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B De la vigne au vin

M Vin et santé& une grande controverse

Tantot décrié pour les méfaits de son alcool, tantét adulé par les bienfaits des molécules
naturelles <u[]Jo }v3] v3U o relAtjons dvee la santé sont contradictoires et font

souvent débat.
a) French Paradox et effets positifs de la consommation de vin

En dépit de la confusion qui régne autourp vconsommation modérée de vin, il apparait en

France, principalementahs le 8d-ouest, un constat intriguant. Malgré une alimentation

riche en graisse et une consommation modérée de vin, les Francais présentent un taux
[Jv( E Spe %o0upteq hpbdants [ uSE « %o E}E o [opdEsBEbatsUnis

ayant un développemen&conomique et une consommation de graisapalogue; ce

phénomeéne fa pour la premiere fois nommé French Paradox ou Paradoxe Francaés

1998. Celuci aété expliqué par les effets protecteurs de certains aliments consommés par

cette populationou le vin semblerait un candidat protecteur intéressgRenaud & Gueguen,

1998)

Des études épidémiologiques mondiales telles que le projet WHIINICA (World Health
Organisation- MONitoring trends and determinants In CArdiovascular diseéEehstaH

Pedoe, Kuulasmaa et al., 1994)nt perms de montrer que lasurA v [fotus du

myocarde erFFrance,« [] v ¢ d@kaun gradientiécroissanNord-Sudau niveau Européequi

remet en cause legparadoxe francaigLang, Ducimetiere et al., 1998Néanmoins, ce

%Z Viu v % }uEE ]S < Adnodntatioic q%otetid qu vessembler au régime
«méditerranéen» ou «régime crétois i X EVv] E S }Ju%o}e [HV v
defruits, de légumes decéréaleset dhuile d'oliveU [pv  }ve}luu S]}v uliné

depoissos § [puv }ve}luu $]devempfodusts laitiers ~ u ( et viande Ce régime est

% E S]<p Ve 0 ¢ % C*e g e¢]Jvu ]JSEE vV v S« uo0o Ju]jvp E o

et prévenir des maladies cardiovasculaires et du ca(®efi, Macchi et al., 2014)

}Jv Ev v38 0 AJv e poU ¢ Spu e+ }vS %p u SSE ionrdglilieee <p[pv
et modéréeprésente des effets santé» protecteurset permettrait Jve] [ HPu vsS (E o

longévité comparativemv § o[ *S]v v }Groolbpadk, Becker et al., 2005 [pv
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e ] v(]3° 0 %oue E]$ }v Ev ocsuo ] EI]JIA e po E -
a trois verresde vin par jour, soitne consommation modérée, semhbdéminuerle risque de
maladies cardiovasculairg, plus particulierement lgisque [ §Z E}+ o(G&ian &
Walzem, 2000)

Des 1996Goldberget son équipe ont étudié le risquepthérosclérosesur des volontaires

sainsayant consomré du resvératrola partir soit de vin blanc (concentration de resvératrol

non détectable)soit de vin rouge (4 mg/mtle resvératrol ou ¢k jus de raisin avec ou sans
resvératrol (PaceAsciak, Rounova et al., 1996 Apres 4 semaines de consommatida,

resvératrol semblerait u%! Z E o[ PE P 3]}v %0 <p 88 JE Jv p]lS %o
Néanmoins, il faut rester pruderiicea cette étudecar ellene tient pas copte desautres

polyphénols du vimui pourraient iterférer avec les processusj o[ o }}o «<p  }vS] vS c
vin. Les principales métules auxquelles sont attribeéces bienfaits sont les flavonoides.

Cette grande famille de polyphénols ge€sente das une grande partie des fruigs Iégumes.

Ces molécles, en plus de leurs activit@mnti-thrombiques, se sont révélées étre desti-

cancéreux en modulant les voies de signalisation connues pour étréqimps dans la
cancérogéneséFernandes, Pére@regorio et al., 2017, Pierini, Gee et al., 2039 plus

guelques études épidémiologiques rétrospectives vont en ce sens. Crockettl.aint pu

montrer une relation inverse dre une consommation modérée de virnferieur a 14

PE uu e+ [0 }}0o % E i}JpEU *}]81 T A EE % E i}JuE* 3 o A

la partie distal du colon et du rectu(Crockett, Long et al., 2011)

Dans ce cadrd;. Mazué etoll. ont pu mettre en évidence une diminution de la prolifération
de cellules tumorales de cancer coligmevitro v % E ¢ Vv [uv AESE ]S Alv e
(Mazué, Delmas et al., 20149e mémeHeetcoll. ontu}vEE pv (( 8 % E A v3]( 0|
de vin contre le cancer du sein. En effet, les polyphénols costéans cet extrait seraient

% O [JvZ] & o[ G}u 8§ « U puv VvICu <pE d&E¥% @heur % E o
mammaire(He, Sun et al., 2008Tertaines études présentegfalementune réduction du
risque de cancer colorectal uniquement en association avec un régime alimentaire de type
méditerranéen. D v ¢ U o u} Al HE ]85 %o0pe [Ju%ke & *puE o0 -p
gue la prise des polyphérstiu vin(Klarich, Brasser et.aR015) Parmis les polyphénols du

vin, le resvératrol et ses métabolites ont montré leur efficacité par une diminution %ede
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la prolifération tumorale chez des patienatteint [pv v GE }o}E& S o o}Ees [pV

clinique de phase I/(Patel, Brown et al., 2010)

Néanmoins, les réstats concernant les effetdespolyphénols dans le cancer sont tres variés.
Chaoetcol.v. & A 0 v3 %o * E p 3]}v pu EJecp WEA vp [pv
[Mv  }ve}uu $]}v u} E(Chao, Hjque et al., 2010)

Une étude a montré<u[ v <} ] S]}wlyph@nelsiavaient deactivites différenes

(Mazué et al., 2014)En effet,la combinaison resvératrol/quercétine montre un fort effet
synergiquecomparativementiux molécules seulesurla prolifération de cellules tumorales

de cancer colique et surue blocage en phase ®e maniere intéressante, tatéchine, un

flavanol produirait un simple effet additif sur la prolifération lorst[Jo *3 v }u Jv ]Je}v A
le resvératrol et la quercétin€€esdonnéesillustrent la grande variabilité des résultats sur les
études «vin et santé» et cecipop EE |5 <[ pgArdaodiffare@tede composition des

différents vins.

Par ailleurs, au sein de notre équipeus avons puwémontrer <[ v %o 0l * of (( § wvs
cancéreux obseryé&ertains polyphénols dont quelques flavonoides pouvaient jouer un role
important dans la modulation du systemenmunitaire et notamment dans la réponse

immune adaptative ou innée. Les conséquences importantes de cette modulation sont la
diminution de médiateurs lipidiques prfv (o uu S}]JE « § e oS Vv ¢ (E *%}ve O
inflammation chronique telles que deytokines et des interleuking®elmas & Xiao, 2012,

Ghiringhelli, Rebe et al., 2012)
b) > ¢ (( 8¢ v ( *8 ¢ [uv }veluu 8]}v /& «<]A Alv

/o S }UE uu vS u]e <u[MV  }Vve}luuedllexce$siveideinqeut avoir
des effets néfastes importants, de par sa teneur en alcool, surtout si elle est accompagnée

[ USE + }]ee}ve o0 }}o]e X >[ (( 8 v P 3]( 0o %ope AlJe] o pn £
>[ §Z v}o %o E]e" (t} défavoraptemeRt]sur lesysteme nerveux central pendant
plusieurs heures, pouvant causer des dommages irréversibles sur le cerveau comme la perte

}vv £]}v v pE}v o }u o *SEHWN S]]}V V UE}vV X KuseE o

plupart des fonctions cérébrales sont altéggprovoquant une augmentation de la prise de
E]e<yp S pv (171v e (}v S]}ve u}sE] « S [ <plo] E X ¢ %oz

considérablementa survenue [Jv ] vi §uo o[]Jve HE]S E}IUS] E }H 0 ¢ }u%o
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violents(Arvers, Batel et al., 2003) %ooplue o[ 0 }}o 8 puv E}Pp ( ]Jo u vs
estresporr 0o [pv (}ES ancéusSpy( SU o[ o }}o]eu - E S E]* %o

H e vS]u vS * S] S o}E- 0 %E]e [ SZ v}o

/o 5 P o U VS Ju%}E&S vSs vi§ E <p o }veluu S]}v [ o }}ol
pendant la grossesse peut engendrer de graves conséquenec€s o A 0}% % u v3 p ("¢
§ o Ju%}ES u vs d i PV V(i vEX > %o E]e" [ 0 }}0 %0 ps v
prématurée, un retard de croissande jeune enfanbu dans les cas les plus grate o[ v( vS§

% US *IU((E]E M *Cv E}lu alondisedrncardyoquart des malformations

comme la microcéphalie et des déficiences intellectugMgahoit, Scott et al., 2017)

%opneU o[ SZ v}io }vSiseen alooseligée faittparti des cancérigenes de catégorie
i e o}vo[Pv [/vS Ev S]}v o &E Z & Z }vSE o v & ~/ Z
0 }veluu 3]}v [0 }}o %}pEE ]85 ( A}JE]s E o A(Segrsiatm, u v 3
2009)comme les cancers de la cavité buccale, du pharynx, du larynx et["*}% Z P u ]e
également lecancer du seinNarod, 2011, Nowosielskarygiel, Owczarekteal., 2017)
E vu}]veU Jov ( uUS % * v Po]P E o E€o0 o] $§o0o ZC U v
o[/ Z U <u] S JE S uvVvVS %@E& * vS Ve 0 0]Ju VSe }u 0 ¢ }]ec}v
% ES]E o[ §Z v}oX Ju%ole WUMUEE |S[]JVEl TS E &E o A%

génique et ainsi augmenter le risque de cancérogénése colique et gastNquk Lee, 2017)

v(lJlvU o (}] *3 0 %oope *}puA v 8}p Z % E pv }veluu 3]}v £
principao }EP v eepy®E vS 0 SE ve(}EuU S]}v o[ SZ v}oX >

% EuU SS vS 0o SE& ve(}EuU S]}v o[ $Z v}o v So ZC U « SE]
pouvant ainsiprovoquer o[ %o % E]S]}v [uv 8 S}e %op]e [pvhn JEEZ}
carcinome hépatiqué¢Balogh, Victor et al., 2016)

De maniére générale, la plupart des étudkesdistinguent pas consommation de vin (modérée

U AE ee]A e 50 %E]e [ 35Z vioU }u o] v&sdguirekcon¥it@anis E v ]
du vin.

Ces différences de résul&t% HA vE o[ £%o0]<p E % E o PE vV A E] ]c
gualitativeet quantitativedu vin. Effectivement, lors de la fabrication de celijies procédés

different en fonction de la région de production, du vigneron, du matériel utilisé. Les variations

peuvent également étreluesau cépage de vigne utilisén effet lesbaies [uv W]v}s E}]E
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contiendront plus de polyphénsggu o ¢« ] ¢ [puv Z & Huw Z]}po]vP X %0 0 L *
temps de macération des parties solides dans le modt peut varier et ainsi influer sur la quantité

et les variétés de polyphénols retrowsans le vin(Mazué et al., 2014)

M La vinification

La production de boissorisrmentées plus vieil ancétre du vimemonte probablement
au Mésolithiquelors de laPréhistoire. Néanmoinsalmise en culture de la vigne aurdébuté
il y a six mille ans, dans le sud du Caudase premiers vinfabriqués étaienfromati€s avec
des fruits, des herbes ou de&piceset enrichis de miel ou de sglour une meilleure
conservation.

EnBourgognep [} E]P]v  p A]v Amtiquit, ol la ofture de la vigneéaé apportée

par les Romains lors de la conquéte de la GaGle.»3 Moyen Ageque cette culture

[JvS ve](] P @ ux ordpefmonastiques Citeaux et Cluny

De nos jours, la Bourgogne produi®@de la production francaise et 06 de la production

uljv] o uleVv[Vv 8 % * u}]ve pv E P§putéd pdyr loqualité de @s E

vins. Lasituation géographiqueles facteurs météorologiques, la composition de ses sols et
O°*Vviu E HE % P ¢ E viuu ¢ ¢}vS usS vS [ S}uSe <p }u%S o ]
et son vin et lui permettent delonner naisancea 100 %0 % oo $]}ve [KE]P]vV }vsC
(AOC) pi}pE [Bémd) si la consommation de vin ne cesse de diminuer, relite

importante dans les pays du bassin méditerran@rrestant un élément central de notre

culture et denotre alimentation.

La fbrication du vin estbaséairo ( Eu vS S]}v [HV ipue (e lsvwigne, & ]e]v
Vitis vinifera Ces baies sont riches en sucres (monosaccharides, polysaccharides et
hétérosides)qui, en association avec les levures et bactéries lactiquesngttent la
fermentation malolactique. Les seconds constituants du raisin sont les acides organiques qui
donnent le caractére acide au vin. Arrivent ensuite les composés phénoliques qui ont une forte
influence sur les propriétés organoleptiques du.\u®dte grande famille de molécules
comprend: les acides phénslles stilbénes, les flavonoidesles anthocyanesPour finir, &s

tanins qui sontdes macromolécules phénoliques, composent les baies.
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La vinification, qui permet la transformation du rai®n vin, est une suite de processus

Ju% o0 /E o <u]l v e++]3 o[]vd EA vi]}v o AuE + 3§ § E] X
naturellement présents sur la peau du raisin, dans les cuves et les fits mais aussi dans
o[ ve u o e <U]% u vSe geslpoyinificatioh@ENeéanmoins, les méthodes de
vinification varient en fonction des régions et du vigneron. Ce processus est dé@#saus

V E % E v vs 0 SE ]I 3§ %  pdlo]e ms rougenfedBoyrgogidlv o /
(Figure }.:
1. Egrappag®u éraflage et foulage : séparation des baies de raisin de la rafle et éclatement

de cellesci afin d'en libérer le jus.

2. Encuvageprocessus d u E SJ}v ve o puA e [ ] EX
3. Pigeageet remontage lesparties solidegchapeau de majoquise trouvent a la surface de
la cuve sonenfoncées dans le moQt puis ce derngst pompé et réintroduit par le haute la
cuveen arrosant le chapeau de marc, afin d'en extraire les tanins et la coul¢us.5 0} E

cette étape que les polyphénols passent deddlicule et des pépins au modt.

4. Fermentation alcooliquetransformation des sucres du modt en alcool par les levures, qui

libérent de nombreux arbmesle modt devient vin.

5. Ecoulaget décuvage : le vin est écoulé dans une autre cuve ou danfise=n bois. | est
% % 0 h Alv PIuss i« vin dépledselrecupéré du marc lors du pressurage

(6).

7. Assemblage et débourbage : le vin de goutte et le vin de popgssont desvins troubles,

sont assemblés avant I'élevageed_paricules les plus lourdes sédimenteett forment des

bourbesqui sont éliminéesle vin clair estalorsmis en fdt.

8. Fermentation malolactique : Des bactéries lactiques, principalement de I'espéoen)

transforment I'acide malique en acide lactiqueniihuant I'acidité du vin et le stabilisant.

9. Soutirage esulfitage :le vin clair est soutiré (changie cortenant) dans une cuve ou un
fat et les grosseslies sont éliminées Afin de le protéger des microrganismes et de

@kydation levin se voit aputer du soufre(SQ).

10. Elevage : le vin est consermé flt pendant plusieurs modurant lesquelsdes échanges
se font avec le boiX [ S SS S e%din sybit une évolution structurelle et

aromatique.
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11. Soutirage, assemblage : Vén sautiré de différents fltsest assemblé en cuve afin

d'homogénéisesonbouquet aromatique.

12. Collage : le vin est clarifié par une colle protéique, minérale ou synthétique qui précipite
les particules en suspensiofinsi clarifié et stabilisé, le vin peétre filtré et mis en bouteille

(13).

