancéreuses coliques au traitement par le ligand de DR5 : TRAIL

(Sung et al., 2010).

De nombreuses études in vivo démontrent un effet anti-tumoral des AGPI n-3 (EPA et DHA) dans
des modeles murins de carcinogenese chimioinduite (AOM+DSS), des modeles transgéniques
(modeles APC””“/J'), ou de transplantation des cellules cancéreuses. Par exemple, des souris
immunodéficientes Nude avec transplantation de cellules cancéreuses coliques humaines HT29 ou
HCT116 soumises a un régime enrichi en EPA et DHA, voient leur croissance tumorale diminuée en
association avec un enrichissement des tumeurs en EPA et DHA au détriment de I'AA, une
diminution de la teneur en PGE2 et une plus faible vascularisation des tumeurs (Boudreau et al.,

2001; Calviello et al., 2004; Fluckiger et al., 2016).

Les AGPI n-3 peuvent également moduler les propriétés invasives et de migration des cellules
cancéreuses. Le traitement de lignées cancéreuses coliques (HCT116, CSC4, HCT8) par le DHA
inhibe I'expression du Granzyme B et réduit leur capacité a subir la transition
épithélio-mésenchymateuse et leur invasion dans un matrigel (D’Eliseo et al., 2012). La diminution
de I'expression des genes impliqués dans les processus métastatiques a également été montrée
par microarray dans un modele de xénogreffes de cellules HT15 dans des souris nude sous régime
enrichi en DHA comparé a un régime contréle enrichi en huile de mais (Zou et al., 2015). Une
étude a modélisé les métastases hépatiques par injection de cellules cancéreuses coliques
(ACL-15) a des rats par la veine mésentérique supérieure et a montré une réduction de 40% du
nombre et de 44% de la taille des métastases hépatiques dans les groupes traités par de I'EPA
comparés aux controles (acides linolénique et palmitique). Cette diminution est associée a une
réduction de la prolifération des cellules cancéreuses sans induction d’apoptose et une diminution

de la molécule d’adhésion cellulaire vasculaire 1 (VCAM-1) (lwamoto et al., 1998).
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Rappelons que les AGPI n-6 peuvent étre métabolisés en eicosanoides pro-inflammatoires alors
gue I'EPA est métabolisé en eicosanoides anti-inflammatoires sous I'action de cyclooxygénases
(COX) et lipooxygénases (LOX). L'enzyme COX-2 métabolise I’AA en PGE2 pro-inflammatoire mais
métabolise également 'EPA en PGE3 anti-inflammatoire. Le DHA est également métabolisé en
docosanoides tels que des protectines et résolvines a effet anti-inflammatoire. Il a été observé que
le métabolisme des eicosanoides est modifié dans le cancer colorectal. En effet, COX-2 et 5-LOX
sont surexprimées dans la plupart des tumeurs coliques et I’AA est I'acide gras majoritaire des
phospholipides membranaires de ces tumeurs, cette surexpression entraine alors une forte
production de dérivés pro-inflammatoires ayant des effets pro-tumoraux tels que la PGE2 (Hull et
al., 2004; Soumaoro et al., 2006; Wang and Dubois, 2010). Un apport alimentaire en AGPI n-3
permet un enrichissement des membranes en EPA et DHA augmentant la synthese des dérivés
anti-inflammatoires au détriment des dérivés pro-inflammatoires issus du métabolisme de I'AA
(Vanamala et al., 2008). De plus, les AGPI n-3 inhibent I'expression de la COX-2 et sont capables
d’augmenter I'expression de la 15-PGDH impliquée dans la dégradation de PGE2 (Yao et al., 2015).
Les niveaux élevés de PGE2 permettent de soutenir la prolifération, la migration, I'invasion des
cellules cancéreuses mais également de promouvoir l'installation d’'un micro-environnement
tumoral immunosuppressif favorable a I’expansion de la tumeur (Hull et al., 2004; Wang and
DuBois, 2010). Ainsi, interférer avec la quantité de PGE2 grace aux propriétés anti-inflammatoires
du DHA et de I'EPA permet de limiter cette croissance tumorale et pourrait également limiter
I’activation des MDSC par cette inhibition de la PGE2, impliquée dans I'accumulation et I'activation
des MDSC. Nous avons vu préalablement que la tumeur était capable de mettre en place un
mécanisme d’échappement a la surveillance du systeme immunitaire. Les AGPI n-3 et leurs
métabolites peuvent agir en tant que modulateurs de la réponse immunitaire en induisant plus
particulierement une réponse immunitaire anti-tumorale ou en inhibant les réponses
pro-tumorales. Il a été montré que le DHA joue un réle anti-angiogénique et anti-tumoral en
inhibant la différenciation des lymphocytes Th17 et leur sécrétion d’IL-17 in vitro et ex vivo (Monk
et al.,, 2013). Notre équipe de recherche a également mis en évidence que le DHA limite la
croissance de mélanome (B16) et de cellules cancéreuses mammaires (4T1) chez des souris
porteuses de tumeurs. En effet, le DHA inhibe I'expression de RORyT et d’IL-17 : facteurs clés de
de la différenciation et de I'activité des Th17 (Berger et al., 2013a). De plus, les AGPI n-3 inhibent

I'expression du récepteur a I'lL-6 a la surface des lymphocytes CD4 : une cytokine impliquée dans
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la différenciation des Th17 (Allen et al., 2014). Les AGPI n-3 sont également capables d’agir sur les
lymphocytes T régulateurs (Treg) qui participent a [I'échappement des tumeurs a
I'immunosurveillance, en inhibant leur migration et leur activité par inhibition des récepteurs aux
chimiokines : CCR4 et CXCR4 a leur surface et par l'augmentation de |’expression de p27ki'Dl
impliquée dans l'inhibition de leur activité immunosuppressive (Yessoufou et al., 2009). Une autre
étude a également montré une diminution de la teneur plasmatique de la chimiokine CCL2 chez
des patients atteints de cancer colorectal et ayant des métastases hépatiques, traités par de 'EPA
(Cockbain et al., 2014). Nous avions vu dans le chapitre 2 qu’interférer avec la signalisation de
CCL2 prévenait le recrutement des MDSC au site tumoral. Les effets bénéfiques de I'EPA observés
dans I'étude précédemment citée pourraient étre attribués a une régulation des MDSC. Enfin, les
AG omega-3 ont également la capacité de moduler la composition du microbiote intestinal avec
pour conséquence une plus faible inflammation et la prévention de la dysbiose intestinale induite
par un régime enrichi en AG omega-6. Trois études récentes ont révélé une synergie entre les
inhibiteurs de point de contrdle du systéeme immunitaire et le microbiome (Gopalakrishnan et al.,
2018; Matson et al., 2018; Routy et al., 2018). Des chercheurs commencent a faire I'hypothese

gu’il soit concevable qu’un apport optimal en DHA et en EPA pourrait générer un microbiote

intestinal optimal favorisant une réponse aux immunothérapies (llag and llag, 2018).

Nous avons vu que de nombreuses études épidémiologiques mettent en avant le réle d’une
alimentation riche en AGPI n-3 dans la diminution du risque de cancers, tels que les cancers du
sein (Zheng et al., 2013) et colorectaux (Cockbain et al., 2012). Ces propriétés de prévention
s’accompagnent également d’un potentiel curatif démontré dans des études interventionnelles
adjuvantes sur des patients atteints notamment de cancers du sein (Hajjaji & Bougnoux, 2013) et
colorectaux (Cockbain et al. 2014).

Aujourd’hui, de nombreuses études ont pour objectif de potentialiser le bénéfice de Ila
chimiothérapie en utilisant des molécules capables de renforcer les effets de ce traitement et d’'en
diminuer la toxicité. En ce sens, plusieurs équipes ont testé I'efficacité des AG oméga-3 au cours
des traitements chimiothérapeutiques. De nombreuses études ont tout d’abord montré une
amélioration de I'efficacité des chimiothérapies, et notamment du 5-FU, par les AGPI n-3 in vitro
ou sur des modeles de croissance tumorale. Une étude sur des cellules HT29 (lignée cellulaire d’un

cancer colorectal humain) montre que I'utilisation du 5-FU en combinaison avec de I'EPA, permet
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I'augmentation significative du nombre de cellules HT29 en apoptose tardive ou en nécrose
(Belabed et al., 2008). Vasudevan et al. montrent un effet anti-cancéreux synergique entre I'EPA et
une thérapie a base de 5-FU et oxaliplatine in vitro et in vivo sur les modeles HCT116 et HT29
(Vasudevan et al., 2014). D’autres nombreuses études réalisées in vivo montrent que les AGPI n-3
peuvent potentialiser |'activité anti-tumorale du 5-FU (réduction de la taille de la tumeur,
augmentation de I'apoptose et des dommages a 'ADN) mais également de réduire la toxicité liée
au 5-FU (Rani et al., 2014, 2017; Sebe et al., 2016). Une étude montre qu’une thérapie a base
d’irinotécan et de 5-FU perturbe le stockage des graisses dans un modeéle de rat avec en particulier
une chute de la quantité d’omega-3. La combinaison entre AGPI n-3 et chimiothérapie restaure un
stockage lipidique correct en limitant ainsi les effets secondaires associés au 5-FU (Ebadi et al.,
2017). Les omega-3 peuvent également agir sur I'efficacité des radiothérapies. Ainsi, des cellules
HT29 résistantes a la radiation deviennent répondantes aprés un traitement par les AGPI n-3 et en
particulier par le DHA (Cai et al., 2014).
En 1999, I'équipe du Pr Bougnoux mit en évidence une activité des acides gras oméga-3 associés a
la chimiothérapie sur des carcinomes mammaires. En effet, cette étude clinique a révélé que la
réponse a la chimiothérapie est plus importante quand la tumeur se développe dans un
environnement riche en acide gras oméga 3. Parmi les 56 patientes traitées, 26 (47 %) ont une
réponse partielle (n =21) ou compléte (n =5). L'étude montre que le taux d’acide gras oméga-3
est plus élevé dans les adipocytes des patientes présentant une réponse partielle ou compléte ;
comparé au groupe de patientes dont la tumeur a continué a évoluer : respectivement 0,90 et
0,72 % des lipides (p =0,004) (Bougnoux et al., 1999). Par la suite, plusieurs équipes se sont
intéressées a |'association entre AGPI n-3 et chimiothérapies au cours d’essais cliniques traitant

différents types de cancer. Certains de ces essais cliniques sont illustrés en tableau 9.
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Tableau 9 Exemple d'essais cliniques portant sur une combinaison adjuvante entre AGPI n-3 et

chimiothérapies

(QDV : Qualité de vie, SNO : substitution nutritionnelle orale, CRP : protéine C réactive). D’aprés

(Morland et al., 2016).

Emulsion lipidique riche en

Cancer du poumon

autre agent

chimiothérapeutique

précisé/jour/8 semaines

Cancer
. o AGPIn-3(4,3-8,6 g (Arshad et al.,
pancreatique Gemcitabine . 1QDV
i d’EPA+DHA par jour/16 2017)
avancé .
semaines
Cancer du Gemcitabine avec ou sans SNO enrichi en AGPI n-3
TQDV B d
pancréas : . (Bauer an
(1,1g d’EPA ; DHA non

1Statut nutritionnel

Capra, 2005)

Cancers gastro-
intestinaux et
autres cancers

5-FU, leucovirin

Capsules gélatineuses (0,3g
EPA + 0,4g DHA/jour/8
semaines)

Maintien du nombre et
de la fonction des
neutrophiles
Maintien du poids
corporel

(Bonatto et al.,
2012)

Cancer du sein

métastatique

Cyclophospho-amide, 5-
FU, Epirubicin

Capsules gélatineuses (1,89
DHA/jour/5 mois)

1Temps avant
progression
1Survie a long terme
LAnémie et
thrombocytopénie

(Bougnoux et al.,
2009)

Cancer du poumon
non a petites

cellules avancé

Cis-platine et Gemcitabine

Capsules gélatineuses (29
EPA + 1,49 DHA/jour/66

jours)

1Poids corporel
|CRP et IL-6
plasmatiques

(Finocchiaro et
al., 2012)

Cancer du sein
avec atteint

ganglionnaire

Paclitaxel

Capsules gélatineuses (0,29
EPA + 1g DHA/jour/16

semaines)

| Neuropathie
périphérique

(Ghoreishi et al.,
2012)

Cancer colorectal

Xeloda. Oxaliplatine, 5-FU
et/ou leucovirin

Capsules gélatineuses (2.29
EPA + 0,2 DHA) ou huile de
poisson (2,2g EPA + 0,59
DHA/jour/10 semaines)

|CRP sérique

Maintien du poids

corporel

(Mocellin et al.,
2013)
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Cancer du poumon
non a petites

Thérapies a base de

SNO enrichi en AGPI n-3
(2,29 EPA+0.99g DHA/jour/10

1des cycles de

chimiothérapies
1 Bénéfices cliniques

1Taux de réponse a la

(Murphy et al.,

semaines)

cellules stade 111B platine semaines) chimiothérapie 2011a, 2011b)
ou IV
Maintien du poids
corporel et de la masse
musculaire
Maintien du poids
B e el SNO enrichi en AGPI n-3 corporel (Read et al
Non précisé (2,29 EPA+0,9g DHA/jour/9 [CRP 2007) '
Stade IV semaines)
TQDV
|CRP et TNFa sérique
|Fatigue et perte
Cancer du poumon Paclitaxel o d’appétit
L SNO enrichi en AGPI n-3 i
non a petites . . . (Séanchez-Lara et
+ (2,29 EPA+1g DHA/jour/8 tApports en énergie et
cellules stade I1IB } B al., 2014)
) ) ) semaines) protéine
ou IV CisPlatine/CarboPlatine
Maintien du poids
| Neuropathies
SNO enrichi en AGPI n-3 (2
Cancer colorectal | 5_ry+oxaliplatine + acide . (29 (Trabal et al.,
o o EPA+0.9g DHA/jour/12 1Poids corporel
Stade IV folinique ou capecitabine 2010)

Cancer du poumon
non a petites
cellules stade llla-
N2 ou Illb

Thérapie & base de

cisplatine ou docetaxel

Cisplatine ou
chimiothérapie d’induction,

bevacizumab ; radithérapie

SNO enrichi en AGPI n-3 (2g
EPA+0.9g DHA/jour/5

semaines)

1QDV

|Nausées et

vomissements
1Apport en énergie

Maitien du poids

corporel

(van der Meij et
al., 2010, 2012)

Ces différentes études ont pu montrer que I'association d’AGPI n-3 avec d’autres chimiothérapies

améliore d’une part l'efficacité, la tolérance des chimiothérapies mais également les paramétres
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métaboliques des patients. La majorité des études s’accordent pour mettre en avant que
I'intervention nutritionnelle en AGPI n-3 augmente la qualité de vie des patients, diminue le risque
de cachexie et augmente les défenses immunitaires du patient (Fuentes et al., 2018; Morland et
al., 2016; Volpato and Hull, 2018). Une étude a suivi la supplémentation en huile de poisson (2g)
dont 200 mg d’EPA et de DHA par jour durant neuf semaines de patients atteints d’un cancer
colorectal, sous chimiothérapie. Les patients supplémentés montrent une diminution du ratio
CRP/Albumine, marqueur d’inflammation (Silva et al., 2012). De plus, une étude a montré qu’un
apport en huile de poisson (2g/jour) pendant les neuf premiéres semaines de traitement de
patients atteints d’un cancer colorectal retarde la progression tumorale, les chercheurs évoquent
I'augmentation de I'action anti-néoplasique des chimiothérapies par cette alimentation enrichie
en AGPI n-3 (Camargo et al., 2016). Dernierement, Van Blarigan et al. ont montré que les patients
suivant un apport élevé en omega-3 d’origine marine pendant six mois aprés leur thérapie ne
montraient pas de nouveaux signes de cancer (Van Blarigan et al., 2018). D’autres études ont
montré un bénéfice des AGPl n-3 sur le long terme. Song et al. ont montré qu’une forte
consommation d’AGPI n-3 d’origine marine apres le diagnostic du cancer colorectal est associée
avec un risque plus faible de mortalité associée au cancer (Song et al., 2017a). Concernant les
effets de la combinaison entre AGPI n-3 et opération, il a été monté qu’une supplémentation orale
péri-opérative (sept jours avant/sept jours apres) de 2g d’EPA et 1 g de DHA ne montrait aucune
amélioration significative des complications post-opératives (Sorensen et al., 2014). Néanmoins,
une récente méta-analyse a regroupé onze études utilisant une supplémentation nutritionnelle
contenant des AGPI n-3 par voies entérique ou parentérique pendant la période péri-opérative de
patients souffrant d’un cancer colorectal (Xie and Chang, 2016). Cette étude montre que la
supplémentation en AGPI n-3 réduit les complications post-opératives, les niveaux de cytokines
pro-inflammatoires, et la durée d’hospitalisation. L'équipe de Hull s’est intéressée a |'utilisation
d’AGPI n-3 seuls chez des patients atteints de cancer colorectal avec métastases hépatiques. Cet
essai clinique de phase Il a montré que I'apport journalier de 2 g d’EPA, sous forme libre, avant la
résection des métastases hépatiques prolongeait la survie a long terme des patients (Cockbain et
al., 2014). Ces premieres données sont a 'origine d’un essai clinique de phase Il (NCT03428477)
et cette fois-ci, les patients seront supplémentés quotidiennement avec 4 g d’EPA sous forme
d’ethyl-ester au moins deux semaines avant l'opération des métastases hépatiques puis la

supplémentation sera maintenue sur le long terme aprés I'opération. A l'issue de cet essai clinique
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les chercheurs évalueront la survie a long terme mais également la survie sans progression des

patients (Volpato and Hull, 2018).