Figure 1. Schémades différentes étapes de la vinification des vins rouges de Bourgogne.
[ % & * 0 » JOOU*SE S]}ve p /s

En ce qui concerne la vinification des vins bdales étapes v@ent [égerement du fait que les
parties solides du raisin ne macerent pas avec le moQt. Apres récolte, les baies sont pressées
puis le modt est mis en cuve. Les particules les plus lourdes du modt sédimentent dans le fond
de la cuve pour donner naissareen jus «clair». Ensuite les sucres du moQt se transforment
v 0 }}o e}pe o[ 8]}v + 0 APE + ( @Ensuits njiker ¥t bu aAlipu lae §
( &u vS S]}v u o}o SJ<pu %opu]e VIMA p <}us]E S epo(]S X %o

celukci est assemblé, purifié puis mis en bouteilles.
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B Composition du vin rouge

Le vin rouge est une boisson trés étudiée et décrite, néanmoins sa composition est
extrémement complexe de par les différents facteurs qui peuvent la faire varier. Le cépage, le

cim SU o S EE}]E S o[ vv V *}vS <g o<t e A u%o X v (( S
constituants du vin est déja décrite (tabledy cette diversité de composition rend les études

sur le vin complexes a généraliser.
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Tableau 1. Composition chimique du vinLes valeurs minimales et maximalesont
%oE » VS o §]1SE Jv ] 38]( 8 %@E}A] vv V8 [HUV X% VIBE *3E ]
(German & Walzem, 2000)

Composé Concentration eng/L
Min Max
Eau 800 900
Ethanol 80 150
Autres alcools 3 1.9
Glycérol 3 14
Aldéhydes 0.01 0.5
Glucose 0.5 1
Fructuose 0.5 1
Carbohydrates Pentpse: Arabisone, rhamnose, xylose 0.8 2
Pectine 0 traces
Inositol 0.3 0.5
Fucose 0 0.005
Composé minéraux: K+, Mg2+, CO2, phoshaCa2+, GISiO2, FA, Mn, Na+, Fe2+ Br, |, CuZ 1.5 4
Acides organiguesAcide tartarique, lactique, succinique, acétique, malique, citrique, fumarig 3 11
Composés azotés 0.1 0.9
Composés phénoliquesfncentrations emnmg/L) 900 2500
NON FLAVONOISE
Acide parahydroxybenzoique 20 20
Acide gallique 26 320
Acides hydroxybenzoiques Gallates 30 59
Acide salicylique N/D N/D
Acide syningique 4.2 5.9
Acide protocatéchurique 88 88
Acidecis/transcoutarique 16 24
Acidecis/transcaftarique 11 47
Acides hydroxycinnamiques acide caféique 3 18
Acide coumarique 7.5 22
Acide férulique 19 19
Stilbénes Transresvératrol 0.1 2.3
Picéide N/D N/D
FLAVONOIDES
Quercétine 5 53
Flavonols Myricétine 2 45
Kamempférol 18 18
Rutine 0.5 10.8
Catéchine 27 191
Flavanols Epicatéchine 21.4 128
Procyanidines 29 333
Delphinidine 3monoglucoside 22 22
Cyanidine d3nonoglucoside 2.8 38
Anthocyanines Pétunidine 3monoglucoside 18 18
Péonidine amonoglucoside 32 32
Malvidin 3monoglucoside 24 170
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>S[ U *3 0 }ve3]Sp v3 ui pE p A]lwvo@e Sar®olumedotas 61 01

Les alcools sont les seconds composants du vin et sont produits par les levures a partir des
sucres du raisin. On peut retrouver entre?8et 169 [ $Z v}o ve o A]v <p] % us (]
sa qualité, sa conservation et sa valeur commerciale. La proportion d'alcool est directement

lié a I'état de maturité duraisin car plus la baie est mdre plus elle contient siecres

Néanmoins atdela de 18% [ o } }es levures devienmt inactives et limitentinsi le degré

alcoolique maximal des vins nature®n retrouve également du glycérol, un polyol, & hauteur

de 4 a 9%. Ce dernieest produit au début de la fermentation alcooliquet contribue a la

qualité du vinen lui apportart du moelleux et de la rondeur. Le vin contient également de
o[]v}e]S}oU pv ( 8§ pE&E E}]ee v ] u %q pEIBEVSibI¥.quadiitéode s E]

méthanol.

Viennentensuite les sucres. Leur teneur dans les vins est extrémement variable. Le jus de
raisin est trés riche en hexose (glucose et fructose) mais ces molécules sont converties en
éthanol lors de la fermentation malolactique. Certains vins comme les vins blanc doux et
liquoreux, en conservent néanmoins une teneur résiduelle. De pejilestitésde pentoses
(L-arabinose, Exylose, Bxibose L-rhamnose)se retrouvent également dans le vin a des
concentrations de 0,3 a 2 g/L. Ces molécules sont plus abondantes dans les vins rouges que
blanc du fait de leur localisation dans les parties solidesagkin mais influencent peu la

saveur sucrée du vin.

Les minéraux ; anions, cations et métadant également partie de la composition du vin.

Néanmoins leurs teneurs dans les vins sont #@sablesmais restent faibles. Ces particules

sont dissoutesdans le modQt lors deal macéraibn des parties solides dans dernier. Ceci

peut expliquer les différences de concentrations de ces composants. Parmi les éléments

minéraux, on peut retrouver les ions chlore’YQlouffre (S¢¥), phosphore (P£), sodium

(Na), calcium (C4d), magnésium (MgsX Kv SE}uA pee] 0[]} ~/*U o (op}E -
S o[} EC »].dk vin-contient également des métaux tels que le cuivré’y el fer

ferreux (Fé*«U o[ opu]v]pu ~ o*U o IZdE}E]U ®BfUEF® wj ~ P S 0o u

(Mn).

[ USCE * }veS]SH VSe JuUNo}ES vSe e}vS 0 ¢ | ¢ }EP V]<u ¢ <pu] }v
vin. L'acide tartrique est l'acide spécifique du raisin et du vin et influe beaucoup sur le pH de

celuici de par sdorte dissociation. L'acide malique est tres répandu dans le régne végétal et
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iJU *HE 0 % E %3]}V A E pPE [pv Alv }vd 0o u SpE 3]}v |
o}E+ [uVv Sou(elcpfe sur le caractere sévere des vins jeunes. L'acrigueitest

présent chez tous les cépages mais ce dernier est concentré dans le moQt par la pourriture ou

le passerillage des raisins. Beaucoup de vins rouges en sont dépourvus car les bactéries

lactiques peuvent le transformer en acide acétique.

On retrouveégalement dans le vin des substances azot@egre la forme ionique N, on

E SE}uA dars pldsieurs composés biochimiquescides aminés, hexosamines, bases
purigues, polypeptides. Parmi les polypeptides, on trouve des protéines qui peuvent étr
précipité artificiellement dans le vin blanc pour limiter les dép6ts ou qui sont élimipées

réaction avec lesaninsdans les vins rouges.

Arrivent enfin les compggés phénoliques qui ont une forte influence sur les propriétés
organoleptiques du virfsaveur, astringencelureté), qui exercentun effet bactéricide ou
encorequi interviennent dans le vieillissement du vi@ette grande famille de molécules est
. *UHE 0 % E Vv ve 0 HE }u%o}e]S]}vU [ H u}]ve pv C o
oo}l ] [ USE « Wv 8]}ye U E I} &i€t® huptre principales fanah de

composés phénoliques : les acides phénols, les flavones, les anthocyanes, les tanins.

Les acides phénokont les composés phénoliques dont la forme est la plus siniplsont

présents dans le vin sous la forme de dérivéso[ ] v 1} b < e saticylique, gallique,
catéchique et vanillique) ou E]A - o[ ] ]vv uteumariqud, caféique et
férulique).

Les anthocyanesont des glycosides dans lesquels une ou deux molécules de sucres sont

fixées a desoyauxphénoliques. lIs représentent les pigments rouges du raisin et du vin.

Les flavones sont une grande famille de polyphénols ayant de nombreuseslassess et
possedent deux cycles bemigues reliés par une chaine a 3 carboriesreprésentent les

pigments jaunes du raisin et du vin blanc.

Enfin, les tanins sont des macromolécules phénoliques qui proviennent de deux sources. Les
tanins catéchiques se trouvent dans la pellicule, dang&sns et dans la rafle des baies
§Vv]e<g 03 v]ve 00 PJcpu ¢ }u P 00}8 v]ve % E}A] vv vE pn }]e
en fat. lls forment desombinaisons avec des protéines et d'autpedymerestels que les

polysaccharides pour moduler les propriétés organoleptiques du vin.
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Pour terminer, une petite famille de polyphéhnon flavonoique se distinguesd stilbénes
Cesont les structures polyphénoliquesslenoins complexes présentes dans le vin (deux cycles
benzéniques reliés par une chaine carbonée) et sont principalement repré&sepsr le
resvératrol (T U o-trilhydroxy-trans-stilbeng) X Ev] E [ atke @B aktioxydant

%o ]ee v3 Z 1 o[,}uu X

Au travers des composés polyphénoliques qui le composent, le vin rouge, un extrait
desalcoolisé de cehdi ou encore les molécules les plagressantes pourraint-ils jouer un
EE€o0 Ve 0O & [UV % E A oB]Mo % E ] }paBcgr 2uv [ uSE -
termes le vinpourrait-]o i}p & pv EE€o ve 0 incideheeauidy kancer ddns la
population et % &S] ]% EU Ve O niEditerfaneer(E Fefluirdes risques

d'apparition de nouveaux cas.

Pour répondre a cette questiomors E  <d] %S} S*S[ }J® VSE <uE of Su [H

polyphénolde la famille des stilbénese resvératrol. Cé#te phytoalexine est produit par la

vigne, plus particulierement au niveau de la pellicule du raisin, en réponse a un stress afin de

seprot P E ¢ PE <¢]}ve A3 E] pEresxératrol perizeltuait de protéger

0+ % E}]* A e po |E de JUIECESPMM(0 ude WS LE o[ PE P §]}

plaquettaire et la formation de thrombu®elmas, Jannin et al., 200H)a également montré

des effetsin vitro sur des cellules deancer colorectal en diminuangur prolifération par le

blocage de leucycle cellulairéDelmas, PassiHpegrace et al., 2002} en stimulant des voies

apoptotiques de mort cellulairdDelmas, Rébé et al., 2003En association avec des
ZJul}3Z & %] U o E A E 3E}otubsofdl dexksomhelécalps(as une 3]

augmentation des dommage o[ E § o[ tAiids Eimagne et al., 2013)

De plus, notrééquipe a pu montrer que le resvératjoluaitun role sur le systéme immunitaire
et la réponse anti tumorale. En effet le resvératuth capacité de diminuer la symse et la
production d[ pv C s} 1] vinfl&én@ajoire U .}/ ainsi quede bloquerla translocation
nucléairede Rorg un facteur de transcription clé dans le processus de différenciation. Th17
] %o} UE }Vve <PV [ U%! Z &E io virg du ENphdyte | T helper 17
ULE]V I} Zpu Jv S Jve]l [ (( ] olHElasnmakairddr micgoels@nhement
tumoral. De plus le resvératrol da capacité de réduire la croissance tumorale chez la souris
par un blocage de la différenciation Thcomparativement aux souris contrél¢simagne,

Thibaudin et al 2017)
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[ S spE SS o]Pv }v p SE] <«ntérdgsésaulrfile duvindanms le cadre

[UV% E A v3]}v % E]Ju |E Sipfldmarpatianuctidhiqe est un facteur de
risque majeur pour de nombreuses maladies en particulier ébsghogies cardiovasculaires,
auto-immunes et le développement des cancers. Cette inflammation chronique est en lien
direct avec le fonctionnement du systeme immunitaifénsi,une modulation des processus
inflammatoires et du systeme immunitaire seraiheu cible de premiére importance en
particulierparlescomposés polypénoliques du vin dans le bde prévenirle phénomene de

carcinogénese

B Le cancer

Avec 14,1 millions de nouveaux cas dans le monde en @&drPay, Soerjomataram et al.,

2015) le cancer est un probleme majeur de santé publique dans les pays développés. I
représens MIi}HE [Zpn] Vv &E Vv 0 % E& u] E Me u}@E&s o]s
cardiovasculaires et cen oPE& o Jul]vus]}iv Po} o H S uE []lv] v
mortalité. En 2015, o}v o[/veS8]SusS E S]}v o lenombre@esneouvBaux cagd

cancer en France métropolitaine est estimé a 385 &0@ nombre de décés k& ce dernier

est estimé a 14800.

v&E v U o v E 0 % @E}eE8 5 5 0 %ope (E <pvs Z 1 o[Z
cas en 2012 et 876 déces tandisque 48 763 muveaux cas de cancer du sein dont 11 886
décés ont été recensés en 2012 et font du cancer mammaire, le cancer le plus fréquent chez
la femme. Le cancer colorectal est le troisieme cancer le plus fréquent tout sexe confondu,
avec 42152 nouveaux cas et I/22 décésAvec environ 6895 nouveaux cas par an et 299
déces en 2012, le cancer du poumon est le quatrieme cancer le plus incident mais celui dont

o § puk&E U}ES 0]8 3 0 %ope oA Z 1 o[Z}uu X

§§ } « EA §]}v of] Z oo v&8Mvvo wup¥S]pv }tuu of]v J<p vS O
Ev] Es Z]J((E » p E %%} ES ol Pv /vS vV S]}v 0o % }uE ¢
0 ° o o }vv ¢ '>K K E 11i1 ¢}ue o] (®rpanisatian] Kanhdiale de la
Santé) En effet, dans le monde, lesarcinomes mammaires et coliques représentent
respectivement 1,7 millions et 1,4 millions de nouveaux cas recensés en 2012, les positionnant

juste derriére les cancers du poumon avecrhjBions de nouveaux cas en 2012.
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M Cancer colorectal (CCR)
a) Epidémiologe

N o}v o[KD™MU o v E }o}E S0 ¢S o0 1Tu v E 0 %oope ]V ]
cancer mammaire etle®3¢ Z | o[Z}uu % E * O v & 0 % E}eSs § §
France, en 201242152 nouveaux cas (226 hommes et 1826 femmes) efl7 722 décés

(9275 hommes et 847 femmes) sont imputables a cetii

On peut remarquer une incidence plus forte de ce cancansdles pays industrialisés
comparativement aux pays pauvres (FigRmeX [ *3 % }uE<«p}]U o « ( 8 uE+« VvA]JE
pourraient étre des facteurs de risques majeurs dans la survenue de ce d@iskehsari,

Mahdavinia et al., 2014)

Figure2. Incidence 3§ u}@&S 0]8 u Vv & }o}E 35 0 * 0o}v o I}v e P }P(
v E d} C o[ P v Ivs Ev S]}v o0 %}lpuE o Z Z & Z +uE o
o[KD"
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En effet, dans nos sociétés modernes, nos modes de vie et de consommation ont
considémblement changé notre activité physique a été réduite favorisant une vie plus

e VS ]E U o uE A]. La[cedsontm}ioP de tabaest restéestable,

O[ME vVv]e S]}v S o]]viauoris@afles ¢ent@tisvavec divers polluants cigoes et
perturbateurs endocriniens. De plus nos habitudes alimentaires ont été modifiées pour une
alimentation plus industrialiséelus riche en sucres et en graisseg,Pu vS vS o[]v ] Vv V1
SUE%}] » S o[} ]88 X o HAE  Edep f@treusdedEsquesiajeurs} v s
dans la survenue des canset plusparticulierementdans les cancers des voies digestieds

guele CCRMatsuo, Mizoue et al., 2012)

La composante génétique accompagne les facteurs environnementaux comme autre facteur

de risque majeur. Une personne ayant une ps@disition génétique pour le cancer colorectal

a un risque plus élevé de le développséanmoins une minorité de CCR ese@dlune forme
héréditairetelle que & polypose adénomateusiamiliale ou le syndrome de Lynch. Le diabéte

ou les maladies inflammat] E - o[]vS *S]v Solbeoulcérqusecet la maladie de
Crohne}vd [ UEE « % 5Z}0}P] ¢ Ju%o 3 v3 %}*]3]A u vlyson A 0} %o?
& Rutter, 2012)

b) Anatomopathologie duCCR

> % E} ecue (JE&u S]}v [pv Spu pE }o}E& Hrendpkssiqurs %o E} e
années. Il peut toucher a la fois le cologui se divise en 4 parties selon sa position dans

o[ }u you le rectum qui rejoint le colosigmoideau niveau de lgonction recto
sigmoidienne Le processus débute généralement par une prolifération abusive de

o[ %]SZ o]uu O UMCH He }Jo}E § o X §§ (}ES % E}o]( &
formation de polypes adénomateux bénins, gem grossissant, deviennent des lésions
précancéreuses formant des dysplasies. Ces Iésions précancéreuses sont a surveiller autant
gue possible aprés dépistage car elles ont un fort risque de se transformer en lésions

cancéreuses et provoquer la survenugdv vi & Jv}ju }o}& S o }UE uu vS v

cancer colorectal.
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c) Prise en charge médicale

Le CCR touche dans®@0des cas, des personnes agées de plus de 50 ans et peut étre tres bien

%o E]e v Z EP 0}E+<u[]lo 3 § 3 % E npde9®6). D&pludes uEA]
symptébmesde cette pathologiesont souvent discretdors des stades précoces. Avec

o[ Alous]}v 0 % S$Z}0o}P] U }v % pus } « EA E p » VP ve 0 o -
fréquence de cellesi, des maux de ventre intenseune perte de poids, ou encore des

Alulee u v3eX [ ¢8 %}UE<u}]U Jo 8 v e JE %o E } E upv
o[ P Al ve u oPE pv eV *CU%S€EU X >}E*<H 0 S 5 o
est proposée au patient et un diagnostiedical est posé.

> ¢ SE ]S U VSe %o E} %o} © % VvV VS ](( E v8e % E u SE « §
o[ § v u 0 SpuU HEU e}v 3§ A 0}% % U VvS § e« E § E
v3iE ol $SPvVv E&O e VS U %o S]pardifetres, (e tratdrpent le plus
adaptéluiserapoposé > Z]J]EMPEP] U o Z]Jul}SZ & %] U o E ]}8Z E %

la vaccination sont les traitemesites plus couramment utilisés.

B E S E]J]eS]J<u o [MV OOMO v E -

Suite a une accuuaiation de mutations altérant son génome, une cellule saine doi& se
voit transformée en une cellule cancéreuse et acquiert de nouvelles fonctions nécessaires a
sa transformation. Le processus oncogénique durant lequel une cellule devient cancéreuse a
été décrit dans les années 2000 par Robert WeinbeRpetglas Hanaharls établissent dans
un premier temps les six caractéristiquggae doit acquérirune celluleafin de devenir
cancéreuse. Celel est capable de proliférer en ignorant les signaux-prdlifératifs et en
produisant elleméme ses propres signaux de croissance. Par ailleurs, cette cellule est capable
[ Z %0% & o ulEs oopo |&E § Jve] ¢« & %o0]<u E ( }
[JUu}ES o]e 8]}vX 00 % us P la oéoahgidge@edd Jpammeitant le
développement de la tumeur et la formation de métastases en dégradant la matrice

extracellulaire(Hanahan & Weinberg, 20Q0)

En 2011, ces méme auteurs ont proposés quatre nouvelles caractéristiques augmentant, au

nombre de dix, les Rkallmarks» du cancer(Hanahan & Weinberg, 2011)es cellule

cancéreuses ont une forte instabilité génomique et voient leurs métabolismes énergétiques

u} J(] *X 00 * % HA v 0}E-* o[ %3 E ( ]envirodienmesi CasE] S]}ve
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cellules transformées et détectées comme dacon-soi» par le system@mmunitaire sont
alors reconnues et éliminées par ce dernier. Néanmains,réponse immunitairerolongée
via o[ 3]A 3}}v oopo - O[]uuppeliBétréV@E < %o}V e umeinflrmmation
chroniqueinduisant ainsi un@nmunosuppression local¥ erngemble de ces caractéristiques

est résumeé dans lagure 3.

Cependant, pour proliférer et former une tumeur cliniquement détectable, les cellules
cancéreuses doivent échapper a la surveillance du systéme immuniGatte derniere

caractéristique corre%o } v O Z %% u vsS ¢ o00pO * SHU}E 0 X
O Nouvelles caractéristiques de 2011 décrites péanahanet Weinberg

Figure 3. Les 10 caractéristiques des cellules cancéreusBsprésenaition des dix
caractéristiques qui permette S o[}v }P v ¢ XHdndhatE&Weinberg, 2011)

B Immunosurveillancest immunoediting

Au XXeme siecle, Paul Ehrlich fut le premieru SSE 0[ZC%}SZ « lesggteme <u o0

immunitaire serait %o 0 & }vv ]JSE S [ oJu]l]v E o - OOMO *

création W }v % @Eo 0}E+s [Juupv}spEA Joo v

Page |28



Cependant, méme chez usujet immunocompétent, les cellules tumorales peuvent se
développer malgré la surveillance permanente du systéme immunitaire. Le systeme
Juupv]s J& i}p }v pv }p O i ML V %E}S P vS 0[Z€S u ] Vv }v
pression de sélection sues cellules tumorales qui les oblige a trouver un moyen de lui

Z %% EX > *CeS u Juupv]S |]E u} po }v ofJuupviP v] ]S .
du processus deancéerogénese, oo Eo0 0} E o §amyridddiing »o(Pumn,
Bruce et al., 2002)

LaSZ }E] o[]uing\sp deEompose retrois phases qui se succedent et qui
demandent I'activation de mécanismesnimunitaires innés et adaptatif¥ o[ oJu]v S]}vU
o[ <pl]ols @[ Z %o %Sahreilier-Old and Smyth 20XE)gured).
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Signaux de Suppression de la tumeur

Cellules en danger  aptigenes Ligand de (sénescence, réparations, Tissus
. tumoraw: celjyles Nk apoptose) sain
transformation
Carcinogenes
Radiations
Infections virales
Inflammation chronique
Mutations génétiques
Elimination Equilibre Echappement
Perte des
antigénes et
du CMH
Phase de
IFN-J « dormance»
o IFNDE
Immunité IL-12
innée et TNF
adaptative ~ NKG2D
TRAIL
Perforine
Promotion et
Cellule normale croissance de la
Cellule hautement
immunogéene en tumeur
transformation
Clonesmmuno-résistants
Suppression de la qui échappent
tumeur

Immunoediting

FigureaX > SZ }&E] o[JuxXpv] %Sdereéiber, Old et al., 2011)

Lors de la transformation des cellules saines en cellules cancéreuses par les agents mutagenes,
ces dernieres peuvent exprimer ou émettre des molécules qui altéreattivent le systéme
Juupv]s JE X > OOMUO * o[Juupv]s Jvv ~ oopet NK v (E]S]«
(Natural Kille)) § o[Juupv]ative (Igdnphocyte T CD8, CD4 ¢tsBnt alors activées

par sécrétiondes signaux de danger dans le miliedracellulaire par les cellules cancéreuses
(cytokines inflammatoirg chimiokine, ATP (Adénosine Tri Phosphate HMGB1 (High

Mobility GroupBox X > ¢ o00pO * Juupv]sd JE « }vd P o u vd S]JA -« %

surface des cellules cancéreuselg ligands activateurs des NKu % & o[ A UeSE <]}V
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antigenes tumorauxvia le CMHI qui seront reconnus par les lymphocytes T CD8. Les
mécanismes mis en place lors de cette premiere phase péemeo[ oJu]v S]}v ¢ o0o0ouO
tumorales immunogenes. Legllules tumorales qui parviennent a survivre a la premiéere

phase entrent ensuite dans la phase d'équilibre.

Lors de cette longue phasemmunogénicité desellules tumoralegst modifiée.En effet,
des clones résistants, les cellules tumorales les moinsunogéenes ou les cellules tumorales
ayant subi des mutations génétiques aléatoires,sont plus reconnes parles cellules de
immunité adaptative et deviennent alors insensibles a la réponse immunitaitge
phénoméne explique pourquoi des tumeurs igent a se développer chez un individu

immunocompétent(Kim, Emi et al., 2007, Schreiber et al., 2011)

Une fois les clones immur@sistants sélectionnés, ces derniers peuvent entrer dans la
derniére phase o [rhunoeditngV o[ Z %% u v3X > u] €} VA]JE}vv u v3 3
tumeur devient immunosuppressif avec une forte activité des lymphocytes T réguldfeurs

Reg)et des cellules myéloides immunosupressives (MBg&oide Derived Supressive Lell

La croissare des cellules tumorales'est plus contenueW [ <8 stade que la maladie

devient cliniguement détectablgMittal, Gubin et al., 2014)

d}us (}]*U o[puvs © Svp@® A 0}% % uvs p v E 35 o[]v(o uL
% E ] u vsS % }uE e o[]wle. uu S]}v ZE}v]

Bl Inflammation et systeme immunitaire

>[]v(o uu S]}v ¢S pv Vve u o E S]ive %ZCe]}0o}P]cpu o (v
O[}EP v]eu § %O0HUe % ES] po] €& u v8 % E o0 €es aeiyles - o[
interviennent en premiére ligne de défee suite a divers traumas causés par des agents
infectieux, des substances chimiques (irritants, toxines, venins), des agents physaues (

chaleur, froid) ou encore des Iésions tissulaires fiimatiques.

[ ve o[ v8]<u]S U po plsusldicvitled lguatre symptébmes cardinaux de
o[]v(o uu 8]J}v h Zpu }E&E 8§ Spu}lE pu 0}E § }o}E i § o
cinquiéme, le « functio laesa ». Rougeur et gonflement assodéssachaleur et deadouleur
puis aune perte de fonctin sontles premieres caractéristiques décrites o[]Jv(o uu S§]}v X
Ces symptdbmes correspondent & une augmentation de la vasodilatation et de la perméabilité
des vaisseaux facilitant la diapédése des cellules immunitaires circulantes
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B 3]A 3]}v  nenmidtiqropar les signaux de dangers

>[ 8]A 3]}v o[]v(o uu 8]}v e (13 % & o[]vd EGu ] ]E *]Pv
DAMP DamageAssociated Molecular Patterou des signaux de danger exogenes, les PAMP

(PathogenAssociated Molecular Pattems

> e DW ¢}vs ¢ ¢]PV u&E % E}A v V3 OOHO ¢ VhptewetP « }pu e
% HA v3 ISE JA]le « v uAE P @dgculesXjui pnt}dEs famckons non
inflammatoires dans les cellules vivantes et qui acquiéredés propriétés
immunomodulatoiressuite a unstress ou une lésion da kellule. Dans ce cas les molécules

telles queHMGB1(High Mobility Group Bgxles HSRHeat Shock Protefmou o[ dW ~  v}e]v
Tri-Phosphate) sont libérées, modifiées, secrétées ou exposéemduisento[Jv(o uu S]}v
(Kono & Rock, 2008pansle second groupe se trouvent les molécules qui possedent des
fonctions de cytokingou qui peuvent étre stockées dans la cellule et libérées dans le milieu
extracellulaire apres la lysale celleci, ou elles contribueront a la réponse inflammatoire
(Oppenheim & Yang, 200%8) >{v>S o[ ] U E ] < pguelguedexgmples.

Les PAMP sont des motifs moléculaires exprimés par des bactéries, des virus, des
champignons ou encore des parasites. Le LPS (LipoPolySaccharide), présent a la surface des

bactéries grammégatives e« S o [ L vVAMP I8¢ plus connus et étudiés.

Ces signausont reconnis par les réceptels PRRRattern Recognition Recepjdels que les
TLRToll Like Recepthries RLRR|GI-Like Recepto)sles CLRGtype Lectin Receptorst les
NLR Nod Like Recégr) présents sur les cellules o[Juupv]s ]Jvv (Fakeughi &
Akira, 2010X >[ ve u o e E %S PE-* » E}VS E]S veo ° S]}v

M Etapes de la réaction inflammatoire

La réponse a une agression ou processus inflammatoire peut se décomposeiéantis

étapes successivelsa premieredtapeou % Z +  []v]8&dn&dtkwen une réaction locale se
déclenchant immeédiatement aprés la lésion tissulaire. Le tissu lésé libére trois types de
signaux. Le premier correspond a la sécrétion de peptidesctiiggpar les neurones en
réponse a la douleur. Le second signal vient de la libération, par les cellules endommagées
dans le milieu extracellulaire, de composants intracellulaires tels que les protéines de choc

thermique ou le facteur de transcription HNB& qui vont déclencher la production de
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cytokines praeinflammatoires. Le dernier signal provient des bactéries dont certains
composants ou produits somtétectés par les TL®e par leur statut de cellules résidantes
dans les tissus, les mastocytes etnegcrophages vont répondre a ces signaux rapidement.
Les mastocytesont responsablede la vasodilatation (causant rougeur et chaleur) et de

o[ £3E A - 3]}% (respéosable du gonflement)ls facilitent également avec les
macrophagesla diapédée des leucocytes3 0 E @Epus u v3 § orfeutsdphilés|}v
[} E - 0 %Z » [ wiale jélargade ddNFr Fumor Necrosis Fachoetde TGFt

(Tumor Growth Factd(Frenzel & Hermine, 2013)

Dans un second temps se déroulederutement des cellulemflammatoiresiors de la phase

[ u% o](] Un|jgvalient chimiotactiqueest mis en place par la dégranulatiotes
neutrophiles pendantlaphas []Jv]S] S]}vX PE ] vS % Eu § Pul] & o -
U E}%Z P o o A Jee P& ipecu[ lesedalules dendatigigs/ssnt recrutées

H ]S o[]Jv( 8]}v 8}uS Juu o0 * OCu%Z} C3 «X % @E « A}JE
dendritiques et les macrophages, les lymphocytes vont secréter des cytokamsiele TN
r Ju o{v&Evs @& W}y <u] A}vd E v(}E €E o[ 3]A §]}v e u E}%Z
immunitaire compléte et efficace est alors en placesite de la Iésion(Coussens & Werb,
2002)(Figure 5).

>1Ee<pn o[]v( S]}v S u JSE]* U 0 %Z - E <}opusS]}v %o uS
neutrophiles vont mourir par apoptose pour étre ensujtbagocytés par les macrophages.
Les lymphocytes vont ensuite permettre le blocage des macrophages par leur production
[/ & ¥ Enfin le TGHREva avoir des effets positifs sur la réparation des tissus endommagés
(Coussens & Werb, 200Dans ce processus inflammatoire, les molécules comme leEBGF
o[/-&E% pA vs A}]E -ov adfi€dflan¥adole en fonction du contexte et de la
cinétique.
Cependantd persistance du processus inflammatameo u]e Vv %00 [Mv Jv(o uu §]
non contrélée peuengendrerdeseffets déléteres surlaamité. v (( SU 00 %o pS o[ § v C
[ USE « % ES]  VvialglcEchlatign sanguine, étre responsable de Iésions locales
ou généralisées et mener a un choc septique. Une réaction inflammatoire non maitrisée peut
également devenir chroniqgue uaant différentes maladies telles que la polyarthrite
EZpu S}b U o[ §Z E}* o0 E}* U o u o ] (®UZsens & Werb}o]s po
2002)
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Des données cliniques § A % E&]Ju vS o ¢« }vS u}vsSE <t of]v(o uu &
% ES] po] & u vs of[]v(o uu S]}v ZE}IV]cu ( AYE]- O°* UMS
%P v S]<p ¢ <p] uvvs o SE ve(}E&uU S]}v o] (Hugsain S of[]v
& Harris, 2007X >[]v(o uu S]}v % CEu § P o u vS o u]*e VvV % o0 [LV u
favorable au développement de la tumeur et des métastases et aide a établir des mécanismes

immunosuppressifs qui limiterd réponse immunitaire dirigée contre la tumeur

Figureb. La réaction inflammatoireAprés lésion du tiss(1) ou infection (2)les mastocytes

induisent la vasodilatation3)U o[ £S3E A « §]}v (op] « Sede d®]S vS o
neutrophiles(4). Ces derniegmettent enplace un gradient de cytokines de chimiokinesgjui

permettent le recrutement des macrophages et des cellules dendritidggX [ % E « "} uE
internet.