: Thérapies anti-cancéreuses
cellule cancéreuse

o Inhibition de la survie et de la
prolifération cellulaire
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Figure 19 Effets anti-cancéreux des AGPI n-3

D. Signalisation des AGPI n-3

1. Récepteurs membranaires aux AGPI n-3

Les acides gras polyinsaturés en n-3 peuvent avoir une action directe sur les cellules en se fixant
sur des récepteurs membranaires comme les GPR (G-Protein coupled Receptor) ou encore a des
protéines de transports comme FAT/CD36 (Fatty Acid Translocase).

a. Lesrécepteurs couplés aux protéines G

Les récepteurs couplés aux protéines G (GPR) sont des molécules de signalisation importantes
pour de nombreux aspects de la fonction cellulaire. Ills sont membres d'une grande famille qui
partagent des motifs structuraux communs, tels que sept hélices transmembranaires et la capacité
d'activer des protéines G hétérotrimeres telles que Gas, Gai et Gaqg. Les ligands se lient
spécifiquement aux GPR pour stimuler et induire différentes réponses cellulaires comme la
modulation de la production d'AMPc ou encore de la voie de la phospholipase C, des canaux
ioniques et des protéines kinases activées par des mitogenes (MAPK) (Gether, 2000; Ulloa-Aguirre
et al., 1999). Plusieurs groupes ont rapporté que les cing récepteurs : GPR40, GPR41, GPR43,
GPR84 et GPR120, peuvent étre activés par des acides gras libres (AGL). Les acides gras a chaine

courte sont des agonistes spécifiques pour GPR41 et GPR43 (Tazoe et al., 2008) et les AG a chaine
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moyenne pour GPR84 (Wang et al., 2006). Les AG a longue chaine (AGLC) peuvent activer GPR40
(Itoh et al., 2003) et GPR120 (Hirasawa et al., 2005).
Le récepteur GPR40 ou FFAR1 (Free Fatty Acid Receptor 1) est un récepteur couplé a une protéine
G de type Gq. Il est fortement exprimé au niveau des cellules B du pancréas. La liaison de ses
ligands va entrainer la libération de la sous-unité Gq qui va aller activer la phospholipase C, qui
pourra libérer, a partir du phosphoinositol 4,5bis phosphate, le diacylglycérol (DAG) et I'inositol
triphosphate (IP3). L'IP3 va alors se fixer sur ses récepteurs au niveau de la membrane du réticulum
endoplasmique et permettre la libération de Calcium (Hauge et al., 2015). Du fait de son
expression majoritaire au niveau des cellules du pancréas, I'intérét de GPR40 comme cible
thérapeutique se tourne plutét vers des maladies métaboliques telles que le diabéte. Néanmoins,
une récente étude rétrospective japonaise montre une corrélation entre I'expression de GPR40 et
la progression du cancer colorectal. La forte expression de GPR40 au niveau tumoral et un taux
plasmatique élevé de triglycérides sont associés a des métastases ganglionnaires et distants
(principalement hépatiques) et un mauvais pronostic (Nakashima et al., 2018).
Le récepteur GPR120 (ou FFAR4) est principalement retrouvé au niveau du tissu adipeux, des
macrophages et des cellules entéroendocrines. On peut également le retrouver, a des taux
moindres, au niveau des muscles, des cellules B du pancréas et des hépatocytes. GPR120 est
spécifiguement activé par des AGLC, en particulier par les AGPl n-3: ALA, EPA et DHA. Ce
récepteur est considéré comme un senseur d’AGLC n-3 au niveau des macrophages, expliquant en
partie leurs effets anti-inflammatoires (Oh et al., 2010). GPR120 est couplé a des protéines G de
type Gq. Une fois la liaison entre GPR120 et ses ligands établie, GPR120 va étre phosphorylé et
permettre la liaison d’une protéine adaptatrice, la B-arrestine 2 (Burns and Moniri, 2010). Lorsque
que la B-arrestine est liée a GPR120, elle va pouvoir interagir avec différentes molécules de
signalisation sous-jacentes et notamment des protéines appartenant a la famille des MAPK (Brown

and Sacks, 2009; Miller and Lefkowitz, 2001) (figure 20).
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Figure 20 Signalisation MAPK ciblée par la B-arrestine-2
D’apres (Miller and Lefkowitz,2001)

La liaison du DHA a GPR120 des macrophages inhibe I'inflammation induite par le LPS et le TNFa.
Le DHA entraine la dissociation de la B-arrestine 2 de GPR120 qui va interagir avec TAK1, inhibant
son activité et les voies de signalisation pro-inflammatoires médiées par NFkB et JNK. Ceci
entraine une augmentation de la production de molécules et cytokines associées a un phénotype
M2 telles que I'arginase 1 ou I'IL-10 et une inhibition de la production de cytokines associées a un
phénotypes M1 telles que I'lL-6 ou I'IL-1B (Oh et al., 2010). Une autre étude met également en
avant les propriétés anti-inflammatoires du DHA via GPR120, par sa liaison au récepteur le DHA va
inhiber I'activation de la cyclooxygénase 2 (COX2) et ainsi diminuer la production de PGE2 dans les
RAW264.7 et des macrophages péritonéaux (Li et al., 2013).

Plusieurs études ont montré une implication des récepteurs GPR40 et 120 dans la progression
tumorale, la migration ou les métastases. Chacun de ses récepteurs ne semble pas avoir un rdle
clairement défini dans la progression tumorale. Ainsi, suivant le ligand et le type de tumeur, ils
vont avoir ou un réle pro- ou anti-tumoral. Par exemple, Fukushima et al. ont montré que la perte
de GPR40 dans des cellules cancéreuses pancréatiques favorisait la migration de ces cellules alors
qgue la perte de GPR120 inhibait leur migration, apres stimulation avec leur agoniste GW9508
(Fukushima et al., 2015). A l'inverse, ces mémes auteurs montrent que l'inhibition de I'expression
de GPR120 par ARN interférents dans des cellules de mélanome favorise leur migration alors que
I'inhibition de GPR40 I'inhibe (Fukushima et al., 2016). Différents roles des GPR40 et 120 dans

I'invasion et les métastases en fonction du type tumoral sont illustrés en figure 21. Ces récepteurs
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peuvent également étre impliqués dans la prolifération des cellules cancéreuses, une étude
montre qu’une nouvelle voie de signalisation DHA/EPA-GPR40/120 pourrait étre liée a I'inhibition
de la prolifération cellulaire, induite par les AGPI n-3 et a la promotion de I'apoptose dans les
cellules de cancer colorectal, ce mécanisme pourrait expliquer I'action anti-cancéreuse des AGPI
n-3 (Zhang et al., 2016a). Néanmoins, l'implication de GPR120 dans la signalisation du DHA
n’explique pas entierement I'effet anti-tumorale du DHA, en effet, une étude montre que les AGPI
n-3 inhibent dans les mémes proportions la croissance tumorale de cellules cancéreuses
mammaires transplantées dans des souris sauvages et des souris KO pour GPR120, suggérant donc
gue les AGPI n-3 exercent un effet anti-tumoral indépendamment de GPR120 (Chung et al., 2015).
Il est également important de souligner que GPR120 semble aussi impliqué dans le processus de
résistance a certaines chimiothérapies. En effet, les chimiothérapies a base de platine vont
favoriser la production de l'acide hexadeca-4,7,10,13 tétraénoique (C16:4 n-3, HDTA) qui va
contribuer a limiter I'efficacité de ces chimiothérapies (Roodhart et al., 2011). Le HDTA induit par
les sels de platine va se lier aux GPR120 présents sur les macrophages et induire la production de
lysophosphatidylcholine 24:1 qui va protéger les cellules contre les dommages a I’ADN, l'utilisation

d’antagonistes de GPR120 améliore I'effet des chimiothérapies (Houthuijzen et al., 2017).
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Figure 21 Implication des récepteurs GPR40 et GPR120 selon le modéle cellulaire et le type de
cancer (Houthuijzen, 2016)

b. Le récepteur CD36

La protéine CD36 est une protéine membranaire se liant avec une forte affinité aux AGLC et facilite
leur transport a I'intérieur des cellules. Elle a aussi été nommée Fatty Acid Translocase (FAT). Cette
protéine posséde une structure membranaire en épingle a cheveux avec un large domaine
extracellulaire, 2 domaines transmembranaires et 2 domaines cytoplasmiques. Sa structure
primaire est hautement conservée chez les mammiferes et des analogues de CD36 ont été
retrouvés chez la Drosophile (Smith, 2012). CD36 est un scavenger receptor exprimé dans de
nombreuses cellules de mammiféres, préférentiellement au niveau : des plaguettes sanguines, des
cellules de I'endothélium vasculaire, des cellules immunitaires (macrophages, monocytes),
certains types de neurones ainsi qu’au niveau intestinal (majoritairement dans les entérocytes

mais également dans certaines cellules entéroendocrines) et les bourgeons du go(t, lui conférant
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un role dans beaucoup de processus physiologiques comme I'angiogenése, l'inflammation,
I’athérosclérose, le comportement ou encore le métabolisme lipidique (Silverstein and Febbraio,
2009). CD36 a été tout d’abord identifié comme étant un transporteur d’AGCL au niveau des
cellules cardiaques (Tanaka et al, 2001). Lutilisation d’un inhibiteur de CD36, Ile
Sulfo-N-succinimidyl oleate (SSO), capable de se fixer sur le méme site de liaison que les AGLC,
entraine une diminution du captage des AGLC au niveau musculaire ainsi qu’une diminution du
captage des LDL oxydés par les macrophages (Kuda et al., 2013). CD36 est également impliqué
dans le captage des AGLC au niveau de la mitochondrie et joue un role dans la régulation de
I'oxydation des lipides au cours de I'effort (Campbell et al., 2004; Holloway et al., 2006, 2009).
L'expression de CD36 semble modulée dans le cancer et cette protéine pourrait jouer un réle dans
la progression tumorale. Néanmoins son réle n’est pas clairement défini et dépend du modele
d’étude. En effet, une faible expression de CD36 est corrélée a une forte capacité de migration des
cellules cancéreuses dans le cancer du cblon, de l'ovaire et du sein (Rachidi et al., 2013). A
I'inverse, une étude récente montre que CD36 est aussi largement impliqué dans le phénoméne
de métastase, la surexpression de CD36 dans des cellules a faible potentiel métastatique entraine
I'augmentation de la croissance tumorale au site primaire et |'apparition de métastases
ganglionnaires dans des modeles de souris immunodéficientes ou immunocompétentes. Enfin
I'utilisation d’un anticorps bloquant CD36, provoque une inhibition presque complete des
métastases du cancer de la bouche chez 'Homme (Pascual et al., 2017). De plus, une autre étude
montre que les adipocytes de 'omentum vont étre responsables de la surexpression de CD36 au
niveau des cellules cancéreuses ovariennes, leur permettant une plus grande capture d’AGLC et

ainsi soutenir leurs besoins énergétiques essentiels a leur prolifération (Ladanyi et al., 2018).

a. Les récepteurs nucléaires activés par les proliférateurs des peroxysomes (PPAR)

Les PPAR sont des facteurs de transcription activés par interaction avec un ligand, dont les AGPI tel
que le DHA. Il existe trois isoformes de PPAR : PPARa, PPARB/S et PPARYy.

PPARa est exprimé principalement dans le foie, les reins, le coeur, les muscles et le tissu adipeux
brun ou il est responsable de I'induction des génes de la lipolyse. PPARB/& est ubiquitairement
exprimé et régule I'expression des genes impliqués dans la B-oxydation. Tandis que PPARy est
principalement exprimé par les cellules du tissu adipeux blanc ou il est impliqué dans Ia

différenciation adipocytaire et régule les genes impliqués dans le stockage des lipides. Aprés
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fixation d’un ligand, les PPAR peuvent former des hétérodimeres avec RXR et LXR. La dimérisation
avec RXR induit la liaison de PPAR a son élément de réponse (PPRE) sur le promoteur du géne cible
impliqué notamment dans le métabolisme, I'adipogenése et l'inflammation (Varga et al., 2011).
Les PPAR sont également impliqués dans la prolifération des cellules cancéreuses. PPARa et PPARy
possedent des propriétés anti-tumorales (Peters et al., 2012). En effet, leur activation par des
ligands agonistes (troglitazone et bezafibrate) inhibe I'inflammation et la carcinogenése
colorectale chimioinduite chez des rats. Ces résultats démontrent que I'activation de PPARa et y
dans le cancer colorectal permet de stopper la prolifération et/ou de faire entrer les cellules
cancéreuses en apoptose. Le role de PPARB/S est plus controversé dans I'oncogenése mais
plusieurs résultats tendent a démontrer qu’il favoriserait la tumorigenése en activant la
prolifération cellulaire (Tachibana et al., 2008).
Les AGPI n-3 étant des ligands des PPAR, ils peuvent moduler leurs activités transcriptionnelles
permettant d’inhiber la prolifération cellulaire et d’entrainer I'apoptose des cellules cancéreuses
(Shen et al., 2007). Ces récepteurs nucléaires sont également impliqués dans les propriétés
anti-tumorales des AGPI n-3. En effet, le DHA active PPARy et inhibe PPARB/& conduisant a une
réduction de la prolifération de cellules de cancer du sein (Sun et al., 2008; Wannous et al., 2013).
De plus, notre équipe de recherche a démontré que I'activation de PPARy par le DHA limite la
croissance de cellules de mélanome (B16) et de cellules cancéreuses mammaires (4T1) chez des
souris. En effet, le DHA active PPARy dans les cellules T pour inhiber la phosphorylation de STAT3
qui est impliquée dans I'expression de RORyC et d’IL-17 : facteurs clés de la différenciation et de
I'activité des Th17 (Berger et al., 2013a).

b. NFkB

Le facteur de transcription NFkB est impliqué dans la réponse immunitaire et inflammatoire. Il
joue également un role clé dans certains cancers, tel que le cancer colorectal. En effet il est
responsable de I'induction de I’expression de genes pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6, IL-8, TNFa) et
anti-apoptotiques (Bcl-2, c-FLIP, clAPs) (Greten and Karin, 2004). L’effet anti-inflammatoire du
DHA se traduit par une inhibition de NFkB et induit I'apoptose de cellules cancéreuses coliques
(Hofmanova et al., 2014). Le DHA a été décrit comme inhibiteur de NFkB de maniere dépendante
et indépendante de PPARYy. En effet, une inhibition de PPARy avec un antagoniste (GW9662) abolit
I'inactivation de NFkB par le DHA (Zand et al., 2008). PPARy est capable d’interagir avec NFkB pour
prévenir sa translocation nucléaire ou induire sa dégradation par le protéasome. Par exemple, le

traitement de cellules cancéreuses coliques HT-29 avec un ligand de PPARy (ciglitazone),
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augmente son interaction avec NFkB, inhibe I'activité transcriptionnelle de NFkB et augmente
I'apoptose des cellules cancéreuses. Par ailleurs, I'interaction de PPARy avec NFkB peut aboutir a
son ubiquitination et a sa dégradation par le protéasome grace a I'activité E3 ubiquitine ligase de
PPARy. En effet, des ligands de PPARYy (troglitazone et pioglitazone) induisent I'ubiquitination et la
dégradation de NFkB conduisant a une diminution d’expression de COX-2 et IL-1B associée a une
réduction de la croissance tumorale de xénogreffes HT-29 chez des souris Nude (Hou et al.,
2012b). Le DHA peut interagir avec NFkB en augmentant la phosphorylation et la dégradation

d’IkB entrainant une réduction de la translocation nucléaire de NFkB (Singer et al., 2008).

Les microARN sont des ARN non codants de 21 a 25 nucléotides qui contrélent I'expression
génique au niveau post-trancriptionnel. Plusieurs centaines de génes codant pour des microARN
ont été identifiés chez les animaux, et une quarantaine chez les plantes. Certains de ces genes sont
conservés entre especes et parfois méme entre phyla. Ces microARN regulent I’expression
génique en s’appariant avec des ARNm cibles dont ils sont partiellement complémentaires. Cette
hybridation réprime la traduction de la protéine correspondante ou clive 'ARNm cible au milieu
du site de fixation du microARN. Ce dernier mécanisme est trés similaire a celui mis en ceuvre lors
de lIinterférence par ARN.

MiR-21 est un microARN exprimé par les cellules cancéreuses et sécrété dans le
microenvironnement tumoral ou il peut agir au sein des cellules du stroma, son expression peut
étre inhibée par le DHA (Bullock et al., 2015). De plus, il semblerait que miR-21 puisse agir comme
un ligand des récepteurs TLR a la surface des cellules immunitaires et ainsi induire la voie NFkB
conduisant a I'expression et a la sécrétion de cytokines inflammatoires favorisant la progression
tumorale (Fabbri et al.,, 2012; Patel and Gooderham, 2015). Notre équipe de recherche a
démontré que le DHA, par l'activation des kinases AMPKa et RIP1 déclenche la translocation
nucléaire du facteur de transcription FOXO3a permettant sa fixation sur le promoteur de miR-21
diminuant ainsi I'expression de ce microARN. mir-21 va alors perdre sa capacité a dégrader TARNm
du TNFa qui va alors pouvoir étre sécrété et entrainer, par action autocrine, la mort par apoptose
des cellules cancéreuses coliques. L'utilisation d’anticorps neutralisant I'action autocrine du TNFa
sur les cellules cancéreuses prévient |'effet pro-apoptotique du DHA et abolit I'effet anti-cancéreux
observé dans des souris nude avec tumeurs HCT-116 sous régime DHA (Fluckiger et al., 2016).

L'inhibition de miR-21 par le DHA pourrait permettre de bloquer le dialogue entre les cellules
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cancéreuses coliques et les cellules du microenvironnement tumoral afin de réduire la progression

tumorale. Par conséquent, en plus d’induire la mort des cellules cancéreuses coliques,

I'augmentation de la production de TNFa et I'inhibition de miR-21 par le DHA pourrait également

activer la réponse immunitaire anti-tumorale, inhiber I'angiogenése et ainsi augmenter I'efficacité
des chimiothérapies.

D’autres travaux ont également montré une inhibition de microARN par les AGPI n-3, impliquée

dans la résolution de I'inflammation. Dans des macrophages, les AGPI n-3 vont réguler I'expression

de miR-21, miR-146-b et miR-129 qui sont impliqués, respectivement dans les voies de

signalisation médiées par PDCD4, NFkB et 5-LOX (Visioli et al., 2012).

E. AGPI n-3 et inflammasome NLRP3

Les AGPI n-3 limiteraient le développement tumoral par leurs actions anti-inflammatoires en
réduisant la production de TNFa, IL-1B et IL-18 dans un modele de colite (Gravaghi et al. 2011) et
I'infiltration de macrophages et lymphocytes T au sein de la muqueuse intestinale dans un modele
murin de cancer associé a une colite (Jia Q et al. 2008). Bien que les AGPI n-3 diminuent la
production de I'lL-1B et IL-18, aucun lien avec la régulation de I'inflammasome n’a été évalué dans
un contexte tumoral. Pourtant, EPA et DHA ont été décrits comme inhibiteurs de I'inflammasome
NLRP3 dans des macrophages dans un modéle de diabete de type 2 (Yan et al., 2013). Cette étude
démontre que les AGPI n-3 sont capables d’inhibiber I'activation de la caspase-1 ainsi que la
sécrétion d’IL-1B dans des macrophages (BMDM ou THP1) induite par différents activateurs de
I'inflammasome NLRP3. L'apport en AGPI n-3 au cours d’un régime riche en graisse, prévient le
développement de l'insulino-résistance et améliore la tolérance au glucose chez les animaux
suivant ce régime. Les chercheurs montrent que les effets des AGPI n-3 sont abrogés dans des
souris NLRP3-/- et expliquent que les AGPI n-3 se lient aux récepteurs GPR120 et GPR40. Cette
liaison entraine linteraction entre NLRP3 et la B-arrestine 2 expliquant la diminution de
I'activation de linflammasome NLRP3. D’autres études montrent que les AGPI n-3 peuvent
également intervenir au niveau du signal de priming de I'activation de l'inflammasome NLRP3
(Martinez-Micaelo et al., 2016; Williams-Bey et al., 2014). Williams-Bey et al. montrent, en effet,
qgue le DHA par sa liaison a GPR120 active la B-arrestine 2, qui induit une diminution de la
translocation nucléaire de la sous-unité p62 de NFKkB entrainant alors une inhibition de

I'expression de la proforme de I'IL-B. Cette étude montre aussi qu’un traitement par le DHA
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entraine I'induction de I'autophagie dans les macrophages qui est corrélée avec une inhibition de
la sécrétion de I'lIL-B (Williams-Bey et al., 2014). Une autre étude met également en avant un lien
entre AGPI n-3, autophagie et régulation de I'inflammasome NLRP3. Shen et al. montrent qu’un
régime enrichi en AGPl n-3, comparé a un régime riche en huile de palme, permet une
augmentation de I'expression de LC3-Il et une inhibition de I'activité caspase-1 et de la sécrétion
d’IL-1B dans les macrophages péritonéaux (Shen et al., 2017).
Les AGPI n-3 peuvent également étre captés par la translocase CD36. Il a été démontré que CD36
est indispensable a la sécrétion d’IL-1B au niveau des macrophages via NLRP3 (Sheedy et al.,
2013). En effet, CD36 a la capacité de capter des ligands solubles extra-cellulaires, comme les LDL
oxydés ou les plagues amyloides, et de les internaliser. Ces ligands une fois a l'intérieur de la
cellule vont étre transformés en « cristaux » et induire une perméabilisation lysosomale puis une
activation de linflammasome NLRP3. Il a également été montré que CD36 agit comme
co-récepteur de TLR4 et TLR6, et que le priming de NRP3 par les LDLox nécessite I’hétérotrimére
TLR4-TLR6-CD36 (Sheedy et al., 2013). La reconnaissance des pathogénes et notamment de I'acide
lipoteichoique dérivé de Staphylococcus et les lipoprotéines diacylées nécessite la formation d’un
complexe entre TLR2, TLR6 et CD36 pour activer les voies de signalisation a l'origine de la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNFa , IL-6, IL-1B) (Hashimoto et al., 2006; Silverstein
and Febbraio, 2009; Triantafilou et al., 2006). Le récepteur CD36 peut également induire une
réponse pro-inflammatoire a une infection bactérienne indépendamment d’une coopération avec
les récepteurs TLR mais en induisant des voies de signalisation dépendantes de JNK (Baranova et
al., 2008). Bien que les AGPI n-3 puissent étre des ligands de CD36, aucun lien n’a été, pour

I'heure, établi entre ces AG et la régulation de I'inflammasome NLRP3 via la signalisation par CD36.