BmD of]v(o uu §]}v ZE}v]<p pun v E

Hi}UE [ZufUartpdes cancers a travers le mondsst associé a des processus
inflammatoires(Hussain & Harris, 2007pe nombreuses congtions cliniquesenforcent
en efet le lien de cause a effgtouvant exister vS§E& o[]v(o uu S]}v ZE}v]«<py S o

accru de développer une tumeur maligf@@oussens & Werb, 2002)

Lors du développemergrécoce de la turaur, une réponsemmunitaireinflammatoirea lieu

afin de promouvoiro[ & ] déd kellules tumorale€ette réponse inflammatoire peut se
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caractérigr par la libération excessive et prolongée de cytokinesipflammatoires teles
gue o dE &umer Necrosis Factare U -6/ >&[ e chimiokines telles que CCL2, CCL5,

>TiU y>6 § [UWSE «u ] S puE- 0[] v éicosano&lpHve radientt o o
chimiotactique induit pacescellulescancéreusest les effecteurs  mjmunité, induisentle
«homing» de cellules impliquées ve o[]v(o uu $]}vU wvesSmaaroptiges. Ceci a
%o} UE }ve <PV [ w3 (H w]uESinNsvsa chronicité devienfavorable au
développement tumorallLa tumeur peut ainsi étreeconnte comme une plaie en échec de
cicatrisationet 0 « u  v]eu ¢ u]e v "HMAE i}pvs vo (A pE « % E}

invasion(Dvorak, 1986)

Afin de mieux comprendre le lien entre inflammatiencancer il est nécessaire d'étudier les

réles spécifiques des principales molécules de régulation impliquées dans ce processus.
a)>eu | S uE- o[Jv(o uu S]}v ve v &

>[]v(o uu 8]}v % Eu § o uje V. %0 [uv u] &} VA]E}vv
développement de la tumeur en aidart établir des mécanismes immunosuppressifs qui
limitent la réponse immunitaire dirigée contre la tumeur. Plusieurs famitle molécules

entrent en jeudans ce phénomengro-tumoral (Lu, Ouyang et al., 2006)
X Les cytokines

Cette famille qui indue les interleukines (IL), le TIRfdes facteurs de croissance et de
différenciation i}p pv E€0 Ju%}ES v8 ve 0o E}]*ev Uo ]J(( & v ]
cellules du systeme immunitairkees cytokines promeuvent la croissance tumorale audst

la tumeur en jouant sur deux paramétre [ $]A 3§]3 weroissance et la différenciation

cellulairemais aussiarfhibition de o[ %o} %0 S} e sendoromagées

S>[Hit o8 % E]Vv 1% 0 u VS % E} HlS % €& o « u E}¥sZEIRest S 0 °
clivée dans sa forme active par la caspaselleméme activée principalement lors de la
(JE&uU S]}v o[]Jv(o ®u ([} B]}wvit eE>+}v E %S pE 1A 0 ¢ 4
signalisationMAPK Klitogen-Activated Protein Kinaspet NFf X >[ 3]A §]}v « A}]
}v u18 o % E} p S]}v u}o po ¢ Jv(oitvalesigie &fBBRGEY/>
(prostaglandineE2pu le TNFr U schimiokinestde <p 'y >6 § pPu vS o A% E -
[ ] E Kifducible Nitric Oxide Synthgse> [ tivité of{it *pE 0 *C*S u Juupv]s JE
% v E *}vsS uE [ £ E *]}vX >}Ee+ [pv ]Jv(o uu S]}v ]JPpu
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<U VS]S «it[fe3VvS %oE} H]S ¢ HE VS uV nE oJu]S§ U of[/>i t uP
[/&EV % E o0 ¢ OlQODB.eX Javdlse donc une immunagti-tumorale (Ghiringhelli,

Apetoh et al., 2009)Néanmoins, lorsque la prqu $]}v -i[t/est continue et modérée

commedans le caE ngjinflammation chroniquep F1+ Ainduirele développement et la

multiplication deslymphocytesTh17, favorisant ainsi le développement de populations

immunosuppressives et la croissance tumor@euchard, Mignot et al., 2013)

Le TNFest essetiellement produit par les macrophagesais aussi par les cellules tumorales
Ces dernierde renferment dans leurs granulest un stock deTNFDest préformé Le
TNFDjoue un role essentiel dans le remodelage des tissus en jouant sur la réparation des
dommages tissulairesl permet, par le recrutement de diverses cellules immunitsae site
o Spu pEU [nodbreusEs/oies de signalisatioet de réguler un large réseau de

chimiokines Il peut avoir uneactivit¢é pro ou anttumorale en fonctionde son taux

[ A& % & Undg jorté administration ddNFDpeut avoir un effet nécrotique sur la tumeur
en détruisant les structures vasculaires. Au contraife, Edtidn desonrécepteurpermet de
déclencher la translocation d&lF f ve 0 VeétCaipsi induire une activitéanti-
apoptotique. De plus I|@NFD%o ps Jv pu]&E e }uu P« o E }u]vZ] €& o (

ce dernier ou encore étre un facteur de croissance pour les cellules tumg@tales al., 2006)

> [-18 est une cytokine pranflammatoire principalement produite par les macrophages et

les cellules dendritiquesous la formeactive mais également sous la forme piecurseur

inactif (prall-18) par les cellules épithélial@®inarello, 2006 X 0 *U% E( vilwao[/>0[/>
18 est reconnu comme un régulateur des répes immunitaires innées et acquisési fait

<d §8 CS3}IJv Jv ple 0 % dEleuwl¥ o ¢[&E]JA §]}v ¢ 0Cu%Z} C
et permet entre autre la diffrenciation des lymphocytes TliiGracie, Robertson et al., 2003)

L'lL-18 est expriméeau site de'Inflammation chroniquede diversesnaladies ato-immunes,

danscertainscancers et dans le contexte de nombreuses maladies infectieuses

> [-6>est une cytokine pranflammatoire produite par les monocytes, les macrophages

parfoispar les cellules tumorales @ue un réle essentiel dans le dévpfement tumoral.

> [-6>favorise la prolifération des cellules tumorakssinhibe o[ %o} %%} €E o[ $]A 3]}v

gpl30qui A % Eu $SE o[ 3]A 3]}v janusAiphsgpuis la phosphorylation

de STAT3Signal Transducer and Activator of Tsanption 3. Dans le cadre du cancer
}o}E S oU ]Jo § u}vSE «u[ efontecdncentration titdorale [IL-6 est
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associé a un mauvais pronostique concernant la survie du pat{®aldner, Foersch et al.,

2012)

En ce qui concernle lymphocyteTh17/| [L-6 est essentiel a sa différeation. Il va permettre,

% E 0 %Z}*%Z}ECo 3§]}v  3]A SE] rd diU o[ S]A §]}v o}
Rorc%o u]s 0 % E} p S]}vU WvITE > [-feSrGduite a la sUite>de cetteascadeva

% EuU SSE [ VEE § VIE o u] dahoval pEE vecrutem@ntdderckllules
immunitaires pro-inflammatoires. Dans ce contexte,d S Uu}vS@E <7 perniet le

E EuS uvs <D™ (]lv [ ((dnoiudgorale)(Cogoy,|Mirabolfathinejad et

al., 2014) De plus STAT3 permetit o tivation de la voie NINB (Chen & Zhou, 2015)
Concernant le cancer}o}E § oU Jo « u oi@ [3A}(E] -ogéHeseRih une
augmentation de la production de VE@Hku, Duan et al., 2011) a également été démontré

<u 617 mnduit ure résistance a certain traitement, notamment a la thérapie -MEGF par

le recrutement de MDS@/aniati & Hagemann, 2013)

X Les chimiokines

Les chimiokinesont des cytokines impliquées dans la migration cellulaire. Elles permettent
o[JVA ¢]}v Spu}E& o U o (}Eu 3]}v UusS eSeee S % E o (}
chimiotactique, elles permettent la migration des leucocyteau «]3S o[]Jv(o uu S]}v

(Coussens & Werb, 2002)

X Les eicosanoides

Les eicosanoidessont des médiateurs lipidiquee mflammation et comprennent les
prostaglandines et les leotriénes. lls sont activés suite a un stress par la phospholipase A2.
Ces composés sont chimiotactiques pour les neutrophiles et les macrophages, et induisent la
dilatation des vaisseaux et leur perméabilité, facilitant la diapédese des leucocyte® ale sit

o[]v(o uu §]}vX

Elue A v}ve Uul}vs@E® & <pu of]v(o uu S]}v 8§ %oope % €ES] po] d

inflammatoires, jouent un rdle clé dans le processus de tumorigénese. Elles peuvent
JVESE] 1 E 0o %% E]S]}vV UpsS S]}ve }wdeRa twimgurou encore %o E }u} s
o[ VP]}P v ¢« X >[]v(octumordlg jest thsiGee par différents médiateurs incluant

OFit § oelI8% >[pv e o}uE 9 del la |3€Erétion de ces cytokines pro

Jv(o uu 8}]E * % *+ % E o[ S3]A 3]}v o[]v(o uu «}u X / JU v}pu
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particulierement a NLRP@NODIike receptor family, pyrin domain containing &t son

complexe macromoléculaire.
b) PRR et inflammasome NLRP3

hv S % o o[Juupv]s Jvv S o (estha feconnpissanceuwdes} | E
PAMP oudes DAMB (E o0 « (E %o tnynieé mnnéedddRattern recognition receptors
(PRR). Ces réateurs sontclassé selon leur localisation, |eNODlike receptordNLR) sont

intracytoplasmiquealors que le§oltike receptor§ TLR) seront transmembranaires.

La famille des TLR est la premiére des®RR}]E 3§ ] v3](] § [ *SeqestpE& [Z U]
mieux caractérisée. Ces récepteurs membraggmicomprennent un domaine LRERe(cine

Rich Repeat extracellulaire qui penet la reconnaissance des PAMBR domaine
transmembranaire et un domaine cytosoliqu€oltHL-1 receptor (TIR) qui permet la

trans 4 S]}v  [uv ¢]Pv o véeludE signalisation soymcentes Les TLR sont
principalement situés dans les cellules immunitaires telles que les macrophages, les cellules
dendritiques, les polynucléaires ou les lymphocytes mais également dans legsceliul
contact avec le milieu extérieur comme les cellules pulmonaires ou les cellules épithéliales.
> e d>ZU p viu E il Z 1 o[Z}uu § itapablesde délgc@ jded *}v s
signauxde danger extracellulaires mais aussi intracellulairesein des endosomes et des
lysosomestels que les PAMP de bactéries, virus, parasites ou champig@apendant
chaque TLR possede ses pragigands(Kawai & Akira, 201 >[upv  «leWied¥¢onnu

a ce jour est le lipopolysaccharide (LPS). Cette endotoxine de la paroi des bactéries Gram
négative, préférentiellement reconnue par le TLR4, permet la stimulation des réponses

inflammatoires o[}&P v]eu X

La famille des CLR permetrincipalement la reconnaissance des sucres provenant
essentiellement de pathogénes fongiquetardison & Brown, 20128 >[ 3]A 3]}v ¢ >Z %o |
déclencher la productiode cytokines pranflammatoires ou moduler la réponse immunitaire
mise en place par les Tl(Reijtenbeek & Gringhuis, 2009¢ertans CLR sont également

% 0 ¢ [Jv(opv @& o J(( Ev] 3S]}voCu%Z} CS]JE d o A E-
en induisant ou refreinant la production de cytokines (LU />0U />17 S dE&re % & 0 -

dendritiques(Zenaro, Donini et al., 20Q9)
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> (u]oo e Z>7 5 ]v nul]8 o}Ee [puv ]Jv( 8]}v A]JE o }u [pv
détectent spécifiguement I'ARN viral produit durant la réplication du virus dans la cellule hote

& % @E) ple v& O[/&E  &C% (U =+ C8}M]v e & &JAVE 0 s <%

La famille des NL$era décrite dans la section suivante.

Cette famile est composée d83 % E}3 Jv « Z | o3Zgratdginesshez la souriChen

& Sun, 2013)LesNLR sontles récepteurs cytoplasmiques qui ne possedent pas de domaine

TIR par opposition aux TLR. Ces récepteurs, quigmeletre subdiviséen 5 catégories,
posseédentousun domaine centraNACHT, un doaine LRRu co6té C§ CEu]v oU o £ %S|
de NLRP10gt un domaineN-terminal différent permettant ainsileur classification NLRA

(domaine Nterminal de transactivation acide)NLREdomaine Nterminalde BIR)NLR@un

domaine Nterminal CARD supplémentaire} NLRR un domaine PYD entdrminal) (Saxena

& Yeretssian, 2014figure 6)

Figure6 X "SEY SuE e E>Z Z(Saxéwa & YdretssiBn,2014)
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La famille de NLR la pluétudiée est celle des NLRP (NLBP1 En effet, apres des
perturbations cytosoliques, certains membres de cette famille peuvent former des complexes
oligomériquesappeléinflammasomegSchroder & Tschopp, 201@es complexes protéiques

]JvVSE oopo JE - o[Juw@gv]IveysSu ¢ [puv E>Z }pn ke >Z ~ |
E %S}EU [pv % E}S v %S SE] (Jamillppv& HENNE 2D03) %o EE}S

Sifflammasomeest décrit comme une platiorme intracytoplasmique @ haut poids
moléculaire permettant la maturation de cytokines piv (0 uu S}]JE « }luit of/>
(Martinon, Burns et al., 2002)5iiflammasomeNLRP3 est le mieux connu a ce jour. |l est

constitué du récepteur NLRP@&e la proténe adaptatrice ASC et dedaspase 1.

> E %S PE E>ZWIi 5 }u%o}e [uv  }u ]v VSE o E ,d <pu] %o
va o }S] ¢ § o[}o]P} Ju E]e §]iuv Gu %E pSZFerminal; et [in

domaine PYD en-términal. Ce domaine est responsable de la transductiosignalet de

o[]vs & 3§]}v-prat@npsaviee la protéine adaptatrice ASC. ASC peviasbn domaine
CARDoO[]vE E 3]}V -A *%0 % &} 33 ]Jvs & S&]}v o o0]A-1.Geo[ 3]A
complexeprotéiqueva alorspermettre le clivage déa proll-it 8delaproll-18 enILit §

IL-18 maures(Schroder & Tschopp, 201@igure 7).
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Figure7. }u %o} ]3]} vnflammjasomeNLRP3 SiflammasomealLRP3 est un complexe
tri-protéique constitué de la protéine NLRP3, deldatéine adaptatrice ASE€t la caspasé.

Lors de la formation dei{flammasome NLRP3 va présenter son domaine Pyrin (PYD) au
domaine Pyrin de ASC. Asc interagit avec lacpapase Yialeurs domaines CARDa

caspasel est synthétisée sous la forme inactive de-pespasel. Elle nécessite une

activation par urinflammasomepour pouvoir cliver laprol-it v -fi* 3]A  $-b- % E}
18 en 118 activeInspiré de(Saxena & Yeretssian, 2014)

Cetinflammasomeest essentiellement exprimé dans les cellules myéloides telles que les
monocytes ou les macrophages. En effet dans ces cellules immusliaie] A& % & <]}V E>Z
est fortement inductible par les voies de signalisation faisant intervétyD88 et TRIF

(Guarda, Zengest al., 2011)

Ve UV oopo U o[ inlivamiakpmeNLRHAMECessite de recevoir deux signaux.

Le premier signale« priming», « (ES o[ WP u v3syithesedeoproténes NLRP3 et

pro-IL- it X % E u] E <]FAax @ 3SpPA g]}v d>Z % E pv UuposS]Spu
microbiens ouvia o[ S3]A 3]}v H E %orXuE pSHE&]}ve A}vE oV Z (
translocation de NFf Ve 0 V}IC pu § ]Jve] uPuiptién de MLRBIEt da

pro-ll-itX 3§83 A}] % p$ v}S3activée gar li @xation du LRSr TLRA4.