Nous avons vu, que dans un contexte tumoral, des études démontrent que l'injection d’agent
chimiothérapeutique tel que le 5-FU chez des souris porteuses de tumeurs suivant un régime riche
en oméga-3, permet la sensibilisation des cellules aux traitements. Les modalités de I'action
anti-cancéreuse des acides gras n-3 ont été expliquées par leurs propriétés anti-prolifératives
contre la cellule cancéreuse, en inhibant notamment les voies des MAPK. De plus, les AGPI n-3
activent les voies de l'apoptose, répriment I'expression de VEGF et posseédent une action
anti-inflammatoire. Nous avons également évoqué que [l'action Ilimitée des agents
chimiothérapeutiques comme le 5-FU était dépendante de cellules du micro-environnement

tumoral et en particulier de cellules immunitaires pro-tumorales, les MDSC sous la dépendance de
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anti-cancéreuses

I'inflammasome NLRP3. La combinaison des faits reportés sur la participation des AGPI n-3 dans le
controle de la progression tumorale, sur leur association bénéfique dans les protocoles de
thérapies anti-cancéreuses ainsi que dans le contrdle de I'inflammation fait de ces molécules de
potentiels candidats pour améliorer I'efficacité de I'agent anti-cancéreux 5-FU pouvant

contrecarrer |'activation de I'inflammasome NLRP3 et la sécrétion d I'IL-1B induits par le 5-FU.
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Hypotheése et objectifs du projet

Nos travaux font suite a plusieurs études menées au sein de notre équipe, tout d’abord
Vincent et al. ont démontré que la chimiothérapie 5-FU était capable d’éliminer de facon
spécifique des cellules myéloides immunosuppressives (MDSC), sans affecter les autres
cellules du systéme immunitaire, et que cette élimination participait aux effets
thérapeutiques bénéfiques du 5-FU (Vincent et al., 2010b). Puis Bruchard et al. ont montré
gue cette chimiothérapie n’offrait qu’un effet thérapeutique a court terme qui était suivi par
une reprise de la croissance tumorale, due a une mise en place d’une résistance au 5-FU.
Cette résistance est médiée par I'activation, par le 5-FU, de I'inflammasome NLRP3 dans les
MDSC. Cette activation entraine la sécrétion d’IL-13 par les MDSC générant un
environnement inflammatoire propice a l'installation de population CD4+ pro-tumorales
(Th17) et a la reprise de la croissance tumorale (Bruchard et al., 2013).

Les acides gras oméga-3 ont, par leurs propriétés anti-inflammatoires, pourraient donc étre
utilisées pour diminuer l'inflammation induite par les MDSC suite a une chimiothérapie et
ainsi diminuer la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires dans le microenvironnement
empéchant la reprise tumorale.

Ainsi, les objectifs de ce projet ont été (figure 22) :

e De démontrer la pertinence d’une association thérapeutique entre 5-FU et le DHA
pour contréler I'activation de I'inflammasome NLRP3 et la production de I'IL-1B par
les MDSC.

e De définir les mécanismes moléculaires régissant I'inhibition de la production de

I'IL-1B et I'activité de I'inflammasome NLRP3 dans ce contexte.
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Néo-angiogenése
Croissance tumorale

Figure 22 Schéma d'hypothése du projet de thése
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|. Rappel introductif

L’anti-métabolite 5-Fluorouracile (5-FU) appartient a la famille des fluoropyrimidines et fut
synthétisé pour la premiére fois en 1957 par Heidelberger et Duschinsky (Duschinsky et al., 1960).
Cet agent anti-cancéreux demeure encore aujourd’hui le socle de régimes chimiothérapeutiques
contre les cancers solides et principalement dans les cancers colorectaux (CRC). Les patients avec
un CRC avancé se voient proposer une thérapie 5-FU en combinaison avec I'acide folinique et un
agent cytotoxique oxaliplatine (régime FOLFOX) ou irinotecan (FOLFIRI). A ces cures
chimiothérapeutiques sont associées une thérapie ciblée avec des anticorps anti-EGFR ou
anti-VEGF pour les patients avec CRC métastatique. Malgré les effets bénéfiques de ces
interventions thérapeutiques a base de 5-FU, le taux de survie sur le long terme de patients
atteints de CRC métastatique reste encore trop modeste (Prenen et al., 2013). La réponse a un
traitement 5-FU pourrait étre améliorée par la levée de résistances a |'effet cytotoxique
initialement présentes ou acquises par la cellule cancéreuse. Le microenvironnement tumoral
contribue également a restreindre |'effet anti-cancéreux du 5-FU par la production de I'IL-1B suite
a 'activation de l'inflammasome NLRP3 dans les cellules myéloides immunosuppressives (MDSC)
(Bruchard et al., 2013). Cette sécrétion de I'lL-1B induite par 5-FU soutient la différenciation des
lymphocytes naifs T CD4" en lymphocytes Th17 pro-angiogéniques et conduit a la reprise de la
progression tumorale malgré un effet anti-tumoral transitoire du 5-FU. L’enjeu thérapeutique est
donc d’identifier de nouveaux agents anti-cancéreux prévenant l'induction de I'IlL-1B et/ou
I’activation de sa voie de signalisation. Une récente étude clinique de phase 2 chez des patients
atteints de CRC métastatique résistants aux chimiothérapies standard a montré qu’une
chimiothérapie simplifiée constituée d'acide folinique et 5-FU associée a un anti-VEGF plus
Anakinra (antagoniste de I'lL-1B récepteur) semblerait prolonger la survie des patients jusqu’a
14,5 mois (Isambert et al., 2018). La famille des acides gras oméga-3 a laquelle appartient 'acide
docosahexaénoique (DHA) présente des effets anti-cancéreux et anti-inflammatoires (Cockbain et
al., 2012). Cet acide gras est faiblement produit par I'organisme et est principalement apporté par
une alimentation riche en poissons et dérivés. De nombreuses études rapportent que les huiles de
poissons contenant principalement des acides gras oméga-3 diminuent le risque de développer un
CRC et augmentent également la période sans la reprise tumorale ou la survie globale des patients
(Song et al., 2017a; Van Blarigan et al., 2018). Ces effets bénéfiques liés a la consommation

d'acides gras oméga-3 sont attribuables a des effets post-opératoires réduits et une meilleure
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gualité de vie mais également par une réponse accrue aux régimes chimiothérapeutiques standard

a base de 5-FU (Camargo et al., 2016; Van Blarigan et al., 2018).

L'objectif de ce travail de thése fut donc d'évaluer I'effet du DHA sur la réponse au traitement 5-FU
dans un modele pré-clinique de cancer murin et sur l'activation de la sécrétion de I'lL-1B par les
MDSC suite a la chimiothérapie. Enfin, I'acces a des prélevements sanguins de patients atteints de
CRC métastatique avant et apres leur cure chimiothérapeutique a base de 5-FU nous a permis de
déterminer l'association entre la teneur en DHA plasmatique et l'induction de I'lL-1B ou de

I'activité caspase-1 dans les MDSC.

Nous avons montré par des approches in vitro et vivo que l'apport en DHA diminuait la sécrétion
de I'IL-1B induite par le traitement 5-FU. En corollaire de cette donnée, nous avons observé que
les souris porteuses de tumeurs traitées par une seule injection de 5-FU voyaient une reprise de la
croissance tumorale apres régression transitoire plus marquée que pour les souris co-traitées par
5-FU et DHA. Le DHA agit sur la diminution de la sécrétion de I'lL-1B par les MDSC en réprimant la
formation et l'activation de l'inflammasome NLRP3 mais également en réduisant |'activation de
JNK dépendante de la production de ROS. Pour conforter l'intérét clinique du DHA chez les
patients atteints de CRC avancés, nous avons identifié une corrélation inverse entre la teneur en

DHA et l'induction de I'lL-1B ou de I'activité caspase-1 dans les MDSC HLA-DR CD33"* CD15".

Les données collectées ont permis de préciser le mécanisme cellulaire et moléculaire améliorant
I'effet anti-cancéreux d'une chimiothérapie 5-FU et soutiennent I'idée qu'un apport nutritionnel en

DHA pourrait étre bénéfique aux patients atteints de CRC avancés.

II. Publication

Docosahexaenoic acid improves 5-Fluorouracil anti-cancer action through inhibition of NLRP3

inflammasome activity and JNK-dependent IL-1B secretion in MDSC.
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Abstract

A limitation to 5-Fluorouracil (5-FU) anti-cancer efficacy relies on the secretion of IL-1f by
myeloid-derived suppressor cells (MDSC) according to a previous pre-clinical report. The
release of mature IL-1f originates from 5-FU-mediated NLRP3 activation with increased
caspase-1 activity in MDSC and sustains tumor growth recovery in 5-FU-treated mice.
Docosahexaenoic acid (DHA) belongs to omega-3 fatty acid family and harbors both
anti-cancer and anti-inflammatory properties which might could improve 5-FU
chemotherapy. Here, we demonstrate that DHA inhibits 5-FU-induced IL-1p secretion
produced by a MDSC cell line (MSC-2). In tumor-bearing mice treated with 5-FU, we
showed that a DHA-enriched diet reduces circulating IL-1pB concentration and tumor
recurrence after 5-FU injection. 5-FU treatment led to JNK activation in MDSC and JNK
inhibitor SP600125 decreased IL-1p secretion. Moreover, DHA was able to counteract
5-FU-mediated JNK activation in MDSC leading to the drop of IL-1p release. In addition,
we showed that DHA supplementation in 5-FU-exposed MDSC decreases caspase-1
activity along with a modification of the interactions between NLRP3 and caspase-1, ASC
or p-arrestin-2. Unexpectedly, the regulation of caspase-1 activity by DHA was
independent of JNK which suggests that DHA could control IL-1[ secretion through both
NLRP3 inflammasome and JNK pathway. Interestingly, we found a negative correlation
between DHA content in plasma and the induction of circulating IL-1f level or caspase-1
activity in patients treated with 5-FU-based chemotherapy.

Together, these data provide new insights on the regulation of IL-1p secretion by DHA and

its potential benefit in 5-FU-based chemotherapy.
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Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer worldwide and remains as one of
the leading cause of cancer-related death with a high mortality rate at the advanced stages .
In solid cancer including CRC, the anti-metabolite 5-Fluorouracil (5-FU) represents one of the
most commonly used chemotherapeutic drug. In order to enhance its anti-tumoral effect, 5-FU
is associated with different cytotoxic agents such as oxaliplatin (FOLFOX) or irinotecan
(FOLFIRI). Although the 5-FU-based regimen improves the overall survival of patients, the
effect of the chemotherapeutic cures remains modest in long-term survival in patients with
metastatic CRC *’. A reason for the limited action of the 5-FU-based chemotherapy is a
5-FU-mediated cancer cell death resistance related to overexpression of proteins such as
thymidylate synthase *°, cyclooxygenase-2 %% or lysophosphatidylcholine acyltransferase 2 .
Furthermore, 5-FU plays an ambivalent role on myeloid-derived suppressive cells (MDSC)
which impair innate and adaptative antitumor immune functions through the control of T
lymphocytes, NK and dendritic cells . MDSC are characterized by the expression of
CD11b'Grl™ and consist of CD11b"Ly6G Ly6C"" polymorphonuclear (PMN-MDSC) and
CD11b+Ly6G_Ly6Chigh monocytic MDSC (M-MDSC) subpopulations in mice. In humans,
MDSC characterization is more challenging but could be minimally defined as M-MDSC
with CD11b", CD15", CD33", HLA-DR"*'*", CD14" markers and PMN-MDSC with CD11b",
CDI15", CD33", HLA-DR"¥"*™, CD14" markers °. The dual role of 5-FU on MDSC comes
from its ability on the one hand to eradicate pro-tumoral myeloid cells and alleviate anticancer
immune suppression 3 and on the other hand to trigger IL-1P secretion by 5-FU-treated
MDSC sustaining tumor growth 4. The 5-FU-induced IL-1P release involves the activation of
nucleotide-binding domain leucin-rich repeat pyrin domain containing receptor 3 (NLRP3)

inflammasome by cathepsin-B after lysosomal permeabilization in MDSC. Secretion of IL-13



triggers Th17 differentiation and production of IL-17A which enhances neoangiogenesis and
tumor recurrence *.

NLRP3 inflammasome is a multiprotein complex which is able to sense pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) produced by invading pathogens and damage-associated
molecular patterns (DAMPs) generated through endogenous stress conditions '°. It is accepted
that two signals are required for NLRP3 inflammasome activation and formation. The first
priming signal induces NF-kB-dependent transcription of IL-1f, IL-18, caspase-1 and NLRP3
genes and make them available for NLRP3 inflammasome action. The second signal triggered
by extracellular stimuli (i.e. microbial components, ATP, uric cristals) leads to induction of
various molecular mechanisms including lysosomal permability, potassium efflux,
mitochondrial ROS production which promote NLRP3 oligomerization and formation of
NLRP3 inflammasome complex. The assembly needs interaction of NLRP3 with the adaptor
ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing CARD) recruiting and activating
the pro-caspase-1. After self-cleavage, active caspase-1 induces processing of pro-IL-1§
and pro-IL-18 into bioactive IL-1B and IL-18 that are secreted through non-classical
pathways since they lack a secretory leader sequence .

Consumption of omega-3 fatty acids (®-3 FAs) have clinically proven and well documented
health benefits for the prevention and management of cancers ~ '*. Docosahexaenoic acid
(DHA) is among the most biologically active members of ®-3 FA family with anti-cancer,
anti-inflammatory and immune modulatory properties " '>°. Thus, DHA-enriched diet is
inversely associated with ulcerative colitis and Crohn's disease and would reduce the risk of
colon cancer in patients with this chronic inflammation disorders 20.Chan, 2014 #139 " pyyrthermore,
increase content of DHA in preclinical mouse models of colon cancer also support an anti-
inflammatory function correlated to its anti-neoplastic action > ' '®. DHA alone or in

association with chemotherapeutic agents dampens cancer cell growth by promoting apoptosis



613 Moreover, DHA can modify cancer neoangiogenesis through the repression of vascular
endothelial growth factor expression or its ability to limit the differentiation of CD4" T
lymphocytes into pro-angiogenic Th17 lymphocyte resulting in an inhibitory effect on tumor
growth >

Here, we carried out pre-clinical studies to investigate the ability of DHA to improve
anti-neoplastic action of 5-FU by limiting the release of IL-1 by MDSC. Moreover, thanks
to blood samples from patients with 5-FU-based chemotherapy, we evaluated the
correlation between plasma DHA levels and circulating IL-1p content as well as caspase-1

activity in MDSC.



Results

DHA decreases 5-FU-induced IL-1p in MDSC and enhances 5-FU anti-cancer
properties

A limitation to 5-FU anti-cancer action is attributed to the induction of IL-1p release by
MDSC. In order to improve the 5-FU efficacy, we evaluated the ability of DHA to reduce
the production of IL-1B in MDSC exposed to the chemotherapeutic agent 5-FU. First, we
confirmed by ELISA in the murine MDSC cell line named MSC-2 that a treatment for 24
hours with 5-FU (1 uM) led to an increase in IL-1P secretion in MSC-2 culture medium
(Fig. la). The combination of 5-FU treatment with acid docosahexaenoic (DHA, 20 to 60
uM) inhibited secretion of IL-1B induced by 5-FU in a dose-dependent manner (Fig. 1a).
The decrease in 5-FU-induced IL-1p secretion upon DHA exposure was not associated to a
change in IL-1f3 gene expression. Indeed, although exposure to 5-FU (1 uM) for 24 hours
increased IL-1f mRNA levels, the co-treatement with DHA did not reduce IL-1 mRNA
levels (Fig. S1a). Furthermore, DHA addition did not affect 5-FU-mediated cell death rate
which suggest that the inhibition of 5-FU-induced IL-1p release by DHA is not related to a
decrease in cell death (Fig. S1b). Eicosapentaenoic acid (EPA) and DHA belong to ®-3 FA
family and both fatty acids counteract 5-FU action whereas oleic (OA, 60 uM) and linoleic
acids (LA, 60 uM) were not able to reduce IL-1P release (Fig. 1b). Then, the efficacy of
DHA to control 5-FU-mediated IL-1PB secretion was investigated in mice bearing EL4
tumors (Fig. 1c and 1d). A single intraperitoneal (IP) injection of 5-FU (50 mg/kg) has
been performed 15 days after subcutaneous EL4 transplantation in mice fed a standard diet;
As expected, a marked increase in plasma IL-1p level was observed 48 hours following
5-FU treatment as compared to control mice (Fig. 1c). Noteworthy, mice bearing EL4
tumors fed a DHA diet for 5 days prior to 5-FU injection showed a decrease in plasma

IL-1B level compared to 5-FU-injected mice fed a standard diet (Fig. 1c). Furthermore, we



confirmed that 5-FU therapy eradicates MDSC in tumor-bearing mice ** that is not
impacted by co-treatment with DHA (Fig. Slc). In vivo, DHA-enriched diet did not
drastically affect tumor growth compared to standard diet (Fig. 1d). By contrast, 5-FU
injection in EL4 tumor-bearing mice fed either a standard diet or a DHA-enriched diet
resulted in a transient tumor growth regression. Of note, DHA diet improved action of
5-FU and significantly limited the tumor growth recurrence compared to 5-FU and
standard diet (Fig. 1d). In addition, we showed that two-daily injections of non-esterified
free DHA in 5-FU-treated tumor-bearing mice promoted a more drastic tumor regression
and delayed tumor growth recovery compared to 5-FU-treated mice (Fig. s4d). Together
these data highlighted a down-regulation of 5-FU-induced IL-1p secretion by DHA-treated

MDSC and a potentiation of 5-FU therapy in DHA-supplemented tumor-bearing mice.

DHA inhibits IL-1p secretion dependent on 5-FU-mediated JNK activation
JNK regulates NLRP3 inflammasome assembly and subsequent IL-1B secretion in

1632 First, we evaluated the ability of

macrophages by phosphorylating NLRP3 and ASC
5-FU to activate JNK. Then, we assessed the ability of DHA to prevent such activation in
MDSC. The phosphorylation of INK (p-JNK) in 5-FU-treated MSC-2 was detected 8 hours
post-treatment to reach a maximum at 12 hours (Fig. 2a). Interestingly, co-treatment with
DHA inhibited 5-FU-induced JNK phosphorylation in a dose-dependent manner whereas OA
treatment was inefficient (Fig. 2b). We performed flow cytometry analysis of p-JNK in
splenic CD11b" Gr1" MDSC obtained from EL4 tumor-bearing mice treated by 5-FU and fed
a control or a DHA-enriched diet. The 5-FU treatment induced an increase of p-JNK in
MDSC from tumor-bearing mice fed control diet whereas DHA-enriched diet significantly

reduced 5-FU-induced p-JNK level in these cells (Fig. 2¢). Since we highlighted activation of

JNK pathway in 5-FU-treated MDSC and its inhibition by DHA, we investigated the ability



of JNK to regulate IL-1p release in our model. Exposure to the inhibitor of JNK (SP600125)
led to a decrease in IL-1p release in cell culture supernatant of MSC-2 treated by 5-FU for

24 hours without affecting cell death rate (Fig. 2d-e and S2a).

5-FU-mediated ROS production triggers JNK activation in MDSC

We hypothesized that reactive oxygen species (ROS), lysosomal pathway or caspase
activation induced by 5-FU action might lead to JNK phosphorylation. Inhibitors of
lysosomal activity (Bafilomycin A1 and Chloroquin) and caspases (ZVAD) did not impact on
p-JINK level in MSC-2 exposed to 5-FU (Fig. 3a). By contrast, the phosphorylation of JNK
triggered by 5-FU originates from ROS production since the ROS scavengers
N-acetyl-cysteine (NAC) and Tempol (Tpol) were both able to reduce p-JINK expression (Fig.
3a). Accordingly, IL-1B secretion induced by 5-FU was repressed by NAC and Tempol in
MSC-2 (Fig. 3b). Altogether these data suggested that DHA decreased IL-1p release through

repression of ROS-dependent phosphorylation of JNK in MDSC.

DHA decreases caspase-1 activity in 5-FU-treated MDSC independently of JNK
pathway

Caspase-1 activity is induced in 5-FU-treated MDSC through the formation and activation
of NLRP3 inflammasome *. Therefore, we investigated the expression of NLRP3
inflammasome components by western-blotting and we did not observe any significant
change in their expression suggesting that the effect of DHA on 5-FU-induced caspase-1
activity would rather involve the assembly of NLRP3 inflammasome (Fig. S3a). Then, we
analysed caspase-1 activity which is involved in the processing of pro-IL-1B into mature
IL-1B. Exposure to 5-FU for 12 hours increased the percentage of active caspase-1 positive

MSC-2 cells while combination with DHA limited the effect of 5-FU by reducing the



percentage of caspase-1 positive cells in a dose-dependent manner (Fig. 4a). Accordingly,
the treatment with 5-FU in tumor-bearing mice fed a standard diet promoted caspase-1
activation in MDSC (CD11b" Grl" cells) purified from spleen. By contrast, MDSC
originating from tumor-bearing mice treated by 5-FU and fed a DHA-enriched diet
presented a lower caspase-1 activity (Fig. 4b). We postulated that the down-regulation of
NLRP3 inflammasome activation mediated by DHA could involve the JNK pathway.
Unexpectedly, JNK inhibitor (SP600125 at 4 uM and 10 pM) did not decrease caspase-1
activity in 5-FU-treated MSC-2 (Fig. 4c) assessed at 12 hours; a time point where p-JNK
reached its highest expression (Fig. 2a). This data evidences that DHA reduces NLRP3

inflammasome activity by a JNK-independent mechanism.

DHA decreases NLRP3 inflammasome assembly in 5-FU-treated MDSC

The induction of caspase-1 activity inside the NLRP3 inflammasome requires the
formation of a multiprotein complex through the spatial arrangement between the NLRP3
protein and the scaffold protein ASC which allows their interaction **. We explored the
formation of NLRP3 inflammasome by in situ proximity ligation assay (PLA). The number
of cells with a positive PLA signal (at least one red dot in a cell) evidencing NLRP3-ASC
or NLRP3-caspase-1 proximity increased in MSC-2 treated with 5-FU (1 pM) compared to
untreated MSC-2 (Fig. 5a and 5b). The mean of red dot number per cell also increased in
5-FU-treated MSC-2 (Fig. S4a). By contrast, the addition of DHA in 5-FU-treated MSC-2
inhibited the interaction between either NLRP3 and ASC or NLRP3 and caspase-1 (Fig.
Sa-b and S4a). The lysosomal permeabilization induced by 5-FU controls the activation
and formation of NLRP3 inflammasome through cathepsin-B release and its binding to
NLRP3 *. Therefore, we analysed lysosomal permeabilization with a lysotracker in MSC-2

and the interaction of NLRP3 and cathepsin-B by in situ PLA. We confirmed that 5-FU



treatment activates lysosomal permeabilization (Fig. S4b) and increases the proportion of
cells with a positive PLA signal as well as the mean of red dot number per cell highlighting
the interaction between NLRP3 and cathepsin-B (Fig. 5¢ and S4c). Noteworthy, the
combination with DHA did not repress neither the lysosomal permabilization (Fig. S4b)
nor the NLRP3 and cathepsin-B interaction (Fig. Sc and S4c). The scaffold protein
B-arrestin-2 was reported to interact with NLRP3 leading to the inhibition of NLRP3
inflammasome activity *°. Therefore, we evaluated the effect of DHA on the interaction
between NLRP3 and f-arrestin-2. The co-treatment of MSC-2 with 5-FU and DHA
increases PLA positive cells as compared to control or 5-FU-treated MSC-2 suggesting that
DHA-mediated inhibition caspase-1 activity occurred through the binding of -arrestin-2 to
NLRP3 (Fig. 5d and S4d). Here, the results suggest that DHA inhibits the formation of
NLRP3 inflammasome induced by 5-FU in MDSC in a cathepsin-B-independent and a

B-arrestin-2-dependent manner.

DHA content is associated with active caspase-1 and IL-1p levels in 5-FU-treated
patients

We determined the percentage of plasma DHA prior to a 5-FU-based chemotherapy (D0) in
patients with colorectal cancer (n=46) and we investigated the correlation with plasma
IL-1B level one day after the chemotherapy (D1). The analysis of DHA content compared
to 5-FU-mediated change of IL-1p level in all patients did not lead to a significant
correlation between these two parameters (Fig. S5a). By focusing on 5-FU-treated patients
with an increase of IL-1f level (n=26), we found a negative correlation between plasma
DHA content and IL-1p increase (Fig. 6a). The association between the plasma DHA
content and active caspase-1 change (DO and D1) in circulating MDSC of the patients

treated with a 5-FU-containing chemotherapeutic regimen did not give a significant result

10



(data not shown). We also focused on patients with post-chemotherapeutic increased
caspase-1 activity (Fig. S5c¢c and S5d) and we showed a negative correlation between
plasma DHA content and caspase-1 activity increase in HLA-DR™ CD33" CD15" MDSC

(Fig. 5b and 5c).
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Discussion

IL-1B production contributes to cancer development and progression but also limits the
anti-cancer effect of 5-FU through NLRP3 inflammasome activation in MDSC *® 2" n
NLRP3” and IL-1p 7~ mice models, the treatment with 5-FU shows a long term tumor
growth regression % Therefore, the inhibition of NLRP3 inflammasome activity and/or
IL-1P secretion constitutes a way to correct 5-FU ambivalent action in cancer patients. In
the present study, we found a negative association between plasma DHA content before
treatment and induction of IL-1B secretion or caspase-1 activity in HLA-DR CD33" CD15"
cells from 5-FU-treated patients. Pre-clinical data described in this study allow us to speculate
that plasma DHA would limit the secretion of IL-1B as well as the activation of caspase-1
induced by 5-FU in these patients and would improve their response to 5-FU. A recent phase
II trial (IRAFU) suggested that the use of IL-1 receptor antagonist (Anakinra) together with
5-FU and bevacizumab (anti-VEGF) increased progression-free survival and overall survival
for metastatic colorectal cancer patients '’. However, 78% of patients showed therapy-related
grade 3 toxicity (neutropenia, diarrhea, high blood pressure and hepatic cholestasis) '’. By
contrast, omega-3 fatty acids such as DHA found in fish oils potentiated 5-FU-based therapy
and reduced chemotherapy toxicities according to both epidemiological and pre-clinical
studies " *2%1:3% 3537 Nevertheless, the quality of fish oils seems to be important to obtain
a positive effect on 5-FU action since the hexadeca-4,7,10,13-tetraenoic acid (16:4 n-3), a
minor fatty acid found in fish oils, would limit efficacy of anti-cancer drugs such as 5-FU '"*°,
In this work, we demonstated data demonstrating that highly purified DHA is able to enhance
the anti-tumor efficacy of 5-FU in a murine cancer model by repressing 5-FU-induced
IL-1B secretion in MDSC under the control of NLRP3 inflammasome and JNK pathway.

The maturation of bioactive IL-1B in 5-FU-treated MDSC requires the activation of

caspase-1 subsequently to NLRP3 inflammasome formation *. Here, we highlighted that
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DHA inhibits the chemotherapeutic-induced NLRP3 inflammasome assembly evidenced by
loss of NLRP3 and caspase-1 or ASC interaction leading to a decrease in caspase-1 activity
in MDSC. NLRP3 inflammasome formation and activation in 5-FU-treated MDSC also
requires lysosomal rupture and cathepsin-B release ‘. DHA treatment did not prevent
lysosomal rupture as well as interaction between NLRP3 and cathepsin-B. Such
observations suggest that the regulation of NLRP3 inflammasome activity as evaluated by
caspase-1 activity would involve an event subsequent to the interaction between cathepsin-
B and NLRP3. The regulation of caspase-1 activity essential to IL-1p maturation has been
already described in DHA-treated macrophages exposed to LPS and nigericin **. The
activation of G protein-coupled receptor 120 (GPR120) and GPR40 by DHA induces the
binding of the downstream scaffold protein p-arrestin-2 on NLRP3 inflammasome leading
to inhibition of caspase-1 activity ¥ In accordance with this previous report, we
demonstrated using in situ PLA that DHA treatment increases the interaction between
B-arrestin-2 and NLRP3 in 5-FU-treated MSC-2. Furthermore, GPR120 is expressed in
MSC-2 (data not shown) and the GPR120- B-arrestin-2 pathway might reproduce the
inhibition of NLRP3 inflammasome activity by DHA observed in macrophages.

Interestingly, we showed that 5-FU treatment triggers the activation of JNK pathway as
evidenced by phosphorylation of JNK and its inactivation by SP600125 which blocked
IL-1pB release. Prior publications reported the ability of JINK pathway to decrease IL-18
secretion in inflammasome-activated macrophages. Indeed, JNK is involved in NLRP3
inflammasome activation and formation through the phosphorylation of NLRP3 and ASC
1632 However, DHA-mediated JNK inactivation in MDSC did not appear to regulate
NLRP3 activity since the inhibition of JNK pathway did not repress 5-FU-induced caspase-
1 activity. Thus, the inactivation of JNK pathway by DHA would be involved in the

inhibition of mature IL-1 secretion step and independently of cell death since SP600125
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did not change the rate of cell death induced by 5-FU. The regulation of IL-1f release is a
complex process and deserves further investigations. A critical point is the role of
gasdermin D which once activated by caspase-1, contributes to IL-1p secretion **. Although
the inhibition of ROS generation did not repress 5-FU-mediated caspase-1 activity in MDSC *,
we showed here that IL-1f secretion is controlled by 5-FU-generated ROS leading to
activation of JNK independently of lysosomal and caspase activity. Such observations
strengthen the hypothesis of a role for JNK in the step of mature IL-1p secretion. The
blockade of 5-FU-mediated JNK activation by DHA suggests a direct action on ROS
production. However, we cannot exclude a supplementary mechanism involving
B-arrestin-2 in the regulation of JNK. Indeed, the binding of the scaffold protein -arrestin-
2 onto TABI1 is able to inhibit JNK phosphorylation induced by TAKI in LPS-treated
macrophages > and might represent another mechanism for regulation of JNK-dependent
IL-1B secretion by DHA.

The present findings highlight DHA ability to regulate NLRP3 inflammasome activity and
IL-1B secretion dependent on JNK pathway in 5-FU-treated MDSC. Furthermore, we
identified a negative correlation between plasma DHA level and increase in both
circulating IL-1B and caspase-1 activity in HLA-DR" CD33" CD15" MDSC from patients
with 5-FU-based chemotherapy. Altogether, our work suggests that DHA might have the

potential to improve the anti-cancer effect of 5-FU chemotherapy.

14



Materials and methods

Reagents

Docosahexaenoic acid (DHA, C22:6 n-3), eicosapentaenoic acid (EPA, C20:5 n-3), oleic acid
(OA, C18:1 n-9), linoleic acid (LA, C18:2 n-6), SP600125 (JNK inhibitor), N-acetyl-L-
Cysteine (NAC), chloroquine (CQ), were purchased from Sigma-Aldrich. TEMPOL was
obtained from Abcam (France), Bafilomycine Al from Enzo (Enzo Life Sciences, France)

and 5-FU from ACCORD.

Patients

Between October 2016 and July 2018 we collected whole blood from metastatic CRC patients
(n= 46) at the Georges Francois Leclerc Cancer Center (Dijon, France). mCRC patients were
diagnosed in our cancer center and received 5-Fluorouracil-based chemotherapy (mostly
combination of 5-FU plus irinotecan or 5-FU plus oxaliplatin). All patients gave informed
consent approved by the local Ethics Committee. The collection of blood sample is authorized
by the French authorization (nr. AC2014-2460). No additional blood samples beyond those
required for routine testing were taken. Whole blood of mCRC patients was sampled before

(DO0) and after one cycle of chemotherapy on EDTA-K2 tubes (BD Biosciences) for analysis.

Fatty acid analysis by GC-MS NCI

Twenty five microliters of plasma were spiked with 25 pl of SI-Mix solution containing 1300
ng of myristic acid-d3, 5640 ng of palmitic acid-d3, 4200 ng of stearic acid-d3, 3252 ng of
linoleic acid-d4, 5.2 ng of arachidic acid-d3, 2160 ng of arachidonic acid-d8, 54 ng of behenic
acid-d3, 540 ng of DHA-dS, 26 ng of Lignoceric-d4 and 20 ng of cerotic acid-d4 in ethanol.

Samples were further analyzed as previously described .
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Tumor growth, diet and 5-FU treatment

All studies with mice were conducted in accordance with the local guidelines for animal
experimentation. Protocol no. 8821 was approved by the institutional animal care and use
committee of Université de Bourgogne-Franche-Comté. To induce tumor formation, 10° EL4
cells were subcutaneously injected into female C57BL/6J mice (7-9 weeks) from Charles
River Laboratories (France). Once tumors are measurable, EL4 tumor-bearing mice were
randomly assigned to either a group of mice daily fed an isocaloric control diet with
sunflower oil or a 3% DHA-enriched diet (Omegavie DHA90 TG, Polaris Nutritional Lipids,
France). After one week of experimental diet, mice received a single intra-peritoneal injection
of 5-FU at 50 mg per kg body weight (tumor size ~100 mm?”). Tumor growth was monitored

over the time and tumor surface was calculated according to the formula: length x width.

Cell culture

MSC-2 cell line kindly provided by V. Bronte (Istituto Oncologico, Padova, Italy) is
CD11b"/Gr-1" immortalized MDSC obtained from BALB/c.

EL4 thymoma cells and MSC-2 cells were cultured at 37 °C under 5% CO, in RPMI 1640
with 10% (v/v) heat inactivated fetal bovine serum (FBS) penicillin, streptomycin,
amphotericin B antibiotic cocktail, all from Dutscher (Dutscher, Brumath, France). Cell lines
were authenticated by examination of morphology and growth characteristics and confirmed
to be mycoplasma free. MSC-2 cells were treated with fatty acids (20 to 60 pM) bound to
fatty acid free-bovine serum albumin (ratio 4:1) (BSA, Sigma-Aldrich) 3 hours prior to 5-FU

treatment at 1 pM.

Western-blotting analysis
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Protein lysates of MSC-2 were obtained with RIPA lysis buffer containing phosphatase and
protease inhibitor cocktail (P2850 and P8340, Sigma-Aldrich). Total protein lysates were
resolved by SDS-PAGE and analysed by western-blotting with the following antibodies:
anti-IL-1B (R&D systems, AF-401), anti-B-actin (Sigma-Aldrich, A1978), HRP-conjugated
anti-goat and anti-mouse (Cell Signaling Technology).

For supernatant precipitation, MSC-2 cells were treated in Opti-MEM 1 Reduced Serum
Medium (ThermoFisher Scientific) for 24 hours. Briefly, one volume of culture supernatant
was precipitated with one volume of methanol and % volume of chloroform. The mixture was
vortexed and centrifuged at 16000 g for 10 minutes. The aqueous methanol layer was
removed from the top of samples. The proteins remained at the phase boundary between the
aqueous methanol layer and the chloroform layer. Two volumes of methanol were added, and
then the mixture was vortexed and centrifuged at 16000 g for 10 minutes. The supernatant
was removed without disturbing the pellet, and the pellet was dried under nitrogen gas. To
finish, pellet was dissolved in 2X loading buffer, incubated 5 minutes at room temperature
and then 5 minutes at 100°C. Total proteins were resolved by SDS-PAGE and analysed by

western-blotting.

Caspase-1 activity

To assess caspase-1 activity in MSC-2, the FAM-YVAD-FMK fluorescent probe from
Immunochemestry Technologies (Bio-Rad, Marnes-la-coquette, France) was used according
to the manufacturer's instructions and as previously described .

To assess caspase-1 activity in CD11b" Gr-1" MDSC, spleens were collected from treated
tumor-bearing mice. Then, they were manually dissociated and red blood cells were lysed
(NH4C1 0.83%, KHCO3 0.1%, EDTA 0.1 mM). Cells were saturated by using mouse FcR

blocking reagent (Miltenyi Biotec, Paris, France), then Gr-1" MDSC was first purified by
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using phycoerythrin-cyanine 7-conjugated anti-Gr-1 (RB6-8C5, Ozyme, France) and anti-
Cyanine 7 microbeads (Miltenyi Biotec). Cells were incubated with the FAM-YVAD-FMK
fluorescent probe according to the manufacturer’s instructions and then MDSC were
discriminated by using allophycocyanine (APC)-conjugated anti-CD11b (REA592) from
Miltenyi Biotec for 20 minutes at 4°C, dead cells were exclude using 7-AAD staining.