% E » A}]E pPu vs pud ldEsftdesee]NuURP3 etde laptbi t o « }v
signal sert a activer NLRPS.ce stade, NLRP3 et#subquitiné par BRCC@y, Kim et al.,
2013)tandis que la protéine adaptatrice ASC sehamgphorylé et ubiquitinée. Il est décrit

Page 41



dans la littérature différents mé v]eu « [ 3]A $]}v NLEPS8ZD@UI Bire activgar

I ((opnA % }S ee]HU ~<=¢ % E}A}cu % E o (]& 3]}v o[ dW ~
récepteur purinergiqueP2X7(Gicquel, Victoni et al., 2014u par la perméabilisation des
membranes par des toxinetelles que la Nigéricing(Pétrilli, Papin et al., 2007Enfin,

o[ 3]A §]}v E>ZWi % us A}]JE o] u PE un,@@stlicesow }o PO e
0o E]S pAE [ ] HE]<n X e (E]+3 UL ceciAprosoqus @Ene % Z P}
déstabilisation des lysosomes gtduit le relargage decathepsine Bll semble que cette

protéine lysosomaleactiverait NLRP3soit en le clivant en uneofme active soit en

interagissant avec l{Boya & Kroemer, 2008)

Une régulation négative ddLRP3 et soinflammasome est alors indispensable a la résolution
o[]v(o uu S]}vX ]Jve]U %opue] LEE vS vieuwZ]}Vsd Che & o]
Sun, 2013)
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NLI\I ~

Asc

[ Pro-caspase 1

Figure8X D v]eu * [ $]A 3]} vmasood M(RPBILRP3 doit étre activé en deux
§ U%oeX [vig@[ 3]A 3]}vNB peE & fixation du LPS sur TLR4 qui va induire une
uMPu vs S]}v o[ £% E <+]}v -1 ERERPR $era&ensuitd désubiquitinédis
que la protéine adaptatriceASC sera phosphorgét ubiquitinée. Dans un second temps
o[ ((opAE %P3 s E o[ dW }u o E]MNLEA3Jangidrmettr jsbn E
assembhgeavec ASC et lapro %o » X >mM]via u+8 0}Ee- (}EuU X >[ 8]A §
NLRP3 peut également avoir lieu apsaselocalisation dans la mitochondrie qui va induire la
formation de ROS. Le relargage de cathepsine B aprés déstabilisation des lysosomes est
Pouvs$puv A}] [ 8]A 3lhgpiré d&EGuB Walkaway et al., 2015)

~

La maturation et la libération d4it & —4b6>]v p]S % E o[ S[AEIlwu <}u
NLRP3 etlu systeme immunitaire peut endommager les tisseso [ Z €l8slors <u[ oo
poursuit % E ¢ o0[]v]S] S]}v 0 @E %}ve Juupv]s @Er ces %35 S]A
conséquences dramatiqgele systeme immunitaire adaptatif peut exercer une inhibition
profonde sur le systeme immunitaire inné. En effet les lymphocytes T CD4 mémoire et

(( S HWE % Eu $3 vS o[]vZ] 18]}V 01 etdaAbd&dtion d'Il- ot par « %o

o[]v(o uu <}u darsZ8 maophages et lesellules dendritiquesCette inhibition de
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contact a lieu via les molécules de la superfamille de TNFR telles que le ligar@D40

(Guarda, Dostéret al., 2009)

%0 0 intéiféodn Jdérivé des lymphocytes, Tégule négativement 'activité de NLRA&
o— 3]A 3]}v u u}v}A&EC thas¢ inddctibkeQiNOS) dans un modéle de souris
porteusedde tuberculose> u}v}ZAC (N©) éhduita nitrosylationde NLRP3 et inhibe

ainsisonactivité (Mishra, Rathinam et al., 2013)

Concernant les interférons de type 1, ceuk % HA vE E p]E oll-bho &} B3]}V |
selon deux processus. lls peuvent inhiber la productios gi®formes de ces cytokines ou

bien empécher le clivage de ces govmes(Guarda, Braun et al., 2011)

W E ]Joo pE-U o «p vs]S teZdraitemebtreguléde peasle microARN miR

223. Ce microARBhtraine une diminution des taux de protéines en aittlla partie 1 :UTR

de NLRP3. miR223 gdtis ou moins A %o E ] u vV (}v §]}v H SC% ule.&opo JE <
(( 83U o VIA pu [ £%E **]}v 0 %o0ope = o E 3Ethpdisqueve 0 * ¢

le plus haut se retrouve dans les neutrophileatz, Xiao et al., 2013)

V(]v o[ uS}% Z P] *S O[MV * U  V]eu - E % E ]}V o[]
>[ US} %o ddés|fonctions immunologiques multiples qui influent sur l'inflammation et les
réponses immunes. Par exemptette mort cellulaire de type Zeut limiter I'activation de
l'inflammation par NLRP3 en inhibant la libération d'’ADN mitochondrial a partir de
mitochondries endommagée€ette libération [ Emitochondrial régulée par les protéines
autophagiques LC3B et &lnl, est également finement régulée par la production de ROS
mitochondriauxX v (( 8§ o[ uS}% Z P] lagroductiondeRO$Har la mitochondrie
et ainsi indirectement diminuer[l 3$]A §]}v E > piMductidn ales cytokines pro
inflammatores(Chen & Sun, 2013, Nakahira, Haspel et al., 2011)

Cesdifférents u  v]eu * % @Eu 33 v3 pv E Ppo 3]}v v P §]A o[]v(o
contribuant ainsi a réduire les processus qmflammatoires. [V U evd intéressante

certaines molécules naturellepermettent de contenir ou [nhiber o[ §]A §]}v
o[]Jv(o uu «}u E&ZWei E ~ vlen pudrntisus les mécanismes précédemment

décrit.

Dans le cadre des pathologies inflammatsire o[]vSs, e3]v E}PE % Z}o] U pv u}o

naturelle issue [ne plante médicinale asiatiguéndrographis paniculatapermet la
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protection de souri€ontre la cacinogenese du colon induite paptoxyméthane sulfate de
sodium dextrane (DSS)En effet, [ v E}P E %n@ib@® [ 3]A §]linflammasome
NLRP3lans les macrophagesv  Ju]viu vS o[ A% E <]}V o (}E-a,eno]A
empéchant o [semblage du complexBlLRPEPYCARICASP1 et en diminuant &&crétion

[ /2 E(Guo, Sun et gl2014)

Par ailleurs, oe autre molécule naturellde resvératrobégalement pu montreun effet antk

inflammatoire. Une étude sur des macrophages humains a montré que-lessiératrol est

non seulement capable de diminuer la production et la ségréti FL>Emais également
[JvZ] & o & %€E P % Y IEXARVE resvératrob également la capacité de

diminuer la production de RO&luang, Lai et al., 2014)e pls le resvératrol ane action sur

les protéires ducytosqueletteen jeulorsd o[ *» u o P o[]Jv(o uu «}u E>ZWiX

suite a o[]v U S]gv *BE ¢+ u]S} Z}v E] oU o[]v(® macreghagek e Wi

activé et la réduction intracellulaire @ticotinamide AdenineiBucleotide{NAD+) induit une

accumulation deorftubuline acétylée(Misawa, Takahama et al., 2013)r le resvératrol

% EuU § % E A V]E o [[r-tulpulinecacgfy}ée dans les macrophagbisawa,

Saitoh et al., 2015)

L[IvZ] ]8]1}v HU E JW%e&  REp%WE OU 0 Ju]Jvus]}v % E} U S]}v
sur les protéines du cytosquellette dautant de mécanismes sur lasgls le resvératrol peut
]v(op Eenfdéchgro[ > u o P o[]v(o uu ,diminuént ZiMgiille processus

inflammatoire

De nombreux mécanismes dégulationont été identifiésdans le but [ (( ] au]i@hiber
o[ 3]A d&]linmlammaome NLRPette meilleure compréhension demécanismes de
régulation de ardlammasomeest essentiele pour le développementie nouvelles thérapies

contre lesmaladies inflammatoires chroniques.
C) o fX2au Th17 preinflammatoire

Lors duphénomene de cancérogénése, le microenvironnement tumoral est composé de
molécules prenflammatoires telles que les cytokineslEet IL-6. Il est maintenant bien

S 0] «u-6,@ag¢ompagnée du TErest nécessaire a la différenciation du lymphocyte T
helper 17 (Th17(Veldhoen, Hocking et al., 2006)

Page |45



> ¢ OCU%Z} C& « dZi6 *}vd E & E]s » % E O-ITEI-17FdE |§ * %o
21 et 1-:22(Dong, 2008, Liang, Tan et al., 2006 déja été montré g[uv Jv(]oSE § o Spuu
en THL7 est de mauvais pronostic pour les patients atteints de cancers colore(Saaxp,
Avram et al., 2017)De plus Limagne et coll. ont pu mettre en évidence un effettypmoral

o{l/7>chez la souris en utidiat des animaux L7 KO (travaux non publiés).

> [-1¥ apparait donc, dans le cadre du cancer colorectal, comme une cytokine pro

]Jv(o uu S}]E <«p[]Jo » CE ]S JvS E +° VS ] o * USe Z]u]}% @

W E ]Joo uE-U poddraisie 8¢ ynanspription du Th17 est dépendant de STATS, IRF4,
BATF et est également régulé par le facteur de transcriptionrR{#R1 (Ciofani, Madar et al.,
2012, lvanov, McKenzie et al., 2006¢ facteur de transcription STAT3 est essentiel pour la
différenciation Th17 car il permetjala fixation a son promoteur, la synthése déf17Aet

bl7F. Cependant ce mécanisme nécessite une phosphorylation de STAT3
Consécutivement a la phosphorylation de STAT3 par (Akdhg, Yan et al., 20140 a lieu
sur la tyrosine 705 et la sérine 7RKen, Zhong et al., 1995) apparait, dans certains types
celopo JE U <p o] 3]A 3]}V M % E}IPE uu SE ve E]%3]}vv o u
de STAT3. Cette acétylation sur la lysine 685 est assurée par p300 mais est inhibée par
Sirtuin 1 (SIRT1), une histone désacétylase. Limagne et coll. onténgure des activateurs
pharmacologiques de SIRT1 comme la metformine ou des activateurs naturels comme le
E A E SE}o E % EJu vs o ]1(( & v ] S8]}v dzié uv] E %0
STAT3Limagne et al., 2017)
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SIRT1

Figure9X D v]eu o [ 38]A 8]}v & A}] » SE ve E]%SHelperdd « p oCl

Afin de se différencier en Th17, une cellokvea besoindes signaux de estimulation du
d Z ]Jve] <p o (]A-68¢fdu TGE$Urses récepteursiinsi, STAT3 peut étre
phosphorylé par JAK2 et acétylé par p30@etmettre la transcription ddRord puis de dlf
17A 8 ILAFF. La sécrétion de cesytokines preinflammatoires est une des
caractéristiques du Th17 dans le cadiu cancer colorectal. Schéma inspiré(dane, Robins
et al., 2010)

[ S v }v$§ Hindagnauet coll. ont pu montrgue le resvératrol joue un réle sur
le systéme immunitaire et la réponse antimorale. En effet le resvératrol, un activateur de
Sirtuine 1une histone déacétylase, a la capacité de diminuer la synthese et la production de
0 F12ainsi que la translocation d@rc ve o Vv}C pX ] %o}pE }ve <p v
la différenciaton in vitro du lymphocyte T helper 17 murin ou humain. Cette modulation de
o[ 3]A]8 H dZib6 % <+ % E o viaSiEgne 1 PDevplus l& desvératrola
capacité de réduire la croissance tumorale chez la souris par un blocage dérendiftion

Thl7(Limagne et al., 2017)

Cependant, le role des Th17 ddescancer est tres controversé montrant a la fois des effets

[ u

%}*]8](c & ¢ (( 8+ v P &](¢+ ve o Sp e+ Z 1 0o[Z}uu }pu Z1 o0

OOUO » dZid % PA v ISE JA]le ¢« v u&kE PE}Iu% *U o[pv

o[ uS@ec des proprietés inflammatoires. Cette ambivalence est liée au
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microenvironnement tumoral que rencontrent les Th17 au cours de leur différenciation. Ces
différences de phénotypes peuvent expliquer pourquoi les lymphocytes Thl7 ont des
propriétés antitumorales puissantes dans certains contextes expérimentaux tout en

favorisant la croissance tumorale chez d'autfielartin, Apetoh et al., 2012)
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Objectifs

Les cellules et les médiateurs du systéme immunitaire interagissent entre eux formant un
rées o Cv uj<p Ve 0O uHS [ e*uE & O[}EP v]eu pv % E}S 3]

pathogénes, tout en maintenant la tolérance-aisis du « soi ».

La réponse immunitaire innéeonstitue la premiere ligne de défense. Parmi les effecteurs
cellulaires inerviennent lesmacrophagegui initient la réponse des cellules [Es cellules
dendritiques<p] i}p vS pv E€o0 * VvS]v 00 ¢ ve O[]V]S] S]}v o E ¢
lescellules tueusesu cellules NK qui participent a la réponse précoce eolafsvirus et dans
o[Juupv}euEA ]dumerale.hag¢ponse immunitaire adaptativait suite a la réponse
immunitaire innéeen permettantd'amplifier la réponse immunitairspécifique dd'antigéne

del'agent infectieuxqui pourra étre remise en ate rapidement lorsque I'organisnserade

nouveau confrontéa @ méme pathogeneParmi les cellules impliqguées, on distingue les
0OCU%Z} CS « d }vSE] p veéar médidtion poe]ldlairedes lymphocytes B

E *%o}ve O ¢ o phuméddiaiién hunorale.

Noue Spu ] Elve o[Ju%e S [uv A SAE V|sraagesQuidctfevtparkellulaire

de la réponse immunitaire adaptative, le lymphocyte ThelperPEf.le biais de cette étude,

nous cherchons a voild une consommation de vin richen polyphénols peut activeta

E %}ve Juupv]d JE e v3] 00 Ve 0 E [UV % E A v3]}v

particuliéerement du cancer colorectal.

W E ]Joo pPE+*U ]Jo *S u]Jvsvvs o]E& uvs § o] <p of[]v(o uu §
la survenue etlu développement de cancers. La modulation de la réponse immunitaire est

liée a la modification du contexte inflammatoire du microenvironnement tumoral. En effet,

les cellules du systeme immunitaire peuvent communiquer entre elles par contact direct mais
également a travers la sécréto CS}l]v «U []v &t smgdidteurs lipidiques pro

inflammatoires contrélant la balance entre progression tumorale et immunitétantiorale.

Dans cette seconde partinpus étudierons comment les polyphénols\dn peuvent réduire
o[]v(o uu S]}v % ES]E proeinflammatoves produites par les cellules

immunitairesouvia o0 (}Eu S]}v o[]v(o uu Plus pdiiedi&veiment, nous
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évaluerons si les polyphénols du vin peuvent diminuer la proppet [JvS Eo pUEW-¢ ~/>

17« Ju%eo]<pn * Ve 0 * %o @pationldors dé \a(@ancérogenese.

Ces études devront obligatoirement étre confirméies vivo sur des modeles animaux

permettant de montrer a la fois la diminutiodes signaux prinflammatoires favorisant

of] @&}]e* u vs * %o E&} oo SE ve(}E&uU S]}v u o]Pv S C
tumorales.
En résuméce travail% Eu S$SSE u] uE %% E Z v E o[]Ju%e S ¢ %o %

polyphénols du vin sue systéme immunitairetdes processus inflammatoires associés. En
effet, ces facteurs sont oO[}E]P]vV viu E pE % E} eepue % SZ}0}P
développement de cancers. Ainsi, cette étude a pour but de comprendre les effets préventifs

de composés bioactifs issus de la vighdu vin.
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MATERIEL ET METHODES
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B Culture cellulaire et modeles murins

M Lignée<cellulaires
a) Origine dedignées

Notre étude a été réalisée sur différentes lignées de cancer colique murines (CT26 et MC38)
et humaine (SW620 et HCT116) mais adssixlignées de macrophages murins (Raw 264.7

et J774A.1 Les lignée€T26, diioU ~toTi § Z A 108X 06 % EANAdrican Tyde o[ h
Culture Collectionn ~ d « § o o0]Pv 1008 Xi Bu@ppAr] @dllectioro§f h
Authenticated Cell Cultures (E@GCC)

b) Entretien des lignées

Les lignées CT26, MC38, HCT116 et Raw 264.7, sont cultivées &assweall Park Memorial

Institute 1640 (RPMI 1640Q dominique Dutscher) supplémenté de ¥ de sérum de veau

("S o ~Net&n° 1280/1, dominique Dutscher) et de 9 [ vS] ]}8]« D00 Ui

Pénicilline, 10mg/ml Strgptomicyne, 25ug/ml Amphotericine; PAN Biotech). Les cellules
SW620 ont été cultivées dans Bulbecco's Modified Eaglasedium(DMEM High Glucose

dominique Dutscher) supplémenté de 20 de SVFtede 1 9 [ vS] ]}S]<H X > 00 HC
J774A.1 ont été cultivées dans du DMEM High Glusogplémenté de 106 de SVF,aM de
L-Glutamineetde 19 [ v8] ]}S]<u X > HoSuE o[ ve u o e 0]PVv

un incubateur a 37°C dans une atmoépdhhumide et avec un pourcentage enJCi® 5%.

Les cellules sont maintenues dans des flacons de culture cellulaire de@5ipe<pu[ 85 Jv &
une confluence de 8@%. Cette confluence atteinte, les cellules de cancer colique humain et

murin sont lavéegpar 5ml de Phosphatebufferedsaline PBS dominique Dutscher) puis

décollées de leur support plastique par ral de TrypsineEDTA (Trypsine (0,8/1) -
Ethylenediaminetetraacetic acid (0,84) V. }u]v]<p uSe Z EX >[ S§]}v o dd
arrétée par le SVF contenu dans le milieu de culture et &f@des cellules sont repiquées

dans 15ml de milieu de culture neuf. Le milieu de cutest changé tous les 2 jours.

En ce qui concerne les lignées de macrophages murin, le surnageant est partiellemen
récuperé puis centrifugé pour récupérer les cellules non adhérentes de ces lignées dites

« semiadhérentes». Le tapis cellulaire est gratté dans le surnageant restant puis mélangé aux
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cellules non adhérentes. Les cellules sont alors repiquées ag™E/dans 15ml de milieu

neuf. Le milieu de culture est changé tous les 2 jours.

Pour les expériences in vitro, les cellules sont comptées et ensemencées a la densité souhaitée
dans le contenant adapté. Le comptage des cellules se fait sur cellule de Matasskm la

méthode de coloration au bleu Trypan.

hv sp]A] «u}8] 1 v p u]l @}e 1% 8 & o] (]v A EI(] & «
bactérienne ou fongique ne se soit installée et un test de détection des mycoplasmes est

réalisé tous les mois par lun@scence sur le surnageant de culture cellulaire.