To assess caspase-1 activity in MDSC from 5-FU-treated colorectal cancer (CRC) patients,
100 uL of heparinized whole blood obtained before and 24 hours after 5-FU treatment were
incubated with the FAM-YVAD-FMK fluorescent probe according to the manufacturer’s
instructions. Then cells were stained with lineage cocktail PE-Vio770-conjugated anti-CD3
(BW264/56), anti-56 (REA196), anti-19 (REA675), and anti-20 (REA780), PE-conjugated
anti-CD33 (REA775), Viogreen-conjugated anti-CD15 (VIMC6), APC-Vio770-conjugated
anti-CD14 (TUK4), and APC-conjugated anti-HLA-DR (AC122) antibodies and viobility ™
405/452 fixable dye (Miltenyi Biotec) to exclude dead cells for 20 minutes at room
temperature. After surface staining, 2 mL of red blood cells lysis/fixation solution (BD) was
added for 10 minutes, cells were centrifuged (450 g for 10 minutes) and then resuspended in
flow cytometry staining buffer (eBioscience, Fisher scientific, France).

All events were acquired by a BD LSR-II flow cytometer with BD FACSDiva software (BD),

and data were analysed using FlowJo software (Tree Star).

JNK phosphorylation staining

MDSC (CD11b" Gr-1") from tumor-bearing mice were purifed and surface labelled as
described above. Cells were fixed and permeabilized using BD Cytofix/Cytoperm buffer (BD),
washed with BD Perm/Wash buffer according manufacturer’s recommendations and saturated
with Perm/Wash solution containing 5% BSA. Primary antibody against p-JNK (G-9, Ozyme,

France) was incubated 1 hour at 4°C, washed and incubated 45 minutes at 4°C with
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Alexa488 antibody to mouse IgG (A-11001, Life Technologies). MDSC were washed and
resuspended in flow cytometry staining buffer (eBioscience, Fisher scientific, France). JNK
phosphorylation in MDSC was determined via Median of Fluorescence Intensity using

FlowJo software (Tree Star).

ELISA
IL-1B concentration in cell culture media and plasma was measured using Mouse IL-1
beta/[L-1F2 DuoSet ELISA Kit or Human IL-1 beta/IL-1F2 Quantikine ELISA Kit (R&D

Systems, France) according to manufacturer’s instructions.

Proximity Ligation Assay

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde at 4°C for 10 minutes and permeabilized using a
3% BSA, 0.2% Saponin (Sigma Aldrich) for 20 minutes. Samples were incubated overnight at
4°C  with primary antibodies (anti-NLRP3, anti-Caspase-1, anti-cathepsine-B,
anti-fB-arrestine-2). Cells were incubated with the appropriate probes (anti-Rabbit PLUS,
#DUO092002; anti-Goat MINUS, #DUO092006 or anti-Mouse MINUS, #DU092004) for one
hour at 37°C. Probes were then ligated for 30 minutes at 37°C, washed twice and amplified
using the manufacturer’s polymerase for 100 minutes at 37°C in the dark. Cover glasses were
mounted with a drop of mounting medium containing DAPI (Invitrogen). Microscopy images
were taken on an Axio Imager 2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany) equipped
with an Apotome.2 module (Carl Zeiss GmbH). Images were acquired using an AxioCam
MRm monochrome CCD camera (Carl Zeiss GmbH) with filter sets 43 HE

(Rhodamine/Alexa568) and 49 (DAPI).

Statistical analysis
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Data are presented as mean +£ SD or SEM. Statistical analyses were performed using Prism
(GraphPad). Normal distribution of data was determined using the d’Agostino Pearson test
and statistical significance was defined by Kruskal-Wallis with Dunn’s post hoc test or
one-way ANOVA with Tukey’s post hoc test. Spearman correlation was calculated between
two groups. A value of p< 0.05 was considered statistically significant. *p<0.05; **p<0.01;

**%p<(0.001; ****p<0.0001; ns, non-significant.
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Figure Legends

Fig. 1

IL-1B secretion is reduced by DHA in 5-FU-treated MDSC. a MSC-2 were treated by
5-FU (1 uM) for 24 hours +/- DHA (20 to 60 uM) and cell culture media were collected
for analysis of IL-1B concentration by ELISA. Error bars represent mean = SD from four
independent experiments. b Analysis of IL-1B secretion by ELISA in MSC-2 treated with
5-FU (1 uM) for 24 hours +/- DHA, eicosapentaenoic (EPA), oleic (OA) and linoleic (LA)
acids at 60 pM. Error bars represent mean = SD from 3-6 independent experiments. ¢
Determination of IL-1p content in EL4 tumor-bearing mice 48 hours after treatment with
5-FU (50 mg/kg) fed control (ctr) or DHA-enriched diet. d Monitoring of tumor growth in
mice fed a ctrl diet (n=8, black) or DHA-enriched diet (=9, gray) and in mice treated with a
single 5-FU injection (50 mg/kg; blue arrow) and fed fed a ctrl diet (n=9, purple) or
DHA-enriched diet (n=9, red). Error bars represent mean + SEM. *p<0.05; **p<0.01;

**%p<0.001; ****p<0.0001; ns, non-significant.

Fig. 2

DHA treatment decreased 5-FU-induced JNK activation in MDSC. a Expression of
phospho-JNK (p-JNK) and total JINK in MSC-2 treated with 5-FU (1 pM) for indicated
times. b Expression of phospho-JNK and total JNK in MSC-2 treated with 5-FU (1 uM)
for 12 hours +/- DHA and oleic acid (OA). ¢ Phosphorylation of JNK was assessed by
flow cytometry in MDSC (CD11b" Grl") purified from spleen of EL4 tumor-bearing mice
treated with 5-FU (50 mg/kg) for 24 hours fed control (ctr) or DHA-enriched diet. Error
bars represent mean + SEM. d Analysis of IL-1p secretion by ELISA in MSC-2 treated

with 5-FU (1 pM) +/- inhibitor of JNK (SP) for 24 hours. Error bars represent mean = SD
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of three independent experiments. e Expression of mature IL-1 in supernatant (SN) and
cell lysates of MSC-2 treated as (d). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001; ns,

non-significant.

Fig. 3

ROS scavengers inhibited JNK activation-dependent IL-1B secretion in MDSC. a
Expression of phospho-JNK and total JNK in 5-FU-treated MSC-2 and co-treated with
bafilomycin A (Baf.), chloroquin (CQ), N-acetyl-cysteine (NAC), Tempol (Tpol) and
inhibitor of pan-caspases (ZVAD) for 12 hours. b IL-1f secretion by ELISA in MSC-2
treated with 5-FU (1 uM) +/- anti-oxidants N-acetyl-cysteine (NAC) and Tempol (Tpol)
for 24 hours. Error bars represent mean = SD from three independent experiments. Error bars
represent mean = SD from three independent experiments. *p<0.05; **p<0.01;

**%%p<0.0001; ns, non-significant.

Fig. 4

Repression of caspase-1 activity in 5-FU-treated MDSC mediated by DHA exposure. a
Analysis of 5-FU-induced caspase-1 activity by FLICA in MSC-2 treated with 5-FU (1
uM) for 12 hours +/- DHA (20 to 60 uM) or oleic acid (OA). Error bars represent
mean £ SD from three independent experiments. b Measure of caspase-1 activity by FLICA
in MDSC (CD11b" Grl") purified from spleen of EL4 tumor-bearing mice treated with 5-
FU (50 mg/kg) for 24 hours fed control (ctr) or DHA-enriched diet. Error bars represent
mean £ SEM. ¢ Caspase-1 activity analysed by FLICA in 5-FU-treated MSC-2 for 12
hours +/- JNK inhibitor SP600125 (4 and 10 uM). Error bars represent mean + SD from
four independent experiments. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001; ns, non-

significant.
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Fig. 5

Inhibition of NLRP3 inflammasome assembly by DHA. a-d In situ Proximity Ligation
Assay. MSC-2 were treated for 12 hours with 5-FU (1 uM) +/- DHA (60 pM). In one
experiment, cells (80-100 cells) were analysed for a positive PLA signal (at least one red dot
in a cell). Results are presented from three independent expriments. Error bars represent

mean £ SD. **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001; ns, non-significant.

Fig. 6

Correlation of plasma DHA and active caspase-1 or IL-1B in 5-FU-treated patients. a
Correlation between percentage of DHA before therapy and IL-1p content change before
(DO0) and after (D1) 5-FU chemotherapy (n=26 patients). b-¢ Correlation between plasma
DHA content before therapy and ratio of caspase-1 activity before (DO) and after (D1)
5-FU chemotherapy in HLA-DR" CD33" CDI14" cells (¢) or in HLA-DR CD33" CD15"

cells (d) (n=26 patients).
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Figure 6
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Docosahexaenoic acid improves 5-Fluorouracil anti-cancer action through the inhibition of

NLRP3 inflammasome activity and JNK-dependent IL-1p secretion in MDSC.

Supplemental Figure Legends

Fig. S1

a Analysis of IL-1p mRNA expression in MSC-2 treated for 24 hours with 5-FU +/- DHA
(60 uM). Error bars represent mean + SD from three independent experiments. b Viability of
MSC-2 treated for 12 and 24 hours with 5-FU +/- fatty acids was assessed by 7-AAD
staining in flow cytometry. Error bars represent mean=+ SD from four independent
experiments. C Viability of CD11b" Grl™ cells analysed by 7-AAD staining in flow
cytometry. Cells were purified from spleen of EL4 tumor-bearing mice fed control (ctrl)
or DHA diet and treated for 24 hours with 5-FU (50 mg/kg). Error bars represent
mean + SD from four independent experiments. d EL4 tumor growth monitoring in mice
control (ctrl) or treated by a single injection of 5-FU (blue arrow) and intra-peritoneal
injections of vehicle (5-FU) or free DHA (5-FU + DHA). The injections of vehicle or free
DHA were performed every two from days 12 (red arrow) to 30. *p<0.05; **p<0.01;

**%p<(0.001; ns, non-significant.

Fig. S2
a Viability of MSC-2 treated by 5-FU (1 uM) +/- SP60125 for 24 hours analysed by
7-AAD staining in flow cytometry. Error bars represent mean + SD from three independent

experiments.

Fig. S3



a Expression of NLRP3 inflammasome components was analysed by western-blotting
with antibodies raised against NLRP3, caspase-1, IL-1p, ASC and cathepsin-B. MSC-2
protein lysates were collected 12h after treatment with 5-FU (1 uM) +/- DHA (20 to 60

uM) or oleic acid (OA).

Fig. S4

a Analysis of proximity between NLRP3 and caspase-1 or ASC has been performed by in
situ Proximity Ligation Assay in MSC-2 treated with 5-FU +/- DHA for 12 hours. The
mean of reds dots per cell nucleus was determined with ICY software. Error bars represent
mean + SD from at least three independent experiments. b Lysosomal permeability has been
evaluated in 5-FU-treated MSC-2 cells +/- DHA (60uM) and bafilomycine Al (Baf) using
Lysotracker Deep Red labelling. Error bars represent mean = SD from three independent
experiments. C-d Analysis of proximity between NLRP3 and cathepsin-B (c), NLRP3 and
B-arrestin-2 (d) has been performed by in situ Proximity Ligation Assay in MSC-2 treated
with 5-FU +/- DHA for 12 hours. The mean of reds dots per cell nucleus was determined
with ICY software. Error bars represent mean+ SD from at least three independent

experiments. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001; ns, non-significant.

Fig. S5

a Correlation between plasma DHA (% of total fatty acids) before therapy (D0) and IL-1
content change before (D0) and after (D1) 5-FU-based chemotherapy (n=46 patients).

b-c Analysis of active caspase-1 by FLICA in HLA-DR CD33" CD14" cells (b) or in HLA-
DR CD33" CDI5" cells (c) from patients before (D0) and after (D1) 5-FU-based

chemotherapy (n=46 patients). Panels in red (b) and blue (c) showed patients with increase



caspase-1 activity (D1/D0) in HLA-DR CD33" CD14" cells or in HLA-DR CD33" CD15"

cells.

Supplemental Material and Methods

Tumor growth, free DHA injections and 5-FU treatment

Mice received two-daily intra-peritoneal injections of free DHA (30 ug / g body weight;
Sigma-Aldrich) 6 days prior to a single intra-peritoneal injection of 5-FU at 50 mg per kg
body weight (tumor size ~100 mm?). Injections of free DHA were performed from days 12 to
30. Tumor growth was monitored over the time and tumor surface was calculated according to

the formula: length x width.

Western-blotting analysis

Protein lysates of MSC-2 were obtained with RIPA lysis buffer containing phosphatase and
protease inhibitor cocktail (P2850 and P8340, Sigma-Aldrich). Total protein lysates were
resolved by SDS-PAGE and analysed by western-blotting with the following antibodies:
anti-NLRP3 (Adipogen Cryo-2), anti-ASC (Cell Signaling Technology, B2WS&8U),
anti-Cathepsine B (Santa-Cruz S-12), anti-Caspase-1 (Adipogen, Casper-1), anti-IL-1p (R&D
systems, AF-401), anti-p-JNK (Cell Signaling Technology, 98F2), anti-JNK (Cell Signaling
Technology, 56G8), anti-fB-actin (Sigma-Aldrich, A1978), HRP-conjugated anti-mouse,

anti-goat and anti-rabbit (Cell Signaling Technology).

Lysotracker
At 4 and 6 hours of different treatments, adherent cells were labelled with the lysotracker
DeepRed probes (Fisher) dissolved at 50 nM in cell culture medium for 30 minutes, cells

were then collected and centrifuged for cytometry analysis.



Reverse transcription and quantitative PCR

Total RNA was extracted with Trizol (Life Technologies) and reverse transcribed with
M-MLV reverse transcriptase kit from Applied Biosystem (Life technologies). Real-time
RT-gPCR was performed with SYBR™ Green PCR Master Mix from Applied Biosystem
(Life technologies) using a StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
The sequence of primers were : f-actin F : 5-ATGGAGGGGAATACAGCCC-3, R:
S-TTCTTTGCAGCTCCTTCGTT-3', 18S F : 5-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3’, R
5’-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’, IL-1 F : 5-GGTCAAAGGTTTGGAAGCAG-3’, R:
5’-TGTGAAATGCCACCTTTTGA-3’. Expression was normalized to -actin and 18S. Relative

expression of RNA targets was determined using the comparative AAC; method.
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Discussion

L'ambivalence du 5-FU reste un probléme majeur dans le traitement du cancer par I’établissement
d’une résistance dépendante de la production de I'lL-1B. Bien que l'administration du 5-FU
provoque une régression tumorale par ses propriétés cytotoxiques contre les cellules cancéreuses
mais aussi par la déplétion des cellules myéloides immunosuppressives MDSC (Vincent et al.,
2010b), le 5-FU installe un environnement propice a sa perte d’efficacité en activant
I'inflammasome NLRP3 dans les MDSC libérant de I'lL-1B. L'augmentation de I'IL-1B limitera les
propriétés anti-cancéreuses du 5-FU par sécrétion d’IL-17 via les Th1l7, aux propriétés
pro-tumorales (Bruchard et al., 2013). L'utilisation de cette chimiothérapie en association avec des
acides gras polyinsaturés en n-3 semble étre une stratégie prometteuse dans le traitement du
cancer. Notre étude a démontré que le DHA a la capacité de diminuer la sécrétion de la cytokine

pro-inflammatoire IL-1B par les MDSC permettant ainsi une action prolongée de la chimiothérapie.

|. Le DHA inhibe la formation et |'activité de I'inflammasome NLRP3

La formation et I’activation de I'inflammasome NLRP3 nécessitent une étape préalable de priming.
L'exposition au 5-FU conduit a une augmentation de I'expression de ’ARNm IL-1B dans les MSC2
et constitue ainsi un stock de substrat pour la caspase-1 active au sein de I'inflammasome NLRP3.
Cette régulation pourrait étre dépendante du facteur de transcription NFkB (Bauernfeind et al.,
2009). Au contraire, le DHA a par différents mécanismes la capacité de réprimer I'activité NFkB
(Weldon et al. 2007). Or, notre étude montre que le DHA ne modifie pas le niveau d’expression de
I’ARNm IL-1B induit par 5-FU suggérant une régulation indépendante de NFkB (figure Sl1a). Le
priming régule également I'expression de 'ARNm NLRP3 ou la stabilité de la protéine notamment
par la dégradation protéasomale dépendante de I'ubiquitination (Bednash and Mallampalli, 2016).
Nous avons observé que I'expression du géne Nirp3 n’est pas modifiée par un traitement 5-FU
(non montré) ni le niveau protéique de NLRP3 (figure S3) excluant une régulation par
d’éventuelles ubiquitine ligases impliquées dans la dégradation protéasomale de NLRP3. Au final,
I'exposition au 5-FU ne semble pas activer I'étape de priming dans sa globalité mais ne

concernerait que I'augmentation de I'expression de 'ARNm IL-1p.