B Modeéles murins et modéeles de tumeurs coliques associés

Au cours de ce travail, nous avons utilisé le modele animal murin pour sa similarité génétique
o[Z}uu X [ USE - E $ E]+S]«le rédiite, son dgveloppeindra et sa
E % E} U S]}v E %] <*}vS uS vS [ S}uSe %}uE Vv}SE Sp X

>[]vSs P& 0]5§ o /E% E]Ju vS S]}ve ¢ S E}lpo H  VvVSE 1}}
Bourgogne et les animaux ont été manipulés selon la loi Européenies directives du

Ministére de la Recherche et de la Technolgglans le respect de la régle des 3R.

Lors de chacune des expérimentations animales de cette étude, le régime alimentaire des
souris a été supplémenté de@P [uv ASE |5 efAdar #aimd (3diuudEe dose de
100mg/kg/j) durant trois semaines. Cet apport journalier en extrait de vin permet de mimer
une supplémentation alimentaire et ainsi de constater des effets préventifs de ces molécules.

HE v3 0 E}]ee v SUB}@BUEY o] H%IEE% JUE s pu]A] ipecu[ p » E
Différents modéles murins, provenant de Charles River Laboratorgténttilisés pour cette
étude.

a) Le modéle Balb/c

Les souris Balb/¢Figure 10)s}v$ e (E}VP pE:* Juupuv} ju% S igBée Jeepue ||
consanguine albinos, créés en 1913 par H.J Bagg. Nous avons utilisé ces animaux, ages de 6
semainesV  (]Jv [ S ppHérmdmene de croissance tumoralén effet, des cellules CT26,

décrites précédemment dans la section I.1., ont été injectées e satanée sur le flanc

PuZz o[ v]w eelldépar injection). Un suivi de la taille des tumeurs a été réalisé
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T (}]® % CE » u]Jv U % E pv u *pE H %o] }uo]elorsfueda <[ p o

tumeur atteint une longueur de 26 m (point limite).
b) Le modéle C57BL/6

La souche de souris C57B[fgure 10gst la premiere dont le génome a été séquence et est

couramment utilisé comme modeéle animal dans la recherche médicale.

Ce modele de souris immunocompétente, également agé denaises, nous a permis de
E o] & of]*}o u vs§ 0oCu%Z} CS d E b(e % ES]E o ¢ }EF
différencier en lymphocyte Th17.

= 3

e -~
E -\“\?
(7 \

2

Figurel0. Modéles murins utilisésLessourisimmunocompétenteBalb/c(A) et C3BL/6 (B)

B Cultureprimaire de lymphocyte T helper 17 (Th}7
a) PurificationdeslymphocytesT Naifs

(v [} 8§ V]IE pv %cll¥lgire dé Jlymphocyts Thl7, nous avons récupéré les
organes lymphoidesecondairesle souris C57Bb6. Les ganglions et late ont été prélevés

% E » » E](] o[ vlu 0 % & ]+0} 3&dans dERAMIA6405 Lepve E A
organes sont ensuitécrasé stérilementa travers un filtrede 30pm dansdu milieu RPMI
1640 enrichideQ% SVF + B [ vS8] ]}5]«@o8datium Pyruvatesoit 1mM (Gibco by
Life Technologies) +% HEPESIt 10 mM(Gibco by Life Technologigsmilieu complet). &
suspension cellulairest alors centrifugéd 0 minutesa 1000rpm etle culot est resuspendu
dans du tampon MAQ®BS + 6.% Allumine de sérum bovin (BSM/v)+ 2mM EDTAjvant
ajout des billes antiCD4 du kit L3T4ilteny Bioteq. Apres 15 minutes de marquage a 4°C,
les cellules sont lavées dans du tampon MACS puis centrifugées 5 minutes a 12B8spm.
anticorps antiCD4 coplés a desbilles magnétiquespermettent le marquage des cellules
lymphoides TCD4ainsi que leur sélen sur une colonne aimantéenous pouvons ainsi

récupérer une suspension cellulaire enrichie en lymphocyte T.CBduspension cellulaire
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est centrfugée 5 minutesa 1250rpm puis leculot est resuspenduwans du tamporMACS
A vs o[ i}ud v3] }E%OT> }H% 0 0 %ZC } @€ASoUplera S r
O[] 00}%ZC }%E PVKI U]JVUS * u E«p P ve 0 Po S o[} * uC
sont lvées dans du tampon MACS puis centrifugéeinutes a 1250 rpnie culot cellulaire
est reprisdans du milieu complet a la densité de 30 millions de cellules paCeslanticorps
couplé a des sondes fluorescenteant permettre le tri par cytométrie enlidx des cellules

doubles positives CD62CD4 : les T CD%aifs.
b) Différenciationdeslymphocytes T Naifen lymphocytes Th17

La différenciatio des cellules TD4 naivesse déroule dans un incubateur a 37°C dans une
atmosphere humide et avec un pourcage en CO2 de % et dans du milieu RPMI 1640
enrichide 100 SVF+9® [ vS8] ]}3] ¢« % Sodiim Pyruvate +% HEPES +4 [ ]
aminés non essentielsoit (MEM NEAA Glycine 10 mM,-Alanine 10 mM, 1Asparagine 10
mM, acide taspartique 10 mM, ade L-glutamique 10 mM,4proline 10 mM, tSérine 10 mM
Gibco by Life Technologies) (= milieu de différenciation). Les puits des pldecealture sont

au préalable coatés avec les anticorps a@b3(2 ug/ml, clone 1452c11,BioXCe)let anti-
CD28(2 pg/ml, clonePVl, BioXCe}lpendant 1 heure afin de mimer legsial du TCR. Les
lymphocytes T aifssont ensuite ensemencétans ces puits a une densité de ilions de
cellulesparcm?2v % E « Vv [ pivde pytdkine IL-6 (25ng/ml), TGFE(2 ngml), anti-

IL-4 (50 ng/ml), anttlIFNJ(50 ng/ml). Ce cocktail spécifique de la différenciation Th1l7 va
permettre ka différenciationdu TCD#Naifen Th17 et le cellules recoivent simultanément le
SE ]S u vs %S WA }v ]S]}tve o0 [deddiffereRcjation ¥stelétermiriéo
enfonctiond o[ v oCes ( ]S %6 et hda fifférenciation pour les analyses par

immunoblotting; 72 hpour les analyses par RJPCR et ELISA.

M Traitement des cellules

Pour les différents tests-vitro, les cellules sont ensemencées dans un contenant dont la

U CE ( S }%SJu 0 % }uE o A% E]Ju vS S]}vX > vel]S OO0

cellules/cm? pour les HCT116, de 10000 cellules /cm2 pour les lignées CT26, MC38, Raw264.

et J774A.1Aprés24 h de culturesur leur supportlescellules peuvent étre traitées selon le

protocole expérimental (molécules naturelles, inducteur 3  3]A § pE- orjdv(o uu <}
Zlul}SZ E %] Y-
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B Préparation deo [ A& $Ayphenoliquede vin rouge (RWE)

M Le vin

Le vn utilisé pour cette extraction est un Santerir cru Les Gravieres 2012is en bouteille

par EARL Capuaifeerreri a Santenay, C6tEOr, France CeCote de Beaunesélectionné par

le Bureau Interprofessionnel des Vins de Bmgne (BIVBRous a été durni par le Centre

Technique Interprofessionnel de la Vigne et du Vin (CTAVYD ¢S Jeepn [pHV % P pv]<
W]v}sS E}JEU S }u%sS ii %\Blume) o }}o ~il

B> £5E 8]}V %}0C%Z v}oe

[ ] % pn Eett®éxtréEtion grace a une collaborati avecvalérie SHCINMERTH et Phillipe
CHABERT d&JMR CNRS 7213 o0 & MOS W Z Umiverdité de 8tfrasbourg

a) Préparation de la colonne

Cette extraction se déroule sur une matricelwbes de vinydivinyl benzéne Diaion® HP20

(Supelco)300 g de billes (poids ses)nt réhydratéeslans du méthanol (1 volume de billes

2 volumes de méthanol) puis transé&as ve pv  }olvv [uv ] u SC&E 6 uU L
[Mv E} ]Jv §X hv }S}v S puv (]Jv }u Z * 0 &}lwshdse o0 p o}

de la colonne et permettent de retenir la matrice. Les billes sont lavées par 4 fois leur volume

en eau distilléell faut s[ ¢+ u @udHa colonne soit toujours hydraté®ut au long du

% E}S} }o [ £ASE S]}vX
b) Séparation des composés

Afin de sépareles composégolyphénoliques des autres composéisfaut évaporer I'alcool
S puv % ES] de206 ml ge virgrace a un évaporateur rotatif (Rotavapor RIl, BUCHI)
couplé a une pompe a vigdau bain marie a 37°Ces 15 ml de concentrat obtenu satéposés
sur le dessus de la colonne de HEleiis celleci est lavée par 4 fois son volume en eau distillée
a débit faible: 20 gouttes par minute §S S % % Eu § [ o]Ju]v CE 0 ¢ ey E -

organiques libres afin de purifier la fraction cenaint les polyphénols.
c) Elution descomposés

Les polyphénolsaccrochés a la matriceont élués% & pv e<}ousS]}v [ SEl%wo e<}op

acide acétique glacia un débit de 40 gouttes par minute. *}ous]}v }vsS v vS o[ vv |
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coloré en rouge bordeauast récupéréee puisrréter |'élution est arrétéelorsque la colonne
est redevenue de couleur blancke >[ Eo vu ¢ E }vsS v vS o (CE sSlgv []vs @

ol E] o opu] E (Jv [ A]8 E 3}us8 o038 E 3]}v  * %}0C% Z \

La colonneest alors lavégar 4 fois son volume en eau distilléén de retirer toute trace
d'éthanol qui pourrait altérerl'extraction suivante. >[}% @& S]}v 8 E %o § i e

épuisement du contenu de la bouteille de vin
d) Désalcoolisationet déshydratation o (E& S]}etJ[]lvs E

Il faut alors pE } E o[ A %}E S]}v + *}oA v3e. o (E 8]}v }vs
%3}0C % Z viol«pu » PE o[ A %}E § pyE E}$ 3](X 38 & % v
a plusieurs reprises afin de former un mélange azéotrope et aingiocrhd E o[ A %} E $]}v
o] M ] % Eu SSE %o ¢ E [HV oM *S V ]E ue e (E]-S
[LV Jjuo WE }E pA& (}v U 8 pv  ASE lyghénolsA Blle st v3 E
conservéeailif § o[ &E] Wneogolufi} EX} | [ £ASE ]S Aldansiii uPlu>
o[ §Z v}& esticonservée20°C.

MDes E]%3]}v <p 0]8 8]A & <p vE]E 3]A o[ EEE |3

Tableau2 W ¢« E]%S8]}v <p 0]8 §]A 8§ <p vs]s §]A o[l £SE ]5 A]

mg/L de wn mg/g d'extrait
Acide gallique 21 5,04
Acides phénoliques Acide caftarique 53 12,74
Acide coutarique 20 4,80
Acide cafféique 10 2,40
Stilbéne Picéide 1 0,24
Resvératrol 7 1,68
Delphinidire 15 3,60
Anthocyares Pétunidine 10 2,40
Péonidine 14 3,36
Malvidine 78 18,75
Caté&hine 31 7,45
Catéchines Eptatéchine 8 1,92
Dimére de pocyanidire 42 10,09
Flavonols Quercédine 4 0,96
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Bl Test de cytotoxicité au crystal violet

Le Crystal violet est un colorant spécifique des noyaux cellulairess Apitement, le tapis
cellulaire est lavé par du PBS directement dans lesjpuits fixé 20 minutes par de I'éthanol
absolu. La solution de crystal violigmaAldrich est ensuite appliquée sur les cellules
durant 5minutes puis rincé a I'eau jusqu'ae quecette derniéresoit claire. Aprés séchage

du puits, une solution d'acide acétique a 38(acide acétique glacial:12 eau distilléepst
ajoutée; elle permet la dissolution du crystal violet incorporé par les noyaux. 30 minutes apres
agitation, labsorbance de la solution est lue a 5#0n par un spectrophotometre
L'absobance du contréle est rapportéel®0% eto| <} & esdifférentesconditions de

traitements est expriméen pourcetage par rapport au contréle.

Il \Western Blotting

B Préparationde I'extrait protéique

Apreés traitement des cellules sur une surface minimalé@en?, les cellules sont récupérées

et centrifugées5 minutesa 3@ g a £C. Le culot est lavé dans du PBS puis centrifugautes

a 300g et 4°C. Apreés élination du sunageant, le culotellulaireest reprisdans du tampon

de lyse Boiling (% (m/v) de Sodium Dodecylifaite ~~ ~«U §{ uD [}ESZ}A v § U ii

Tris (pH=7.9) et des anti-protéases(Roche).Cet§ 0C - Z]lu]<p S su]A] [Lv

mécaniquepar ultrason.

B Dosagedes protéines

Les protéines sont dosées partechniqgue BCA (Bicinchoninic Acid Assay, QuarntifBGA
Assay Kit, Sigma). Ce test colorimétrique implique la réduction des iherCGu par les
liaisons peptidiques des protéines. Le réactif BsbAlate les ions Cupour former des

Ju%o A - }MO ME %o} U E % E *}OUL O ¢ Ve O] UX > }o P *3
dans un volume de 200 pQ9quL d'eau, JuL d'extrait protéique, 4QL de solution A, 4AL de
solution B et UL deCu*). Aprée i1 u]vus o T6£ § o[} *» HE]S U 0 %0 <u
VU % E MV *% SE}%Z}S}u SE X hv P uu [ $ o}vv P 5 &

echantillons sur la plaque avec différentes quantités de BBA, 2, 3, 4, 5, 10 ug.
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B Préparation des échanlfons

Z < Z vS]oo}lv ¢S % E % E o[ ] o Puu S o}v <] %o (

guantité de protéine pour chaque échantillon et ainsi procéder a une analyse quantitative.

Les échantillons sont préparés sur la glace dans un tampon dedgsenli (250mM TrisHCI,

40 %Glycérol (v/v), 286 Emercaptoéthanol (v/v), 186 SDS (v/v), pH 6.8, quelques cristaux
de bleu de bromophénol). Le volume et la quantité protéique doivent étre identiques pour
tous les échantillons et compris respectivement entre 20 et 30 uL (gsp eau distillée) et 20 ug
a 120pg selon la protéine a mettre en évidence. Les échantillons sont chauffés 5 minutes a
O0RE (Jv [}%S]Ju]e CE o V SUE SJ}v  *» % E}S Jv X

BMWE % & S]J]}v ¢« P o [ ECo u] U U]PE S]}v S SE v

La migration est réalisée dans un gel $B&E de 1M d[ %o ]*e HWEU }vesS]Su T %o ¢
> % E ul] E U o Po }v. vVSE S]}vU % Eu S pPAE % E}S Jv o |
seconde partie, le gel de séparation. Il permet la séparation des protéines selon leur masse
moléculaire et sa composition en gtamide; de 7 a 1%6; est variable selon la résolution de

séparation souhaitée (Voir composition daableau 3).

Tableau3 : Composition des gels SEPFRAGE

Gel de séparation Gelde
7% 10% 15% concentration

Eau distillée 5,75mL 5mL 3,75mL 1,95mL
Tris Base, SDS O pH 8.8 2,5mL X
Tris Base, SDS Qg pH 6.8 X 750 L
AcrylamideBisacrylamide 1,75mL 2,5 mL 3,75mL 300puL
APS 1056 50 uL 25l
TEMED 10 L 5L
Pyronine G X 25puL
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Ces gels sont ensuite placésve pv «CeS u [ o S &} % Zentnli de tapjgdn de
migration (3,03 g Tris base, 14,4 g Glycine, 1 g SDS, gsp 1 L eau distillée). Les échantillons sont
déposés dans lgauits préalablement formées par un peigne dans le gel de concentration. La
migration débute a 50 V afin que les protéines atteignent le gel de séparation puis le voltage

est augmenté a 100 V.

Le gel de séparation e®nsuite récupéré monté selore Imontage suivant tampon en
mousse, papier Wattman, membrane de nitrocellulose,dgeképaration, papier Wattman,
tampon en mousse. Ce montage est placé dans une cuve remplie de tampon de transfert
pendant 1 h a2 h a 45 V. Le temps de transfert ainsi que le tampon varient en fonction de la
usee ujlo po ]JE * %0 (E}S ]v utilisons istellemenElg tiesmpon borate (6,06

g Tris base, 3.09 g acide borique, g.s.p. 1 L eau distillée) mais pour les petites protéines
(inférieur & 20 kDa) un tampon éthanol est utilisé (3,75 g Tris base, 17,85 g glycine, 375 mL

[ $Z vioU «Xeaahistillee)n >

B Révélation

La membraneest alors mise &aturer 1 h sous agitation dans du TBS Tween%f.3ait

(Régilait®) %0. Cette étape évite la fixation non spécifique des anticorps.