La maturation de la pro-forme de I'lL-1B suite au traitement par le 5-FU dans les MDSC nécessite
sa coupure par la caspase-1 (Bruchard et al., 2013). Nous avons montré que le DHA était capable
de s’opposer a l'activation de la caspase-1 induite par un traitement par le 5-FU dans notre
modele cellulaire de MDSC (MSC2) (figure 4a) ainsi que dans les MDSC spléniques issues de souris

porteuses de tumeurs EL4 suivant un régime enrichi en DHA (figure 4b). Dans ces mémes MSC2, il
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a été observé que I'activation de I'inflammasome NLRP3 provenait de la fixation de la cathepsine B
sur NLRP3 suite a une perméabilisation lysosomale (Bruchard et al., 2013). Or, le DHA n’affecte ni
la perméabilité lysosomale (figure S4b) ni l'interaction entre cathepsine B et NLRP3 (figure 5c).
Nous pouvons supposer que le DHA puisse soit réguler I’activité de la cathepsine B soit agir par un
élément répresseur de l'activité NLRP3 indépendamment de la cathepsine B. Ainsi, dans un
modele de macrophages, les AGPI n-3, DHA et EPA inhibent I'activation de I'inflammasome NLRP3
induite par le LPS ou la nigéricine. En se fixant aux récepteurs GPR40 et GPR120, les AGPI n-3
entrainent la liaison entre la protéine d’échafaudage B-arrestine 2 et NLRP3. Cette étude évalue
I'activité caspase-1 sans définir la capacité de la B-arrestine 2 a modifier I'assemblage de
I'inflammasome NLRP3. Dans ce travail de thése, nous avons confirmé l'interaction entre NLRP3 et
la B-arrestin 2 (figure 5d) ainsi que l'inhibition de I'activité caspase-1 par le DHA. De plus, nous
avons établi que le traitement DHA diminuait la formation de I'inflammasome NLRP3, conférant
probablement a la B-arrestine 2 cette propriété. Des résultats obtenus au laboratoire ont permis
de montrer que le récepteur aux AGPlI GPR40 n’était pas exprimé dans les cellules MSC2, excluant
ce dernier de la signalisation de I'inflammasome NLRP3. En revanche, le récepteur GPR120 est
retrouvé sur les MDSC et pourrait participer a l'inhibition de I'inflammasome NLRP3 dans les
MDSC par le DHA. Il a été décrit I'importance de ce récepteur dans la régulation de la croissance
tumorale par les AGPI n-3. Ainsi, I'implantation de tumeur du pancréas dans un modele de souris
déficientes pour GPR120 (GPR120 KO) abolit les effets anti-tumoraux d’une intervention
nutritionnelle enrichie en AGPI n-3 et notamment, la réduction des marqueurs associés a un
phénotype de macrophages M2 au niveau de la tumeur (Liang et al., 2018). La perte d’interaction
entre les composants de l'inflammasome NLRP3 constitue trés vraisemblablement I'étape
principale expliquant la diminution de I'activité caspase-1. La régulation de la formation de
I'inflammasome peut étre dépendante de protéines modulatrices comme la kinase Nek7 qui
permet le recrutement et la formation des structures oligomériques de ASC appelées « ASC
specks », indépendamment de son activité kinase (Dick et al. 2016, He et al. 2016b). Le DHA
pourrait perturber la formation de l'inflammasome en régulant la fonction de cette protéine,
comme par exemple en induisant une compétition de fixation entre Nek7 et la B-arrestine 2 sur
NLRP3. De plus, un des événements nécessaires a l'acquisition de la compétence de NLRP3 a
former l'inflammasome est la phosphorylation de NLRP3 par JNK 1 (Song et al., 2017b). Nous
avons pu voir qu’un traitement par le 5-FU entraine l'activation de JNK, traduit par sa

phosphorylation dans les MSC2 dés 8 heures de traitement pour atteindre une activation
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maximale a 12h (figure 2a). Néanmoins, nous n’avons pas été en mesure de montrer une
inhibition de I'activité caspase-1 induite par le 5-FU par I'utilisation de I'inhibiteur JNK SP600125
(figure 4c). En revanche, I'inhibition de JNK s’oppose a I'induction de la sécrétion d’IL-1B induite
par le 5-FU (figure 2d et 2e) nous menant a penser que la régulation de JNK par le 5-FU intervient

directement sur la sécrétion d’IL-1B et non pas sur I'activation de I'inflammasome NLRP3.

Il. Le DHA inhibe la sécrétion d’IL-1B en régulant la voie JNK

Bruchard et al.,, montrent qu’un traitement par le N-Acetyl-Cystéine, un piégeur de ROS, ne
modifie pas la capacité du 5-FU a activer la caspase-1. Or, les ROS sont a l|'origine de la
phosphorylation de INK et leur piégeage prévient |'activation de la voie JNK, ainsi que la sécrétion
de I'lL-1PB (figures 3a et 3b). Cette donnée conforte I'observation d’'une régulation de la sécrétion
d’IL-1B par JNK sans action sur la caspase-1. A I'image des piégeurs de ROS, le DHA est capable de
s’opposer a l'activation de JNK induite par le 5-FU dans les MISC2 (figure 2b) et également dans les
MDSC issues de souris porteuses de tumeurs (figure 2c). De la méme maniere que l'inhibiteur JNK,
le DHA est capable de réduire la sécrétion d’IL-1B induite par le 5-FU dans les MSC2 (figures 1a).
Nous avons également constaté une inhibition du taux circulant d’IL-1B dans la plasma des souris
porteuses de tumeurs traitées au 5-FU et suivant un régime enrichi en DHA comparé aux souris
suivant le régime contrdle (figure 1c). Le DHA semble donc avoir deux actions indépendantes sur la
régulation de I'IL-1B. D’une part la régulation de la formation et de I'activité de I'inflammasome
NLRP3 et d’autre part, la régulation de la sécrétion de la forme mature de I'IL-1B par la voie JNK.
Nous sommes actuellement en train d’établir une lignée stable MSC2 surexprimant la forme
mature d’IL-1B couplée a une étiquette V5, afin d’évaluer spécifiguement la régulation de I'étape

de sécrétion de I'lL-1P par JNK et DHA, en aval d’une action de I'inflammasome NLRP3.

Bien que les mécanismes de régulation de I'activité de NLRP3 et de la sécrétion d’IL-1 par le DHA
semblent indépendants, nous pouvons supposer que la B-arrestine 2 puisse également intervenir
au niveau de la régulation de JNK. En effet, dans notre modele le DHA semble agir via des voies
dépendantes de la B-arrestine 2. Or, la fixation de la B-arrestine 2 sur TAB1 permet l'inhibition de
JNK par inhibition de TAK1 dans un modéle de macrophages stimulés au LPS (Oh et al., 2010). ||
sera donc intéressant d’approfondir de réle de la B-arrestine 2 dans la régulation de la sécrétion

de I'lL-1B par le DHA.
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Les mécanismes de régulation de la sécrétion de I'lL-1B sont multiples et interviennent a
différentes étapes notamment par l'induction de la mort (England et al., 2014). Le 5-FU entraine la
sécrétion de I'lL-1B mais également la mort par apoptose des MDSC (Bruchard et al., 2013; Vincent
et al., 2010a). Le co-traitement 5-FU combiné soit au DHA soit au SP600125 ne modifie pas la
mortalité des MSC2 induite par le 5-FU (figures S1b, S2a). Un régime enrichi en DHA ne modifie
pas non plus la proportion de MDSC spléniques suite a l'injection de 5-FU (figure Sic). Cette
observation nous permet d’exclure une régulation de la sécrétion par passage passif a travers la
membrane plasmique altérée ou par modulation de la mort cellulaire. Nous avons également vu
gue le DHA n’agissait pas au niveau du priming de lI'inflammasome NLRP3 et donc ne modifie pas
I'expression de I'lL-1B. L'équipe de K. Schroder a montré que la sécrétion de I'lL-1B pouvait
dépendre des domaines riches en PIP, de la membrane plasmique et indépendamment de la
gasdermine D (Monteleone et al., 2018). Les domaines riches en PIP, peuvent se retrouver au
niveau des radeaux lipidiques, or, le DHA peut moduler la taille et la composition des ces radeaux
lipidiques (Chapkin et al., 2008) et dans un modele de lymphocytes T CD4, I'enrichissement en
DHA réduit de 50% la proportion de PIP, au sein des radeaux lipidiques (Hou et al., 2012a). Par son
incorporation aux phospholipides de la membrane plasmique, le DHA pourrait réguler la sécrétion

d’IL-1B.

La sécrétion de I'IL-1B est le facteur clé de la reprise tumorale. Cependant, la littérature indique
que l'action de I'lL-1B semble étre dépendante de sa concentration au niveau du site tumoral. En
effet, Bruchard et. al décrivent une sécrétion de I'IL-1B ayant un effet délétere sans capacité a
activer les lymphocytes T CD8+ et conduisant a une reprise tumorale (Bruchard et al., 2013).
Tandis qu’une concentration plus élevée en IL-1B serait seule capable d’activer les lymphocytes T
CD8+ (Ghiringhelli et al., 2009). La concentration en IL-1B est donc un élément prépondérant du
controle de la progression tumorale. A forte concentration, cette cytokine serait donc
anti-tumorale et a une concentration moindre suite a une intervention chimiothérapeutique
favoriserait la reprise tumorale. La libération d’IL-1B par les MDSC favorise donc la polarisation des
lymphocytes T CD4+ en Th1l7 qui de par leur sécrétion d’IL-17 induisent une néoangiogenése au
niveau du site tumoral. Dans notre modele, s’opposer a I'action de I'IL-1B renforce I'efficacité de la
thérapie par le 5-FU en retardant la reprise tumorale. Nous avons pu montrer que la combinaison
entre un régime enrichi en DHA ou l'injection intrapéritonéale de DHA libre et le 5-FU limite une

reprise de la croissance tumorale comparée au 5-FU seul (figures 1d et S1d). Ces résultats sont en
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cohérence avec d’autres études montrant également un effet synergique entre DHA et 5-FU (Rani
et al., 2017, 2017; Sebe et al., 2016; Vasudevan et al., 2014). Interférer avec la signalisation de
I'IlL-1B et son rOle au niveau de l'inflammation, de la prolifération des cellules cancéreuses, du
recrutement des cellules immunosuppressives s’avére étre une stratégie réellement prometteuse
pour contrer les effets ambivalents de la chimiothérapie 5-FU (de Mooij et al., 2017). Ici, 'utilité
adjuvante du DHA dans le traitement anti-cancéreux pourrait étre double. En complément de la
répression de la sécrétion de I'lL-1B par les MDSC en interférant avec la production de Th17
pro-tumoraux, le DHA agirait directement sur ces lymphocytes CD4+ en prévenant leur
différenciation en Th17 par la liaison de cet acide gras au récepteur nucléaire PPARy (Berger et al.,
2013b). Nous avons vu préalablement que la régulation de la sécrétion d’IL-1B par le DHA est
médiée par la régulation de JNK. Néanmoins, s’opposer a la sécrétion d’IL-1B par I'utilisation de
I'inhibiteur JNK combiné au 5-FU s’aveére ne pas étre une stratégie payante. Bien que l'inhibition
de JNK entraine une inhibition importante d’IL-1B dans les MDSC, |'association in vivo entre le
SP600125 et le 5-FU ne permet pas de contenir la croissance tumorale a la maniere du DHA (figure
24, annexe 1). Des travaux précédents ont montré que l'utilisation de l'inhibiteur SP600125
pouvait abolir I'effet du 5-FU dans un modele de croissance CT26. L'équipe de H. Liang explique
gue l'induction de la mort des cellules cancéreuses par le 5-FU est un mécanisme dépendant de
JNK et de la caspase 3 et qu’en s’opposant a I'activation de JNK le 5-FU ne peut plus exercer son
effet (Kim et al., 2015; Masuda et al., 2002; Volate et al., 2009; Zhang et al., 2016b). De plus,
I'action cytotoxique du 5-FU est dépendante des dommages a '’ADN qu’il provoque, a |'origine
d’une mort par apoptose dépendante de P53 (Petak et al., 2000). L’action cytotoxique du 5-FU sur
les cellules cancéreuses P53 fonctionnelle induit I'activation de JNK qui est nécessaire a la mort.
Une étude montre que l'inhibition de JNK augmente I'effet cytotoxique du 5-FU dans la lignée
HCT116 déficiente pour P53 (Sui et al., 2014). La lignée EL4 que nous utilisons pour nos modeles
de croissance tumorale présente une protéine P53 fonctionnelle ainsi qu’une voie de signalisation
P53 intacte (Guo et al., 2017). La présence de P53 dans la lignée EL4 pourrait expliquer le manque
d’efficacité de la combinaison entre 5-FU et SP600125 sur la croissance tumorale
indépendamment d’une action sur les MDSC. Inhiber cette voie JNK réduirait donc les capacités
cytotoxiques du 5-FU. Pour confirmer cela, il serait intéressant de comparer I'action du traitement
5-FU + SP600125 sur la viabilité de EL4 sauvages comparées a des EL4 présentant une extinction
de la protéine P53 ou regarder |'effet d’un trio 5-FU, SP600125 et DHA sur la croissance tumorale

EL4. En somme, 'utilisation du DHA pour améliorer la réponse a la chimiothérapie 5-FU parait étre
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une alternative trés prometteuse tout en considérant que l'inhibition de I'inflammasome NLRP3 et
de la sécrétion d’IL-1P par DHA ne permet pas une extinction compléte de la production de I'lL-1
et que cette inhibition devra étre suffisante pour réduire la concentration en IL-1B sous le seuil qui

soutiendrait la récurrence tumorale.

lll. Action adjuvante du DHA pour les chimiothérapies a base de 5-FU

Lors de ce projet de thése, une étude de I'activité de la caspase-1 et de la teneur en IL-1B chez des
patients atteints d’'un cancer colorectal métastatique traités par une chimiothérapie a base de
5-FU a été réalisée. Cette analyse a pu mettre en évidence que lendemain de la cure de
chimiothérapie a base de 5-FU tous les patients ne présentent pas d’augmentation de l'activité
caspase-1 au sein des MDSC (figures S5C et S5d). Néanmoins, lorsque nous nous focalisons sur les
patients répondant par une augmentation de |'activité caspase-1, traduisant une réponse au 5-FU
par les patients, nous avons montré une corrélation négative entre la teneur en DHA plasmatique
des patients suivis et la réponse caspase-1 dans les MDSC HLADRCD33'CD15" (figure 6c)
correspondant aux PMN-MDSC et une absence de corrélation entre le DHA plasmatique et la
réponse au sein des MDSC HLADRCD33'CD14" (M-MDSC) (figure 6b). Les M-MDSC étant la
population de MDSC la plus représentée au niveau intra-tumorale, ces résultats suggérent que
I'effet du DHA n’est pas optimum dans le contréle de I'induction de I'inflammasome NLRP3 dans
les MDSC par le 5-FU. Néanmoins, les patients suivis n’ont pas recu de supplémentation directe en
DHA. Nous pouvons supposer qu’un apport complémentaire en DHA pourrait élargir son efficacité
aux M-MDSC. Cependant, nous avons également pu mettre en avant une corrélation négative
entre cette teneur plasmatique en DHA et 'augmentation de la teneur en IL-1 apres traitement
par le 5-FU (figure 6a). D’aprés ces résultats nous pourrions supposer que |’utilisation adjuvante de
DHA pourrait améliorer les bénéfices d’une thérapie a base de 5-FU en déjouant son action
ambivalente dépendante des MDSC. Bien qu’étant une molécule naturelle, I'utilisation du DHA
dans les thérapies anti-cancéreuses n’est pas anodine. La dose, la formulation et la pureté du DHA
influence la réponse des individus a une chimiothérapie a base de 5-FU (Lee et al., 2017). Le DHA
peut étre apporté sous forme de triglycérides issus d’huile de poisson dont la pureté varie en
fonction de [l'origine. La concentration en DHA peut étre augmentée par
éthylation-réestérification, I'apport se fera sous forme d’ethyl-ester de DHA. Le DHA peut
également étre apporté sous forme libre aprés décrochage du glycérol. Ces deux derniers types

d’apport nutritionnel permettent de mieux enrichir en DHA les individus et garantir un apport en
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DHA de plus grande pureté (sans contaminants issus d’autres AG). La biodisponibilité sera plus
importante pour les AG libres et les TG que les ethyl-esters. La majorité des huiles de poissons
contiendrait de [l'acide hexadeca-4,7,10,13-tetraenoique (C16:4 n-3) induisant une
chimiorésistance au traitement 5-FU notamment (Daenen et al., 2015; Houthuijzen et al., 2017;
Roodhart et al., 2011). L'utilisation de DHA ultrapurifié semble donc indispensable. Au laboratoire,
nous avons pu comparer |'effet de la combinaison entre 5-FU et DHA sous forme d’huile de
poisson enrichi en DHA a 80% (TG) ou par injection intra-péritonéale de DHA pur a 98% (libre).
L'apport de DHA pur par voie intra-péritonéale semble retarder, de maniere plus importante, la
reprise tumorale induite par le 5-FU qu’un régime enrichi en DHA a partir d’huile de poisson

(figures 1d et S1d).

L’étude clinique de phase Il IRAFU, qui investigua l'utilisation d’une chimiothérapie a base de 5-FU
combinée au bevacizumab (anti-VEG) et a un antagoniste des récepteurs a I'lL-1B (anakinra),
montre que cette association augmente la survie sans progression et la survie globale des patients
atteints d’un cancer colorectal métastatique (Isambert et al., 2018). Néanmoins, au cours de cette
étude clinique, 78% des patients présentent une toxicité liée a la thérapie de grade 3
(neutropénie, diarrhée, hypertension artérielle et cholestase hépatique). Des études
épidémiologiques et pré-cliniques ont montré que le DHA réduisait les effets secondaires associés
aux chimiothérapies (Miyata et al., 2017; Rani et al., 2014; Van Blarigan et al., 2018; Volpato and
Hull, 2018; Wynter et al., 2004). Ainsi, I'association 5-FU et DHA pourrait s’avérer moins délétere
pour le patient. D’autres études montrent également un effet curatif directement associé aux
oméga-3, qui permet d’inhiber la taille et le nombre de métastases hépatiques associées a un
cancer colorectal (Cockbain et al., 2012, 2014; West et al., 2010). L’association adjuvante du DHA
aux thérapies anticancéreuses a base de 5-FU pourrait alors contréler le développement de la

tumeur au site primaire ainsi que I'apparition de métastases facilitant la résection du cancer.
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Au cours de notre étude, nous nous sommes intéressés a la régulation de I'inflammasome NLRP3

et a la régulation de la sécrétion de I'lL-1B induite par un traitement au 5-FU

e Nous avons pu confirmer une inhibition de I'activité de I'inflammasome NLRP3, traduit par
une inhibition de l'activité caspase-1, par le DHA, de maniére dépendante de la
B-arrestine 2 mise en avant par Yan et al. (Yan et al., 2013) (figure 23).

e Notre étude propose également que l'inhibition de I'activité de I'inflammasome NLRP3 est
liée par une inhibition de sa formation. Nous prévoyons de générer une lignée stable MSC2
déficiente en B-arrestine 2 afin d’évaluer I'implication de cette protéine dans le controle de
la formation I'inflammasome NLRP3.

e C(Cette étude met en avant un nouveau mécanisme de régulation de la sécrétion d’IL-1B qui
se trouve sous la dépendance de la voie JNK et au niveau duquel le DHA peut intervenir.
L'utilisation de la lignée MSC2 exprimant la forme mature de I'IL-1B couplée a une
étiquette V5 nous permettra d’étayer les mécanismes de régulation de la sécrétion de
I'IL-1PB (figure 23).

e la transposition des données obtenues in vitro a un modeéle in vivo, nous a permis de
confirmer que le DHA s’opposait a l'induction de I'activité caspase-1, de la sécrétion de
I'lL-1B, et de I'activation de JNK au sein des MDSC spléniques issues de souris porteuses de
tumeurs et traitées par 5-FU. Nous avons pu voir que I'association DHA et 5-FU réduit la
reprise tumorale suite a I'injection de 5-FU montrant un intéret thérapeutique a associer
ces deux molécules. Les résultats présentés ont été réalisés sur les MDSC CD11b+Grl+
spléniques, représentant la population globale de MDSC. Afin de mieux comprendre le role
des MDSC dans la résistance au 5-FU, il sera intéressant de regarder I'impact du 5-FU et du
DHA spécifiguement sur chaque sous-population de MDSC et également de comparer ces
résultas obtenus sur des MDSC provenant de rates aux MDSC localisées dans la tumeur.

e Grace a I'analyse de I'activité caspase-1 et au dosage de I'lL-1B chez des patients atteints
d’un cancer colorectal métastatique, nous avons pu montrer que, sans intervention
nutritionnelle préalable, la quantité de DHA des patients était négativement corrélée avec
I'augmentation de I'activité caspase-1 et de la teneur en IL-1B induite par la chimiothérapie
a base de 5-FU. Il serait intéressant de corréler également la survie a long terme de ces

patients avec leur réponse caspase-1 et leur teneur en DHA.
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DHA

Figure 23 Schéma de conclusion : Mode d'action du DHA dans l'inhibition de la sécrétion d'IL-18

induite par le 5-FU au sein des MDSC
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l. Lignées cellulaires

1. EL4

La lignée EL4 (ATCC® TIB-39"), provenant de I’American Type Culture Collection (ATCC) est une
lignée issue de lymphome T induit par le 9,10-dimethyl-1,2-benzanthracene dans une souche
C57BI6 de souris. Cette lignée est cultivée en suspension dans un milieu complet RPMI (Roswell
Park Memorial Institute) (Dominique Dutscher, Dutscher) supplémenté avec 10% (v/v) de sérum
de veau feetal (SVF) (PAN BIOTECH, Dutscher), pénicilline (100 U/mL), streptomycine (100 pg/mL),
amphotéricine B (0.25 pg/mL) (PAN BIOTECH, Dutscher), sous atmosphére controlée a 5% de CO2
et a 37°C. Les cellules sont passées lorsqu’elles atteignent 80% de confluence soit environ 3 fois

par semaine.

1. MSC2

La lignée MSC2 est une lignée de MDSC spléniques de souris de la souche Balb/c, caractérisées par
le marqueur Grl+ immortalisées par Vincenzo Bronte (Universita di Verona, Verona ltaly). Cette
lignée est cultivée sur une surface adhérente dans un milieu complet RPMI supplémenté avec 10%
(v/v) de sérum de veau foetal (SVF), pénicilline (100 U/mL), streptomycine (100 pg/mL), fungizone
(0.25 pg/mL) (PAN BIOTECH, Dutscher), sous atmospheére controlée a 5% de CO2 et a 37°C. Les
cellules sont passées a environ 80% de confluence soit trois fois par semaine, celles-ci sont
préalablement lavées avec du milieu de Hank avec sels sans calcium ni magnésium avec
bicarbonate de sodium (Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)) (Dominique Dutscher, Dutscher)
puis décollées et individualisées avec de la trypsine-EDTA (Acide Ethyléene Diamine Tétra-acétique)
(Dominique Dutscher, Dutscher). L'action de la trypsine est ensuite arrétée par ajout de milieu

complet.

Avant d’étre ajouté au milieu de culture, le SVF est décomplémenté par un chauffage a 56°C
pendant 30 minutes. L'absence de mycoplasme dans les cultures cellulaires est régulierement
contrélée en utilisant le kit de détection de mycoplasme fourni par Cambrex selon les indications

du fabricant.
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Il. Traitement des cellules

1. Traitements par les acides gras

Les acides gras (AG) utilisés proviennent de chez Sigma Aldrich : acide oléique (OA), linoléique (LA),
eicosapentaénoique (EPA) et docosahexanénoique (DHA). Les solutions de traitement d’AG a 1mM
sont préparées a partir de solutions meéres conservées a -20°C dans de I'éthanol (EPA, DHA) ou du

chloroforme (OA, LA).

Le volume d’AG nécessaire est prélevé puis mis a sec sous azote dans un tube sovirel® avant d’étre
repris avec un faible volume d’éthanol (1% du volume final de la solution a 1 mM). Puis, du milieu
de culture préchauffé a 37°C et supplémenté avec la sérum albumine bovine dépourvue d’acides
gras libres (BSA, Sigma Aldrich) a une concentration de 0.25 mM est ajouté afin d’obtenir un ratio
BSA:AG égal a 1:4 (1 molécule de BSA pour 4 molécules d’AG). Les tubes sont fermés sous azote et
agités énergiguement pour assurer la liaison des AG aux molécules de BSA. Les solutions d’AG
concentrées sont ensuite filtrées (0.22um) avant d’étre utilisées pour traiter les cellules a une

concentration finale de 20, 40 et 60 uM.

2. Autres réactifs

Le SP600125 (inhibiteur JNK), le N-acetyl-Cystéine (NAC), la chloroquine (CQ) proviennent de chez
Sigma-Aldrich, la bafilomycine Al de chez Enzo, et le 5-FU de chez ACCORD.

lll. Etude de I'expression génique

1. Extraction des ARN totaux

Aprés retrait du milieu de culture et 2 lavages au PBS 1X, les cellules sont lysées grace a une
solution de TRIzol reagent® (Invitrogen, Thermofisher scientific). Cette solution contenant phénol
et guanidine isothiocyanate permet de maintenir I'intégrité des ARN tout en dénaturant les
protéines et les composés cellulaires lors de I'homogénéisation. Ensuite, 20% (v/v) de chloroforme
sont ajoutés et les tubes sont vortexés, I'ajout de chloroforme va créer deux phases : une phase
aqueuse supérieure contenant les ARN et une phase organique inférieure contenant I’ADN et les
protéines. Aprés incubation pendant 3 minutes a température ambiante, les lysats sont
centrifugés a 12000 g pendant 15 minutes a 4 °C. La phase aqueuse supérieure, est récupérée et

les ARN sont précipités avec de I'isopropanol sur la nuit a -20°C. Apres centrifugation a 12000 g
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pendant 15 minutes a 4°C, 3 lavages du culot d’ARN avec de I"’éthanol 75% froid sont réalisés de
maniere a éliminer toutes les impuretés et permettre une meilleure reprise des ARN par
réhydratation progressive, puis les culots sont dilués dans de I'eau dépourvue de nucléases. La
concentration en acides nucléiques est déterminée par mesure de I'absorbance a 260 nm (A260)
(1 unité de DO a 260 nm correspondant a 40 pg/ml d’ARN) et mesure du rapport A260/A280 pour
vérifier qu’il n’y ait pas de contamination protéique, sur un spectrophotométre UV-1800

(Shimadzu).

2. Reverse Transcription des ARN messagers

La reverse transcription est réalisée grace au kit M-MLV (invitrogen®, thermofisher scientific).
Cette étape consiste a synthétiser des ADNc a partir de 300 ng ARNs totaux. Ces ARN sont d’abord
mis en présence des amorces de séquences aléatoires et des deoxynucléotides (25mM). Une
premiere étape de 5 minutes a 65°C permet I’hybridation des amorces. Aprés 5 minutes a 4°C, la
reverse transcriptase est ajoutée aux échantillons, ainsi que son tampon, du Dithiothréitol (dTT) et
un inhibiteur de RNAse (RNAse OUT). Les échantillons sont ensuite placés 5 minutes a
température ambiante. La transcription inverse a lieu a 42°C pendant une heure. L'enzyme est

ensuite inactivée a 70°C pendant 15 minutes, puis les tubes sont refroidis a 4°C.

3. Réaction de polymérisation en chaine quantitative en temps réel

La réaction de polymérisation en chaine quantitative en temps réel (Real-Time quantitative
Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR)) est réalisée 3 partir de 4 pL d’ADNc dilués au 1/10°™
auxquels sont ajoutées les amorces sens et anti-sens (concentration finale de 300 nM) et le
POWER SYBR Green Master MIX 2X (Thermofischer). Les séquences des amorces utilisées sont

détaillées dans le tableau 10.

Tableau 10 Séquences des amorces utilisées pour les RT-qPCR

B-actine 5'-ATGGAGGGGAATACAGCCC-3' 5'-TTCTTTGCAGCTCCTTCGTT-3'
185 5’-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3’ 5’-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’
IL-18 5-GGTCAAAGGTTTGGAAGCAG-3’ 5-TGTGAAATGCCACCTTTTGA-3’
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Les réactions d’amplification sont effectuées avec I'appareil StepOnePlus™ Real-Time PCR System

(Applied Biosystems) selon le programme détaillé dans le tableau 11.

Tableau 11 Programme des cycles de RT-gqPCR

10 min 95 °C Dénaturation 1
15s 95 °C Dénaturation
Hybridation et 40
1 min 58 °C
élongation
15s 95 °C Dénaturation 1

L’expression des génes d’intérét est normalisée par rapport a I'expression des genes de référence :

B-actine et 18S (ACT = CT géne — CT références) et leur expression relative est exprimée selon la

AACT

formule : 2 oU AACT est la différence des ACT entre les échantillons traités et controéles.

IV. Etude de I'expression protéique

1. Extraction des protéines totales

Les cellules sont lavées avec du PBS froid et lysées par du tampon RIPA froid (12 mM sodium
deoxycholate, 50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 1mM EDTA,
(v/v)) contenant les cocktails d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases 0,4% (v/v) (P2850
Phosphatase Inhibitor Cocktail et P8340 Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich), 1 mM DTT, 1
mM PMSF, aprés 10 passages a |'aiguille 26 gauges, incubation des protéines 15 minutes sur glace.

Le surnageant est récupéré apres centrifugation a 15 000 g durant 15 minutes a 4°C.

2. Précipitation des protéines du surnageant

Les cellules sont traitées pendant 24 heures dans de I'OptiMEM, réduit en sérum. Le surnageant
de culture est centrifugé 5 minutes a 450 g afin d’éliminer les débris cellulaires. La précipitation du
surnageant est réalisée selon la méthode de précipitation méthanol/chloroforme. Pour cela, un

volume de surnageant (500 pL) est précipité avec un volume de méthanol et % de volume de
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chloroforme, les échantillons sont ensuite vortexés puis centrifugés a 16 000 g 10 minutes a
température ambiante. Les protéines forment un anneau blanc entre la phase méthanolique
supérieure et la phase inférieure contenant le chloroforme. La phase aqueuse supérieure est
retirée, puis deux volumes de méthanol sont ajoutés. Les échantillons sont vortexés puis
centrifugés a 16 000 g pendant 10 minutes a température ambiante. Le surnageant est ensuite
éliminé et les culots sont séchés sous azote. Les culots sont ensuite repris par 40 pL de tampon de
charge dilués au demi, et enfin incubés 5 minutes a température ambiante puis 5 minutes a 100°C

avant d’étre analysés par western blot.

3. Western blot

La quantité de protéines est déterminée grace au dosage Bicinchoninic acid Kit for Protein
Determination (BCA1) (Pierce). Chaque échantillon est préparé pour le dép6t, en ajoutant a 50 ug
de protéines, du Tampon de charge 1X + 2,5% (v/v) B-mercaptoéthanol ajouté extemporanément
a la préparation des échantillons (Composition du Tampon de charge 5X : 10% (m/v) SDS (sodium
dodecylsulfate), 50% (v/v) Glycérol, 300 mM Tris pH=6.8, 0.005% (m/v) Bleu de Bromophénol).
Chaque échantillon est ensuite microcentrifugé et placé 5 minutes a 95°C. Les protéines sont
séparées par électrophorése en gel de poly-acrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE).
Les gels de séparation sont préparés de la maniére suivante : 370 mM Tris pH8.8, 0.1% (m/v) SDS,
8% a 15% (v/v) d'acrylamide 37.5/ bisacrylamide 1 (euromedex), 0.1% (m/v) Ammonium
persulfate (APS) (euromedex) et 0,06% (v/v) Tétra méthyl éthylénédiamine (TEMED) (euromedex).
Un gel de concentration est ensuite préparé contenant 125mM Tris pH6.8, 0.1% SDS, 3.7% (v/v)
d'acrylamide 37.5/ bisacrylamide 1 (Euromedex), 0.1% APS, et 0,17% TEMED. Les conditions de
migration dans le tampon (1,92 M glycine, 720 mM Tris-base et 1% (m/v) SDS) sont les suivantes :
trois heures a 80 Volts. Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose
0,2 um (Amersham), pendant 1 heure a 100V a 4°C sous agitation dans du tampon de transfert
(1,92 M glycine, 250 mM Tris-base, 20% (v/v) méthanol). La membrane est saturée dans une
solution de Tris Buffer Saline Tween (TBST) 0,1% contenant 5% de BSA (m/v) ou 5% de lait écrémé
pendant 1 heure, suivi d’une incubation d’une nuit a 4°C en présence des anticorps primaires
dilués selon le tableau 12. Le lendemain, apreés 3 lavages de 10 minutes avec le TBST 0,1% la
membrane est incubée 1 heure avec I'anticorps secondaire approprié a I'espece (Cell Signalling

Technology, Inc), couplé a la peroxydase de raifort. Pour finir, 3 lavages de 10 minutes avec le
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TBST sont de nouveau réalisés, et enfin, la membrane est rincée une fois dans du TBS. Les

protéines d’intérét sont révélées par chimioluminescence. La solution de révélation, contenant un

mélange volume a volume d'Oxidizing Reagent et de Enhanced Luminol Reagent (Clarity, Biorad),

est ajoutée sur chaque membrane. Les protéines d’intérét sont visualisées grace a une station

d’acquisition d’image (Chemi-Doc MP Imaging System, Biorad), les images sont traitées en utilisant

le logiciel d’analyse d’image Imagelab.

Tableau 12 Liste des anticorps primaires utilisés en Western Blot

B-actine Sigma-Aldrich AC-15 Souris TBST 5% BSA 1/2000°™¢
Cell Signaling )
ASC B2ws8U Lapin TBST 5% BSA 1/1000°™°
Technologies
AF-401-
IL-1B/IL-1F2 R&D Chevre TBST 5% BSA 1 pg/mL
NA
NLRP3/NALP3 Adipogen Cryo-2 Souris TBST 5% BSA 1 pg/mL
TBST 5% lait
Caspase-1 (p20) Adipogen Casper-1 | Souris 1 pg/mL
écrémé
pJNK Cell Signaling 1/1000°™
98F2 Lapin TBST 5% BSA
(T183/Y185) Technologies
Cell Signaling .
JNK 56G8 Lapin TBST 5% BSA 1/1000°™°
Technologies
Cathepsine B Santa Cruz S-12 Chévre TBST 5% BSA 1/400°™

V. Proximity ligation assay

L’expérience de PLA (Proxymity Ligation Assay) est réalisée avec le kit Duolink, Detection Reagents

Orange (Sigma-Aldrich). Les cellules sont ensemencées sur lamelles, une fois traitée par DHA 3h

puis 5-FU pendant 18h, un lavage est effectué au PBS 1X et les cellules sont fixées avec la

paraformaldéhyde 4% 10 minutes a 4°C. Une étape de perméabilisation/saturation est réalisée
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dans une solution PBS 0.2% Saponine 3% BSA a température ambiante pendant 20 minutes. Les
anticorps primaires sont dilués selon les indications du tableau 13 et incubés sur la nuit a 4°C, les 2
anticorps primaires choisis devront étre de deux especes différentes. Le lendemain, faire 3 lavages
des lamelles au PBS 1X puis incuber les anticorps secondaires, reconnaissant I'un ou l'autre des
anticorps primaires au 1/5™ dans la solution PBS 3% BSA 0.2% Saponine, pendant 1h a 37°C.
Chacun des anticorps secondaires a été couplé a une séquence de nucléotides complémentaires
appelés, plus et minus, permettant leur hybridation dans le cas ou les protéines sont proches.
Effectuer 2 lavages avec le tampon A puis effectuer la ligation (dilution tampon au 1X — ligase a
25mU/uL), incuber 30 minutes a 37°C. Laver 2 fois les lamelles avec le tampon A et effectuer
I'étape d’amplification (dilution tampon au 1X — polymérase a 125mU/uL), incuber 100 minutes a
37°C dans le noir. A la fin de I'incubation effectuer 2 lavages des lamelles avec le tampon B, laisser
sous agitation rotative vingt minutes. Aprés un rincage a I'eau dépourvue de nucléases, les
lamelles sont délicatement séchées puis disposées sur du milieu de montage contenant du
DAPI afin d’avoir un marquage du noyau cellulaire. Stocker les lamelles a 4°C dans I'obscurité. La
lecture des lames est réalisée sur un microscope a fluorescence Axio Imager 2 (Carl Zeiss GmbH),
équipé d’un Apotome 2 (Carl Zeiss GmbH). L'acquisition des images se fait par une caméra CCD
monochrome (AxioCam MRm monochrome CCD) comportant les filtres 49 (DAPI) et 43HE
(Rhodamine). La quantification de l'interaction protéique des marquages est analysée par le

logiciel ICY.

Tableau 13 Liste des anticorps primaires utilisés en PLA

ASC Santa Cruz sc-N15 Lapin 1/100
Caspase-1 Adipogen Casper-1 Souris | 1/500
NLRP3 Abcam Ab4207 Chévre | 1/200
Cathepsine B Santa Cruz S-12 Cheévre | 1/100

B-arrestine 2 Cell Signaling Technologies (3857) | Lapin 1/500

NLRP3 Adipogen Cryo-2 Souris | 1/500

140



Matériels et méthodes

V1. Analyses par cytométrie en flux

1. Activité Caspase 1

Apres ensemencement et traitement des cellules, I'activité caspase 1 est mesurée avec le kit FAM-
YVAD-FMK Flica caspase 1 (Biorad). Le FLICA est dilué dans du milieu complet puis mis en contact
sur les cellules 45 min a 37°C. Les cellules sont lavées 2 fois avec de I’Apoptosis Wash Buffer 1X.
Puis un marquage 7AAD (7-amino-actinomycin D) est effectué permettant I'exclusion des cellules
mortes. Les cellules sont analysées en cytométrie en flux sur le LSRII (Becton Dickinson) et le

logiciel FlowJo est utilisé pour I'analyse des résultats.

2. Lysotracker

Aprés 4 et 6h de traitement par le 5-FU +/- DHA ou bafilomycine A, les cellules adhérentes sont
incubées avec la sonde lysotracker DeepRed (Invitrogen) diluée a 50 nM dans du milieu de culture
pendant 30 minutes a 37°C 5% CO,. Les cellules sont ensuite collectées et analysées en cytométrie

en flux sur le LSRII (Becton Dickinson) et le logiciel FlowJo est utilisé pour I’analyse des résultats.

VII. ELISAIL1B

Les MSC2 sont ensemencées puis pré-traitées 3h avec les acides gras polyinsaturés DHA et EPA n-3
ainsi que l'acide oléique (18 :1) n-9 et I'acide linoléique (C18 :2) n-6 a 20, 40 et 60 uM, puis un
traitement de chimiothérapie 5-FU (1 uM) est effectué pendant 24h. Les surnageants de cellules
sont récupérées a 24h de traitement de chimiothérapie. Aprés centrifugation, I'll1- active est
dosée a I'aide du kit Mouse IL-1 beta/IL-1F2 DuoSet ELISA (R&D). Les anticorps de capture anti-IL-
1B a 4 pg/mL dilués dans du PBS 1X filtré sont fixés a raison de 100 ul par puits dans une plaque 96
puits (Maxi Sorp, Thermo Scientific) a température ambiante sur la nuit. Puis une étape de
saturation est effectuée dans un tampon PBS 1X, 1% BSA dépourvue de protéase filtrée pendant 2
heures. Les échantillons et la gamme sont ensuite déposés en triplicat. La gamme est réalisée par
dilution en cascade au % a partir d’'une solution Standard, de 1 000 pg/mL, a 15,625 pg/mL. Puis
I'anticorps de détection conjugué a de l'avidine a 500 ng/mL est déposé pendant 2 heures a
température ambiante pour chaque échantillon. 100 ul de streptavidine couplée a une Peroxydase
de raifort diluée au 1/40 sont incubés pendant 20 minutes a température ambiante a I'abri de la
lumiére. Enfin, I'ajout de 3,3', 5,5'-tétraméthylbenzidine (TMB) a raison de 1/1, est réalisé et

incubé a 'abri de la lumiéere pendant 30 minutes environ. Lorsque la gamme se colore, la réaction
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est arrétée par ajout de 50 pl par puits de solution STOP (2N H2S04). La lecture de la plaque est

réalisée a 450 nm et 540 nm sur un spectrophotomeétre (TECAN).