La membraneest alors incubéen vp]s ve o[ v3] } kséfékeEddabledii 4)- A

4°C sous agitation. Puis la laver 3 fois 10 minutes dans du TB8 R @ebnpérature ambiante

elpe P]S §]}vX > uvuu E v S vep]s Jv u i Z ve o[ vS§] }d

référencestableau 5), a température ambiantes} ue P]S S]}vX >[ v8] }E % ¢ }v
Z}]*] v (}v S]}v o[ * %o % E} U S]}v o[ v8] }E %o %o E]u

péroxydase (HRPHorse Radish Peroxidase). La membrane est de nouveau lavée 3 fois 10

minutes dans du TBST @/ba tempéature ambiante sous agitation puis égoutée.

Les solutions (1:1) du kit de révélationSuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate» (Thermo Scientific) sont utilisées pour mettre en évidence le signal HRP grace au
oOpu]vio <u[ oo - }vSejuves & S Z ulopu]v ¢ VvS§ o[, ZWeX
ChemiDocXRS+ (Bimd) nous permet de mettre en évidence le signal lumineux émit sur une

image.
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Tableaud : Liste des anticorps primaires

Masse
Protéine cible | moléculaire | Réactivité | Isotype | Fournisseur | Référence/Clone | Dillution
(kDa)
; Humain : Sigma A1978
EActine 42 .| Souris _ 1/5000
I souris Aldrich / clone AGL5
Humain I 14-6988
- 56/58 ’ Rat B 1/1000
Ror X souris a esloscience / clone AFKJS
STAT3 (His 124] 79/86 | HUMain. | g4 s | cell Signaling 2139/ ¢lone 141900
souris 124H6
STAT3 79/86 Human, | -hin | cell Signaling 12640 1/1000
souris
ACEYISTATS3 79/86 | Humain | Lapin | Cell Signaling 2523 1/1000
(Lys68%
PhospheSTAT3| 79,8 | Humain, | oy | cell Signaling 9145 1/1000
(Tyr 705) souris
SirTl 120 Souris Lapin | Cell Signaling 2028 1/1000
Caspasd (- 10 Souris | Souris | AdipoGen® AG20B0044 1/500
10) / clone CaspeR
Caspasd (p 20 Humain | Souris | AdipoGen® AG20E0045C100 1/500
20) / clone (Ballyl)
NLRP3 118 Humain, | g0 ris | AdipoGen®| AG20B0014 1 41,1599
Souris / clone Crye2
Asc 25 Humain, | | ain | AdipoGen®| AG25B0006 | 450,
souris / clone AL177
Tableau5 : Liste des anticorps secondaires
Cible Fournisseur Référence Dillution
Anti-souris Jacksoimmunaresearch Laboratory 115035146 1/10000
Anti-lapin Jacksoimmunaresearch Laboratory 111-035144 1/10000
Anti-rat Santa Cruz Biotechnology sc2006 1/5000
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Bl Analyses par cytométrie en flux

B MarquageAnnexineV / 7TAAD

Le marquage AnnexineV / 7AAD permet de mettre en évidence et quantifier la mort cellulaire.

>} E- o[ %NES}Y U o[ vv A]Jv s <u] }H%O0 MV (Oop}E} Z&E
phospatidyle EJv * <pu] « SE}IHA v SE veo}cu - o[]Jvs E] nC&E o[ -
% 0 *uU]<p X Wopes 8 & JA u v3U o[]vd PE]S 0O uu &V %0 *u
7TAAD(7- u]lv} S]viuC ]Jv U pv P vS ]vSs paut entrersdans ¢aceliilg et

(]1F£ & VY[}E % HUE O0}Ee* % Eo E [ %o} %oSs}ea cOnEndidon Hpces v E}e
deux marqueurs permet de différencier les cellules vivandesméxine Y/ 7AAD-) des cellules

V %Z * % E } [Afhdees Yo/ TAAD) JU VvV %Z ¢ & & JA [ %0}%oS}e )
nécrose(Annexine W/ 7AAD).

Aprésculture ettraitement des cellulegn plaque 12 puitdes cellulest le surnageansont
récupérésdans des tubepolypropylene. Les cellules sont centrifugées 5 minutes a 300 g puis

lavées 2 fois dans du PBS puis centrifugées 5 minutes a 300 g. Le culot cellulaire est repris dans

ni R> ]Jv JvP upu(( ®U A R> [ vv E]v s }U% 0 Fluorsceihy (op}d
isothiocyanate)laser bleu@xax488 nm, Emnax519 nm) et 5 pL. de 7AAD (laser bl@xnax

488 nm, EMnax 0006 vue PE vS i u]lvus - S u% E SpuE ul]vs S
suspension cellulaire est alors diluée dans iD@e Binding buffer dés cellules sont passées

au cytometre en flux (DigitdlSR)l Le traitement des données est réalisé avec le logiciel

FlowJo.

Bl Microscopie

B Marquageau Hoechst 33342
S %0}%8}e ¢35 ] VvS](] %o E u E < EXnaxP5QriM, BNShai 46 Brim)-et
par le dénombrement des cellules dont les noyaux sont fragmentés et condetaseélis que

les cellules viables présentent un noyau régulier et rond.

Apres traitement, les cellules et le surnageant sont récupérés et centrifugés 5 minutes a 300
g. Le culotellulaire est lavé au PBS puaentrifugé 5 minutes a 300 g. Le culot cellulaire est
repris dans une solution de Hoechst 33342 a 1 pg/ml durant 30 minutes a température

ambiante. Les cellules sont ensuite lavées dans du PBS, centrifugées 5 minutes@ui300 g
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C3}e%]v * spHE pHV O U X > o e%}5e OOHO * *}vd E }uA ES
GlycérolW W " ~iWije § [uVv 0 U 00 OUS X > e 0 U * *}vS o0}E"* } -
utilisant un filtre DAPI @Xnax365nm, &EMnax>397nm)

B Immunofluores@nce

Dans une plaque 12 puits, les cellules sont ensemencées a une densité de 35000 cellules/cm?

sur des lamelles au préalablement disposées dans Is puiecouvertes de pol-lysine. Le

OV U ]JvU o o0O0HO * *}vS SE ]S < expefimenmtatior; puisdds lamelle®d [

sont lavées deux fois avec du PBS. Les cellules sont ensuite fixées a la lamelle 10 minutes dans
du paraformaldéhyde (PFAY4 a 4°C puis lavées deux fois par du PBS. Afin de saturer les sites

non spécifigues et perméabitis les cellules, les lamelles sont incubées 20 minutes a
température ambiante dans un mélange contenarf3de BSA, 0% de Saponine dans du

W AX > 0 U 00 ¢S5 vepl]s Jv u MV  VH]S 0f Ve O[ V8] }E %o
fois 5 minutes a tmpérature ambiante dans du PBS. La lamelle est ensuite incubée dans

o[ v8] }EE %o ¢+ }v J]E MHE vS ii1 U]JVUS ¢ S U% & SPUE u ] vs

N¢

lavée trois fois 5 minutes pans du PBS. Enfin, la larestlééposéesur une lame dans du
milieu de montagdroLong@ntifade with Dapi (Life Technologies). Les Lames sont observées

Lul] E}e }% o[} i &]( £381 v p&lo]e v& o % }d}u X

Hl Reverse Transcriptioriquantitative Polymerase Chain ReactiolRF
gPCR

M Lyse cellulaire et extraction JAcideRiboNucléique totaux (ARN)

Aprés ensemencement et traitement, les cellules sont récupérées, centrifugées 5 minutes a

300 g puis lavées dans du PBS et de nouveau centrifugées 5 minutes a 300 g. le culot cellulaire

est reprisdans du Triz® Reagent (Life TZv}o}P] <« \yAajeuter flu chloroformeuis
homogénéisater les échantillionlses échantillions sont vortéxd$ secondes minimum puis
centrifugés 15 minutes a 1Rii PX (Tv [} ®e v§&parajion de phase
(Trizol/chloroforme) permetnt de récipérer les &N dans la phase chloroformiqu@euxci

sontalors %c E 1% ]S ¢ S %P E](] * % E Avhntle@nfifugatdn 13 %idkEte%a v } o X
12000gpuis lavage du po}s A o[ $Z%vles ARNM sont alors centrifugBs

minutes a /500 g; cette étape étant repétee 3fol > pHo}S [ ZE ¢S ¢ Z %op]e E 9
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I0R> [ MW hoSE WUE ~Z¥ «>](E d& EG&}o}P] ¢+X > «<«u vS§]S [ ZE

dosée par spectrophotométrie (NanoDrop 2000, Thermo Scientific).

H Transcription invese

La transcription inverse se déroule en deux étapes| ] M -ML3/ Reverse Transcriptase
~/VA]SE}IP ve § ZE « Khd ~/VA]SE}P veX Ve pv % & u] E 3 u'
été dénaturés pendant fninutes OAE Vv % E < Vv itih vPl...o [ Uu}@®& -
(Random PrimersThermoFischegr 0,5 mM de désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP,

WE}}u P+ S [ MU UHUOSE %pPE ~cXeX% X ifARMN esf retioEanscrito « }v
en ADNc en présenade First Strand Buffer, 10 U/pl de-MLV, 5 mM de DTT et 40 Ul de
RNAseOUT, dans un thermocycleur iCycler (BioRad) durant 1 h a 42°C puis 15 minutes a 70°C.
>e E (E  ZuvsS eCvSZ S]e ¢ ¢}vS Jopu o pilii wu Ve o[ M M
POUE O u%o0](] S]}Vv %o E20MZ.Z }u *S}I »

B Réaction par polymérisation en chaine quantitative: gPCR

>1E- §S S % o0+ E %C&E uu vS ¢«CVvSZ S]e ¢ o}vS psSjo]e -
sensetantie ve ] 0o ¢ }VSE 0 ¢ <Pg V terdty chirtableau 6] e Power

Nz Z '"®& VvV W Z D S E D]JA ~ %% 0] ]}eCeS uee § [ un ]eS]o
PCR Master Mix met en jeu un mélange des 4 désoxyribonucléotides triphosphates (dNTPs,
WE}IuU P eU pv d < %}oCu E « lagé dés dNTPSadg suite des amorces, et

puv P vs ]Jvs E o0 VvS§ o[ : He &YBR& Greens qui permet de suivre

o[ u%o0](] S]}vX > <«<W Z 337 CEall C o yweEu\slime BCBystem

selon leprogramme suivant.

10 minutesa95°C v SuE € o« EJve [ E

- 15secondesa95°C v Sy & o « E]Jve [ E

- 1 minute a 60°Chybridation des amorcest % Z [ A ;V)Sﬁ)\(/:ycles
- 15 secondes a 95°

) R Courbes de dissociatiarpermet de déterminer
- 1 minute a 60°C

15 des & 95° la spécificité des amorces utilisées
- secondes a
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Les valeurs de Ct (Cycle threshold) des genes cibles @mioémalisées par rapport a celles

de la Factine ~4 SeX >
~4~4 SeeX

0O po 0— A% E *°]}v SE ve E]%S]}vv 00

Tableau6 : Séquence deamorces

Gene cible Espéece Séquence sens Séquence antsens
EActine Souris ATGGAGGGGAATACAGCC(C TTCTTTGAGCTCCTTCGTT
ROEC Souris GGTGATAACCCCGTAGTGG CTGCAAAGAAGACCCACAC(
I-17 A Souris TGAGCTTCCCAGATCACAG TCCAGAAGGCCCTCAGACT/
Il-17 F Souris TTGATGCAGCCTGAGTGTC AATTCCAGAACCGCTCCAGT
IL1-21 Souris AAAACAGGCAAAAGCTGCA| TGACATTGTTGAACAGCTGAA
IL-22 Sours TCGCCTTGATCTCTCCACT GCTCAGCTCCTGTCACATCHA
Nalp3 Souris TCACAACTCGCCCAAGGAGG AAGAGACCACGGCAGAAGCT/
ASC Souris GCTGGTCCACAAAGTGTCC GAGCAGCTGCAAACGACTA/
Caspasel Souris CGTACACGTCTTGCCCTCA ACTCCTTGTTTCTCTCCACG
-1 £ Souris GGTCAAAGGTTTGGAAGCA TGTGAAATGCCACCTTTTGA
EActine Humain GTTGTCGACGACGACGAGC GCACAGAGCCTCGCCTT
Nalp3 Humain AGGAAGATGATGTTGGACTG GTGGATGGGTGGGTTTGG
ASC Humain AGTTTCACACCAGCCTGGA TTTTCAAGCTGGCTTTTCGT

Hll Enzymelinked Immunosorbent AssayELBA

La techniqueELISAEnzyme Linked Immunosorbent A3sagrmet de quantifier la sécrétion

de molécules dans le surnageant de culture cellulaire. Ici nous avons estimé la quantité d'IL

17 A ou IL1 Esécrétéepar les cellules en utilisantdekitsMouse 1E17A ELISA MAX Standard

(BioLegend) et Mouse-IL beta/IL-1F2 DuoS&@ ELISA (R&D Systems) et Humdnheta/IL-
1F2 DuoS& ELISA (R&D Systems).

Page |65

a


http://www.biolegend.com/mouse-il-17a-elisa-max-standard-3537.html
http://www.biolegend.com/mouse-il-17a-elisa-max-standard-3537.html

Un anticorps dit «le cature » est fixé dans le fond du psit [V~ %0 <gu 00 %opu]Se HE V!

nuit a 4°C. Apres saturation des sites aspécifiques par les pvot¢ [uv <}ousS]}v NS &

5%ou de BSA a% durant zh a température ambiante, les surnageants de cultureutalie

*}vs %o}e o S Jv U o o0t HE v3 pv Vu]sXvd vEI%@E %0 vICL

HRP,A] v3 vep]3 (]JZ£ & o0 * u}lo po + []Jvd E!Se 0}E+ [puv Z pE
uj] vs X > epu oSE § olp wtrgmeéthylBanziding TMB)est ensuite ajouté et

MV  }O0}E S]}v o pnu 0 ]JE %% E ]SX 358 & S]}v 8§ EE!S %

sulfurique 2N (H2S04), qui en changeant le pH de la solution, change sa couleur en jaune. La

o SuE o[ *}E& v edliBée par um Sp€Etrophotométre lecteur de plaques

hsD 181 <Ce ~ ]} EA+ & o[ v 0C- e Jvv ¢ 3 E o0]c % E }1

Les expérimentationm-vitro ont été répétées trois fois (sauf si mentionné). Les résuliats s
exprimés en moyenne ave o[ EE& HE $ CG&bo (SD BENdard@eviatior) et une

E% E] VvV €E %E « v3 S]JA 3 % E » v Ve 0 ¢« (E *pu0osS S %o}
Nous avons utilisé pour les expérimentatioirs vivo le test de Student et pou les

expérimentationsn viro le test Tapparié *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001.
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RESULTATS

Page |67



| §1A]18 ]}o}P]«<pn  polgph&Bdiftie]de vin rougen vitro
et in vivo

Au cours de ces vingt derniéres années, le resvératropolyphénol quell}v & SE}uA Ve
o[ oJu v3 &idvers du raisin, de baies rouges, des cacahuétes, a montré de nombreuses
activités pharmacologiques. Il permet la modulation des voies de signalisations de la division
oopo JE U O[ %0}%S}e U v a[Ev(o ol EP}]EKBnau & Surh, 2008)
Parallélement,D 1 S }ooX }vS %op ulvsSE E pv (( S VvS]%E}o]( &
désalcoolisé sur desellules de cancer colorectal coliq@elazué et al., 2014)Nous nous
]Jvs & ¢+ E}ve] ] of Sp [uv AESE ]S %}0C% Z v}io]«pu Alv E}
Cru de 2012. Cehai contient du resvératrol mais également un grand nombre dS E -
molécules polyphénoliques telles que la malvidine et la delphinidine de la famille des
v§Z} C v U o] § Z]lv U e Ju E - % E} C v] Jv U . ]
procédé de fabrication ainsi que la description qualitative exhaustive fle/ES E ]38 Alv E}u
xS E]S veo ¢ S]}vDSElo Su§s8Z} UI/IXWE % E S]}v

vin rouge.

Ve UV % E u] E 8 u%-U vipe A}ve o 34D polfesafve et
cytotoxiquede notre extrait polyphénolige de vinrouge (RWE Red Wine Extracgur des

lignées cellulaires de cancer colorectal humaines et murines.