VIIl. Manipulations in vivo

Les souris sont élevées et maintenues selon les consignes du comité d’éthique de I'Université de
Bourgogne (protocole numéro 8821). Aprés réception, les souris subissent une semaine

d’acclimatation avant toutes expérimentations.

1. Croissance tumorale

Les tumeurs sont induites par une injection sous-cutanée de cellules cancéreuses EL4 a raison de
10° cellules sur le flanc droit de souris C57bl/6 femelles de 7 & 9 semaines (Charles River
Laboratories, France). Les EL4 sont centrifugées puis lavées 3 fois au PBS 1X stérile avant

comptage puis injection.

Lorsque les tumeurs sont mesurables, les souris sont réparties de facon homogene en 2 groupes.
L'un avec régime alimentaire isocalorique contrdle (huile de tournesol), et I'autre avec un régime
enrichi a 3% en DHA (huile Polaris Omegavie TG 80% ou 90% DHA). Le lot contréle sera divisé en
deux, pour qu’un groupe recgoive une injection de chimiothérapie et I’autre non. La mise en régime
précéde de 15 jours l'injection intrapéritonéale de 5-FU, a raison de 50 mg/kg. La composition du
régime est détaillée dans le tableau 14. Ce régime est préparé de facon quotidienne pour éviter
I’'oxydation des acides gras. Par la suite, la progression tumorale est évaluée par une mesure
quotidienne du volume tumoral et la surface des tumeurs est calculée en multipliant la longueur

par la largeur des tumeurs.
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Tableau 14 Composition du régime alimentaire

Amidon 60366 SAFE 53.25
Caséine acide 63400 SAFE 10
Cellulose 64254 SAFE 20
Minéraux PM205 SAFE 3
Vitamines PV200 2
Sucre Carrefour 11
L-Méthionine Sigma-Aldrich 0.75
Huile de tournesol Carrefour
itk Ou Huile enrichi en DHA 5
(Polaris Nutritional Lipids)
(3%)

2. Activité caspase 1

48h apreés l'injection de 5-FU ou du controle PBS, les splénocytes totaux sont récupérés par
broyage manuelle de la rate puis la lyse des globules rouges est effectuée avec un tampon de lyse
(NH4CI 0.83%, KHCO3 0.1%). Les récepteurs aux fragments Fc des splénocytes sont saturés en
utilisant le mix FcR blocking reagent (Miltenyi Biotec), 10 minutes a 4°C. Les cellules sont ensuite
marquées avec un anticorps anti-GR1 couplé a la phycoérithryne-Cyanine 7 (PE-Cy7) (Biolegend),
puis des billes magnétiques reconnaissant la Cy7 (Anti-Cy7 Microbeads Miltenyi Biotec) sont
ajoutées, ainsi les microbilles viennent se coupler aux cellules GR1+. Un tri magnétique sur
colonne (MS columns Miltenyi Biotec) permet d’effectuer un enrichissement en cellules GR1+. Un
marquage de la caspase 1 active est ensuite réalisé grace au kit FAM-YVAD-FMK Flica caspase 1
(Biorad) pendant 45 min a 37°C et 5% CO2. Enfin, nous effectuons un marquage CD11b grace a des

anticorps couplés a I'allophycocyanine (APC) (miltenyi) ainsi qu’un marquage 7AAD (BD
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Biosciences) pour exclure les cellules mortes. Les cellules sont analysées en cytométrie sur le

Digital LSR2 (BD Biosciences) et les résultats sont analysés a I'aide du logiciel FlowJo.

3. Dosage IL-1B

48h aprées l'injection de 5-FU ou du contréle, le sang total est récupéré a l'aide de seringues
héparinées. Le sang est ensuite centrifugé a 3000 g pendant 10 minutes a 4°C et I'lL-1B est dosée
dans le plasma a l'aide du kit Mouse IL-1 beta/IL-1F2 DuoSet ELISA (R&D) selon le protocole

détaillé au-dessus.

4. Marquage p-JNK

24h apres l'injection de 5-FU, les MDSC spléniques sont préparées et marquées CD11b Grl comme
décrit dans la partie « activité caspase 1 ». Le marquage de surface est ensuite fixé et les cellules
sont perméabilisées grace au tampon BD Cytofix/cytoperm buffer (BD). Les cellules sont ensuite
lavées selon les recommandations du fournisseur en utilisant la solution BD Perm/Wash Buffer,
puis saturées avec la méme solution supplémentée avec 5% de BSA. L’anticorps primaire anti-p-
JNK (G-9, Cell Signaling, 1/100éme) est incubé 1 heure a 4°C, les cellules sont ensuite lavées puis

eme

marquées avec l'anticorps secondaire (anti-souris Alexa488, life technologies, 1/1000°™). Apres
lavage, les cellules sont resuspendues dans le flow cytometry staining buffer (eBiosciences). La

phosphorylation de JNK est déterminée par cytométrie et présentée en moyenne de fluorescence.

IX. Patients

Entre octobre 2016 et juillet 2018, nous avons collecté le sang de patients atteints d’un cancer
colorectal métastatique (n=46) suivis au Centre Georges Francois Leclerc (Dijon, France). Les
patients, diagnostiqués dans ce centre ont recu un traitement a base de 5-FU (principalement une
combinaison 5-FU+irinotecan ou 5-FU+oxaliplatine). Tous les patients ont donné leur
consentement éclairé approuvé par le comité d'éthique local. Le prélevement de sang est autorisé
par l'autorisation frangaise (n ° AC2014-2460). Aucun autre échantillon de sang que ceux requis
pour les tests de routine n'a été prélevé. Le sang total des patients a été échantillonné avant (JO)

et aprés un cycle de chimiothérapie sur des tubes héparinés (BD Biosciences) pour analyse.
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1. Activité caspase 1 sur les MDSC circulantes

L'activité caspase 1 des MDSC de patients est mesurée sur les MDSC circulantes. Les cellules
sanguines sont marquées avec le kit FAM-YVAD-FMK Flica caspase 1 (Biorad) pendant 45 min a
37°C et 5% CO,. Apres lavage des cellules un marquage des MDSC est effectué avec les anticorps
suivant : lineage cocktail conjugué PE-Vio770 anti-CD3 (BW264/56), 56 (REA196), 19 (REA675), et
20 (REA780)),anti-CD33 conjugué PE (REA775), anti-CD15 Viogreen (VIMC6), anti-CD14
APC-Vio770 (TUK4), et anti-HLA-DR APC (AC122) (Miltenyi Biotec) un marquage viobility™ 405/452
fixable dye (Miltenyi Biotec) est réalisé pour I'exclusion des cellules mortes. Aprés 20 minutes
d’incubation a I'abri de la lumiere et a température ambiante les anticorps membranaires sont
fixés et les globules rouges sont lysés pendant 10 minutes par ajout de 2 mL de la solution red
blood cells lysis/fixation solution (BD). Les cellules sont ensuite centrifugées 15 minutes a 450 g,

reprises dans du flow cytometry staining buffer et analysées en cytométrie en flux.

2. Analyse lipidomique

25 plL de plasma de patient sont mélangés a 25 pL d’un mix de standards internes contenant 1300
ng d’acide myristique d3, 5640 ng of d’acide palmitique d3, 4200 ng of d’acide stéarique d3, 3252
ng d’acide linoléique d4, 5.2 ng d’acide arachidonique d3, 2160 ng d’acide arachidonique d8, 54 ng
d’acide behenique d3, 540 ng de DHA d5, 26 ng de lignocérique d4 and 20 ng of d’acide cerotique
d4 dans I'éthanol. Ensuite, sont ajoutés 1 mL d’éthanol/BHT (50 mg/mL) et 60 pL de potasse (KOH)
10 M. Les tubes sont fermés sous Argon puis la réaction de saponification a lieu pendant minutes a
60°C. La potasse est ensuite neutralisée par ajout d’1 mL d’HCI (1,2 M). Les lipides sont ensuite
extraits avec 2 mL d’hexane, forte agitation de 10 minutes et centrifugation de 10 minutes a 2 000
g. La phase organique supérieure est collectée et évaporée. L'extrait sec est repris avec 5 plL de
Pentofluorobenzyl bromide (PFBBr), 90uL d’acétonitrile et 5ul de N,N-diisopropylethylamine
(DIPEA). La réaction de dérivation permettant la formation d’esters de pentafluorobenzyl se
déroule a 37°C pendant 30 minutes. Puis, les dérivés pentafluorobenzyl- esters d’acides gras sont
extraits avec 1 ml d’eau distillée et 2 ml d’hexane. Apres évaporation de la phase organique, les
esters sont repris dans I'hexane et injectés en chromatographie phase gazeuse couplée a un

spectrometre de masse (GC-MS).
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X. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Prism (GraphPad). Les résultats sont
exprimés sous forme de moyenne * SD (expérimentations in vitro) ou +SEM (expérimentations in
vivo). La distribution normale des données a été déterminée grace au test d’Agostino Pearson et la
différence significative de ces moyennes a été déterminée en utilisant les tests Kruskal-Wallis avec
un test post hoc de Dunn ou ANOVA one-way avec un test post hoc de Tuckey. La corrélation de
Spearman a été calculée entre deux groupes. Une valeur de p< 0.05 est considérée comme

significative. *p< 0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001; ns, non-significatif.
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Annexe 1

Tableau 15 Liste des AG hommés (famille, formule et abréviation)

Acide palmitique Ci16:0
AGS
Acide stéarique C18:0
Acide palmitoléique C16:1n-7
AGMI
Acide oléique C18:1n-9 OA
Acide linoléique C18:2n-6 LA
Acide y-linolénique C18:3n-6 GLA
AGPI n-6
Acide dihomo-y-linolénique | C20:3 n-6 DGLA
Acide arachidonique C20:4 n-6 AA
Acide a-linolénique C16:3n-3 ALA
Acide hexadecatetraénoique | C16:4 n-3 HDTA
Acide stéaridonique C18:4 n-3 SDA
Acide eicosatétraénoique C20:4 n-3
AGPI n-3
Acide eicosapentaénoique | C20:5 n-3 EPA
Acide docosapentaénoique | C22:5n-3 DPA
Acide docosahéxaénoique C22:6 n-3 DHA
Acide tétracosapentaénoique | C24:5n-3
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Annexe 2
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Figure 24 Croissance tumorale 5-FU+SP600125
Des souris C57BI6 porteuses de tumeur EL4 ont été injectées avec le véhicule « Ctrl»,
« 5-FU » ou « 5-FU+SP600125 »L’injection de 5-FU (50mg/kg) est réalisée au jour 12. Les
injection de SP600125 (15mg/kg) sont réalisées a TO (a partir de I'injection 5-FU), 12h, 24h,
36h, 48h puis une fois par jour. La croissance tumorale est exprimée par la surface de la
tumeur (mm2) en fonction du temps (jour).

Annexe 3 :

Liste des publications et présentations issues des travaux de these

Publications:

Inhibition of colon cancer growth by docosahexaenoic acid involves autocrine production
of TNFa.

Fluckiger A, Dumont A, Derangere V, Rébé C, De Rosny C, Causse S, Thomas C, Apetoh L,
Hichami A, Ghiringhelli F, Rialland M. Oncogene 2016 Sep 1;35(35):4611-22

Phenolic Extract from Oleaster (Olea europaea var. Sylvestris) Leaves Reduces Colon
Cancer Growth and Induces Caspase-dependent Apoptosis in Colon Cancer Cells via the
Mitochondrial Apoptotic Pathway.

Zeriouh W, Nani A, Belarbi M, Dumont A, de Rosny C, Aboura |, Ghanemi F, Murtaza B, Patoli
D, Thomas C, Apetoh L, Rébé C, Delmas D, Khan N, Ghiringhelli F, Rialland M, Hichami A. PLoS
One. 2017 Apr 20;12(4):e0176574
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Carob leaf polyphenols trigger intrinsic apoptotic pathway and induce cell cycle arrest in
colon cancer cells.

Ghanemi F, Belarbi M, Fluckiger A, Nani A, Dumont A, De Rosny C, Aboura |, Khan A, Murtaza
B, Benammar C, Lahfa B, Patoli D, Delmas D, Rébé C, Apétoh L, Khan N, Ghringhelli F, Rialland
M, Hichami A; Journal of Functional Foods. Volume 33, June 2017, Pages 112-121

Protective effects of polyphenol-rich infusions from carob (Ceratonia siliqua) leaves and
cladodes of Opuntia ficus-indica against inflammation associated with diet-induced obesity
and DSS-induced colitis in Swiss mice.

Aboura |, Nani A, Belarbi M, Murtaza B, Fluckiger A, Dumont A, Benammar C, Tounsi MS,
Ghiringhelli F, Rialland M, Khan NA, Hichami A. Biomed Pharmacother. 2017 Dec 6. pii:
S0753-3322(17)33735-6. doi: 10.1016/j.biopha.2017.11.125.

NIrp3 Gene Expression in Circulating Leukocytes Declines During Healthy Aging.

Connat JL, Dumont A, Rialland M, Faivre B, Sorci G. J Gerontol A Biol Sci Med Sci, 2018, Vol.
00, No. 00, 1-5

Présentations:

O Communications affichées :

Réle de PPARgamma dans la régulation des cellules myéloides immunosuppressives dans
un contexte tumoral.

Dumont A., De Rosny C., Fluckiger A., Ghiringhelli F., Rialland M. Communication affichée,
Forum des Jeunes Chercheurs 2015, Dijon

Could Omega-3 fatty acids overcome chemotherapy resistance?
Dumont A., De Rosny C., Ghiringhelli F., Rialland M. Communication affichée, Forum des
Jeunes Chercheurs 2017, Dijon

O Communication orale :

Docosahexaenoic acid controls 5-Fluorouracil-mediated NLRP3 inflammasome activation in
myeloid-derived suppressor cells.

Adélie Dumont, Charlotte de Rosny, Hélene Berger, Aurélie Fluckiger, Jean-Paul Pais de
Barros, Cédric Rébé, Charles Thomas, Francois Ghiringhelli and Mickaél Rialland. 13th
Congress Of The International Society For The Study Of Fatty Acids And Lipids (ISSFAL) 27-
31 May 2018, Las Vegas, Etats-Unis.
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L’action ambivalente de I'agent anti-cancéreux 5-Fluorouracil sur les cellules myéloides immunosuppressives sous
contrdle de I'acide docosahéxaénoique : Role de I'inflammasome NLRP3 et de la voie JNK dans la sécrétion de

IIL-1B.

Mots clefs : DHA, 5-FU, MDSC, NLRP3, IL-18, JNK

Selon une étude précédente, une limitation a I'efficacité anticancéreuse du 5-Fluorouracile (5-FU) repose sur la
sécrétion d'IL-1B par des cellules myéloides immunosuppressives (MDSC). La libération d'IL-1B mature provient de
|'activation de NLRP3 induite par le5- FU et de I'augmentation de I’activité de la caspase-1 dans les MDSC, qui favorise
la reprise de la croissance tumorale chez des souris traitées avec 5-FU. L'acide docosahexaénoique (DHA) appartient a
la famille des acides gras oméga-3 et possede des propriétés anticancéreuses et anti-inflammatoires qui pourraient
améliorer la chimiothérapie a base de 5-FU. Dans ces travaux, nous démontrons que le DHA inhibe la sécrétion d'IL-1
induite par le 5-FU dans une lignée cellulaire de MDSC (MSC-2). Chez des souris porteuses de tumeurs traitées par
5-FU, nous avons montré qu'un régime alimentaire enrichi en DHA réduit la concentration d'IL-1fB circulante et la
récidive tumorale aprés une injection de 5-FU. Le traitement par 5-FU conduit a I'activation de JNK dans les MDSC et
I'inhibiteur de JNK SP600125 diminue la sécrétion d’IL-1P. De plus, le DHA est capable de contrecarrer |'activation de
JNK induite par 5-FU dans les MDSC, entrainant la chute de la libération de I'IL-1B. De plus, nous avons montré que la
supplémentation en DHA dans les MDSC exposées au 5 FU diminuait I’activité de la caspase-1 ainsi que la modification
des interactions entre NLRP3 et la caspase-1, ASC ou B-arrestine-2. De maniére inattendue, la régulation de I'activité
de la caspase-1 par le DHA était indépendante de JNK, ce qui suggére que le DHA pourrait contréler la sécrétion de
I'IL-1B par le biais de l'inflammasome NLRP3 et de la voie JNK. Enfin, nous avons trouvé une corrélation négative entre
la teneur en DHA dans le plasma et I'induction du niveau d'IL-1B ou de la caspase-1 dans le sang de patients traités par
chimiothérapie a base de 5-FU.

L'ensemble de ces données fournissent de nouvelles informations sur la régulation de la sécrétion de I'lL-1f3 par le
DHA et son bénéfice potentiel dans la chimiothérapie a base de 5-FU.

The ambivalent action of the anti-cancer agent 5-Fluorouracil on myeloid derived suppressor cells under the
control of docosahexaenoic acid:
Role of the NLRP3 inflammasome and the JNK pathway in IL-1B secretion

Keywords: DHA, 5-FU, MDSC, NLRP3, IL-1B, JNK

A limitation to 5-Fluorouracil (5-FU) anti-cancer efficacy relies on the secretion of IL-1B by myeloid-derived suppressor
cells (MDSC) according to a previous pre-clinical report. The release of mature IL-1p originates from 5-FU-mediated
NLRP3 activation with increased caspase-1 activity in MDSC and sustains tumor growth recovery in 5-FU-treated
mice. Docosahexaenoic acid (DHA) belongs to omega-3 fatty acid family and harbors both anti-cancer and
anti-inflammatory properties which might could improve 5-FU chemotherapy. Here, we demonstrate that DHA
inhibits 5-FU-induced IL-1B secretion produced by a MDSC cell line (MSC-2). In tumor-bearing mice treated with
5-FU, we showed that a DHA-enriched diet reduces circulating IL-1B concentration and tumor recurrence after
5-FU injection. 5-FU treatment led to JNK activation in MDSC and JNK inhibitor SP600125 decreased IL-1p3 secretion.
Moreover, DHA was able to counteract 5-FU-mediated JNK activation in MDSC leading to the drop of IL-1P release.
In addition, we showed that DHA supplementation in 5-FU-exposed MDSC decreases caspase-1 activity along with
a modification of the interactions between NLRP3 and caspase-1, ASC or B-arrestin-2. Unexpectedly, the regulation
of caspase-1 activity by DHA was independent of JNK which suggests that DHA could control IL-1B secretion
through both NLRP3 inflammasome and JNK pathway. Interestingly, we found a negative correlation between DHA
content in plasma and the induction of circulating IL-1B level or caspase-1 activity in patients treated with
5-FU-based chemotherapy.

Together, these data provide new insights on the regulation of IL-1P secretion by DHA and its potential benefit in
5-FU-based chemotherapy.
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