W Effet cytotoxique deo[ AASE ]S %} 0C % Z V}omhjtro Alv E}uP

(Jv [ Aou & o ((§ C38}8}AE]«wu v}SE A SW®YE 6t A} 0 C %o Z V
§ EBul]v E o SC%o u, @S avond prgcéde]d diverses analyses. Dans un
premier temps nous avorévaluéo|[ (( § vS]% E&}o]( E S]( Zt X
a) A op 3]}v (( 8[ v3]% E}o]( E 3]( o] ASE ]S % }0C¢
rouge

Nousavons@ }E Sp ] anfipfdlifératifde RWE sur des lignées cellulaires de cancer
colorectalmurines(CT26 et MC38t humaines (HCT116 et SW§2Pour cela, nous avons

réalisé un test colorimétrique de viabilité cellulame Crystal Violet apréd48 het 72 hde

SE ]S uvsS % & o[ ASE ]S Alv ¢ o}v pv P uallantde}10 &v3E 3]}
500 pg/ml (Figurdl).
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Figure 11. Evaluation de la viabilité cellulaire sur quatre lignées cellulairde cancer
colorectal murines et humainesCes tests ont été réalisés sur les lignées cellulaires murines
CT26 et MC38 et sur les lignées humaines HCT116 et SW620. Les cellules ont été traitées
durant 48 hou 72 ha des concentrations allant de 10 pg/ral 500 ug/ml de RWE. La
détermination de la concentration en RWE induisan®6@e viabilité cellulaire a été obtenue

en faisant la moyenne * écart type de trois expériences indépendantes comprenant au

minimum 2réplicats.
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Tableau7X d 0o p E % ]3po 3]( <+ A o uE- [/ Ai o (JPuHE ii

Concentration de RWERug/ml) pour 50% de cellules viables
Lignées cellulaires
48 h de traitement 72 h de traitement

a CT26 123,7+ 11,9 153,3+ 15,7

£

§ MC38 122,0+ 4,3 745+ 116

§ HCT116 2135+ 30,4 77,3+6,6

‘©

% SW620 221,0+9,8 227,5 30,0

Ces résultats nous montrent unenginution de la viabilité cellulaire des cellules de lignées de

cancer coligue CT26MC38 HCT116et ~t01i 0} Ee<u[ 00 ¢ *}vS SE ]S ¢ % C
polyphénolique de vin rouge. Ces effets augmentent en fonction de la concentration de RWE
utilisés pour les4 lignées Néanmoins, une augmentation du temps de traitement ne semble

pas affecter la viabilité cellulaire pour les lignées CT26 et SW620.

Afin de céterminer le mécanisme par lequel passe la diminution de viabilité cellulaire
précédemment observéenous avons procédé a une analyse de la mort cellulaire par

cytométrie en flux.
b) /v u S]}v 0 U}ES oopo JE % E o £ASE ]S %} 0 C %

Afin de mettre en évidence et quantifier la mort cellulaireduite pa RWE, nous avons

procédé a un marquage AnnexineV / 7AAD. En effety v /A ]sefixe surles phosphatidyl

serines qui se trouvent translogaé ol £S5 E] nC&E 0O U u Eisvplu®%oo cu]<p

§ E ]JA uvsU o[]vs PE]S 8§ uu EvVv 5 % ESUE U Jve]L
OOMO S (] Aadeombinaisoh de ces deux marqueurs permet de différencier les

cellules vivantesAnnexineV/ 7AAD), des cellules en phase préco [ %o } %o Anexine

/ 7AAD) }i  + OOMO * V %Z » & E |A [ % JAkreknd/4} 7TAAR) E}e

(Figure 2).

Nous pouvons observer une augmentation de la proportion de cellules marquées par
AhnexineV et leo v (}v S]}v o [ tipfiPde ka£oncentration de traitement par
ol £ASE& ]8 AlvX > u E«<«p P Arnexi6edy 9o BAAD @6t Gaiblgment
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augmenté dans les lignées de cancer coligue murine CT26 et MM@3a& mum

[ pPu v§ 33W) comparativement aux lignées humes (u AJupu [ pPu vs S]}v
i119¢X E vu}]ve o[ ve U O * OJ]PV ¢ % @& * vS vS pv S puAs 00 HC
v 8§ u vS «u% E] u@Epoptose pltécoca [On peut observer une augmentation du

double marquage de % pour les lignées muriness i« < W [Yopdur les lignées humaines.

Cegésultats montrent que la diminution de la viabilité cellulaire observée précédemment est
M o[]v M S]}v 0 U}ES oopo |E % E o] £ASE ]S W}oC% Z v
S v e ]|@Enerles(drialyses afin de déterminer plus précisément le type de mort induit

% E o[ £SE ]S %}0C%Z v}o]«u Alv E}uP X
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[ Annexine+ / 7TAAD +
Hl Annexine+ / 7AAD -

[ Annexine+ / 7AAD +
Il Annexine+ / 7AAD -

[ Annexine+ / 7TAAD +
Il Annexine+ / 7AAD -

[ Annexine+ / 7TAAD +
Il Annexine+ / 7AAD -

Figurel2X & § &E]- S]}v 0O U}ES oopo J]E ]Jv pu]€eskesteE o AS(
ont été réalisé sur les lignées cellulaires murines CT26 et MC38 et sur les lignées humaines
HCT116 et SW620. Les cellules ont été traitées dut@rtou 72 ha des concentrations de

100 pg/ml et 20 pg/ml de RWEet de 10uM de resvératrol (RS contrdle positif). La mort

cellulaire aété analysée par cytométrie en flux aprés un marquage des cellules a

o[ vv £]v slé6 X > %}uE vs§s P ul@Es oopuo ]E A % E]u
résultats de deux>x@ériences indépendantesomprenantchacune2 réplicats.
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c) Mise en évidence de la mort cellulaire par apoptose

Pour déterminer plus précisément le caractere apoptotique de la mort induiteodarES E 8
vin, nous avons procédé a un marquage des noyaux cellsilggredu Hoechst 33342. Ce
marquage permet de repérer par microscopie les corps apoptotiques induit par la

}v ve S]}v 0 ZE}uU S]Jv o}Ees P %o & Ehremptine gdondf@aisg e X >

cellulaires des cellules apoptotiques aealors fragmentééFigure B).

Pour cela, nous avortgité les cellules des lignées de cancer colique CT26, MC38, HCT116 et
SW620 durant8 h A o[ /ESE ]38 %}0C % Z v}o]«u Alv E}ues %op]e v}
par le Hoechst 33342. Nous pouvons observer une augmentation du nombre de noyaux
présentant ure fragmentation de la chromatine ve 0 Z U %o OOHMO ¢« SCE |S ¢ %o
Alv E}uP }Ju% E 3]A u vd pu&E v}C uAE <+ 00O * }VSEE€O0O *X

polyphénolique de vin rouge implique alors les va@psptatiques
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NT RWE 100 pg/mi RWE 200 pg/mi

CT26

MC38

HCT114

SW620

Figurel3X D] v A] v 0 U}JES O00HO JE % E %}%S}e v
rouge. Un marquagepar du Hoechst 33342 été réalisé sur les lignées cellulaires murines

CT26 et MC38 et sur les lignées humaib€3T116 et SW62Qes cellules ont été traitées

durant 48 ha des concentrations de 0Qug/ml et 200 pg/ml de RWEpuis marquées par le

Hoechst 33342Lacondensation et ldragmentationde la chromatine esindiquéepar une

fleche, est observée par microscopie. Ces réssiléaint représentatifsles résultatsle deux

expérience indépendantes.

Acestade of Suvipe A}ve %op u SSE v A] v puv (( 8 C3}8}A&E]
polyphénolique de vinsur les quatre lignées cellulaires de cancer colorectal humaines
(HCT11@t SW620) et murines (CT26 et MC383t extrait indit in vitrola mort cellulaire par

apoptose néanmoinsl semble également induira mort cellulaire par nécrose ou apoptose

tardive.

Compte tenu de résultats obtenugrécédemment) ]Jo [ P]3 ud]vA owlk®|[ £SE ]38

polyphénolique de vimouge peutavoir un effet antitumoralin vivo.
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B A op 3]}v o[ Stumpgale v3Pp[ £SE ]88 %}0C% Z v}o]«p

rougein vivo

(1v & v E }ubéwuentuelgifet ant-Spu}E o o[ Aheddligde tte hanC
in vivg nous avonsetudié son effetsur la croissancale tumeurs issues de xénogreffde
cellules de cancer colique murs€T26 chez desouris Ballt agées de sigemaineséparties
en deux groupes Le premier groupe de huit sauris voit son régime alimentaire
guotidiennementsupplémenté de 10tng/kg [ £ASE ]S Aohvie@hmera« RWEB»
pour Red Wine ExtractTandis que le second groypée huit souris égalementdit
«contréle», recoitun régime alimentaire ordinaireles deux groupes suivent ce régime
durant trois semaines. Cette supplémentation alimentaire par voie opdarrait mimer la
% E]e <pu}s] ] viu%fuw v3 o]Ju vs ]E e [ZAHSGH,}8AlaA]v
suite destrois semaine de supplémetration, les sourigecoiventen injection souscutanée
descellules cancéreusemliques murine€T26Le suivi dda croissance tumorale eséalisé
THe<p] MSZ Vv ¢] ol vluo S o & P]Ju oJu vs |JE *S u ]vs

o[ &£ % (Eiyuve 1). Par ailleursle poids des sourisst suivi de facon hebdomadaire.

Les résultats nous montrent que régime alimentair@nrichi en extrait de vin rouge [ %o
[Jv(op v <y E o0 %o phittescompar@iijement celle dugroupe contrélgFigue

14A). En revanchela surface des tumeurs est significativement réduite chez le groupe RWE

comparativement au groupe contrble. En effet, la surface tumaradgenne du groupe RWE

estde 155nmm2a 19i}uEe+ S v ]* <u[ oomm3gour ld groupe candle (Figure UB).

Nous observons donc un effet amdipu } E o  aitoolyphe@olique de vin rouge.
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3 semaines |

Prévention I Traitement

RWE (100 mg/kg/j)

Controle

Figure 14. Effet ant-rSpu}E o o[ £3E ]3in viva JApréEtiqiPsemaines de
supplémaentation alimentaire <RWBE»> ou absence de supplémentatiorcantréle », les souris
Balb/c regoiveneninjection sous cutanée de cellules cancéreuses coliques. @T2& poids

e e JuE]s *35 *uEA Joo *uE o[ Ve U O oLe%uvi@Ed groissancg¢ A %o (E |
SHulE o *§ E o] T (3] % E * u Jv e ipgecul p o E](] of
*p<0.05 **p<0.01

‘He<u[ 0}EU vipe A}ve %P UlvEE E <pu o /£ SEpdinetdpoC % Z v}
prévenir la prolifération des cellules tumales coliquesn vitro sur quatre lignées de cellules
humaines et murinest in vivochez la sourisvec un modéle CT26/Balbxc v (( SU o[ £ASE&E
diminue la viabilité cellulaire de ces cellules et induit leur mort cellulaire par apoptose et
nécrose. D@lus vipe A}ve %op UIVEE E <u o] A SE-thokal@Eerdes pv ((

souris Balb/c injectées en sous cutar@ecdes cellules de cancer colique CT26.

S ESE ]85 %}0C%Z v}io]l«u Alv E}uyP s uo }v ISE pv v
chimiopréventiondes cancers colorectau®@n entendici par chimiopréventionla prévention
des v Ee* % E o[]vP *3]}v [ P vSainsgild [is@ueode Bnc¢rpgenesOr
dans la littérature, de nombreux travaux mettent en évidence une corrélagiomme les

% Z viu v e []Jv(o uu S]}v ZE}v]<n  §(Coussens & Werb; 200Zn
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effet, lors du phénomene de cancérogénese, la réponse immunitaire, qui est dééepar

les différents effecteurs du systeme immunitaire, est de typeipfammatoire.

Dans le cadre de notre projetons avons donc cherché a mettre en évidence un effet
immuno-modulateur de notre extrait de viet plus précisémensur lamodulation de la

réponseimmunitaire preinflammatoireliée aux lymphocytes Th17

B Etude de la modulation de Idifférenciation dulymphocyteThl7par
o[ ESE ]38 %}0C%Z v}o]«u Alv E}uP

WInE E& o] E §S % ES] o[ $pu U v}ipe AlinvitdodE } o}
lymphocytes T aifs (CD4 CD62LY) en lymphocytes Th17. Pour cela nous avons isolé des
lymphocytes Thaifs de souris C5¥b0 %o p]e u]e v pOSUE V % E Vv [Lv
J(C @ v]SI}v *% ]J(l<p W dZio-6pudeTSHE vS§ o[/>

WD v Al v 0 Julvus]iv 0 -1%o& e T Jihv [/>

vitro apres un traitementpar o[ A $Ayph&noliquede vin rouge

Dans un premier temps noasvonsrecherchda sécrétiondeo []vS & @raihflammatoire

IL-17 produite parles Thl7.Pour cela, nos avons récupérée surnageant de culturedes
lymphocytes apres différenciation en Th1d %o E } MV <u vS](117A pawv o[/>
ELISAEnzymelinked Immunosorbent Asd¥igure 15).

Nous pouvons observer une diminution sigi 3]A 0 < -¢B J@oduife ®&n

%o E * V [Mv SE ]85 u v % E o[ £ASE ]38 AlvU 8§ U =« o
comparativement a la condition non traitée. De plus, comme il a déja pu étre observé dans

o[ <p]% U o & A & SKE}opkd}n]3]RVI(] S]A O-17%p&E lesy ST}v |
lymphocytes Thl{Limagne et al., 2017)
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Production d'IL-17 par les lymphocytes Th17
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Figurel15. Diminution de la production de la cytokine primflammatoire 1L-:17. Les cellules

ont été SE ]85 + % &E e }v VvSE S]}ve payjphénoligue de[vifEOSIGE ]S
(RWE) et une concentratiode resvératrol (RSY)e]JuposS v u v$§ o[]v 1 §]}v
différenciation des cellules par le milieu de différenciation enrahil-6 et TGFEet durant

toute I'expérimentation Lessurnageats de culture cellulaire ont été récupérégras3 jours

de différenciation %o 1] =18 P est dosé par l@chnique ELISA>ekpérience comprenant

au minimum2 réplicats, aété réalisée trois fois de amiere indépendanteTest statistique T
apparié*p<0.05 **p<0.01

>[ A£SE ]sénéligue @vid permet donc de modulerproduction [JvS E&o upl]v 16 % E
les lymphocytesTh17.Cdte modulation est oo o Jve <p v [Uv §S ]vs§ Mo

codant pour [I-17?

B Miseen A] v o0 Ju]vus]}tv oH Y8 %pEil«1g4 vs ile [
17Fin vitro apres un traitement ao [ 4 $Aiyphenoliquede vin rouge
(1v usSE v A] v puv A vip o (( 8 o[ AefEession Alv p
génigquedulymphocyte Th17, nous avons procédé a ungfRTRur les ARN des lymphocytes
Thi7 traitée U }p vivU % E o(FigEr@db)] 3 Alv
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Figurel6X Ju]vus]}v o[ A % E <«illlvABt dv] dl7-FdesThl7 Lescellules

}vs 8§ SE ]S ¢ % E e }v v Eedrpitvpolyghédkaues e evin [rouge

(RWE) et une concentration d€E *A E SE}o ~Z~ se <]Jupod v u v$§ o[]v
différenciation des cellules par le milieu deféienciation enrichenIL-6 et TGFE Lescellules

ont été récupéréesapres 3 jours dedifférenciation puis nous avons réalisé une -BFCR.

> Kkpérience comprenantau minimum2 réplicats, a été réalisée trois fois de maniére
indépendante Test statistiqe Tapparié*p<0.05

>[ £SE |8 AlvU % }uE + }v vdalgatdd po et 106G @/l induit de
maniére significativeo  Ju]vpus]}v O A IFAX*]} Voo |0e[U o AALGTE <]}V
par les lymphocyte$hl7estsignificativenent diminuée par un traitementa o[ £SE & Alv
partir de la concentration de Pg/ml. Un traitement deslymphocytesThl7 par [ £S&E ]S
polyphénolique de vimouge permet }v. pv u} po S]}v 0 [géfEiGedde8l{] A

~

§ il-@TFet ce de naniere similaire a ce qui a pu étre montré par le resvératrol.

Des expériences complémentaigsrontv. = e¢ JE ¢ % }HE S Eu]v €& *[]Jo C uv

de la transcription ou une stabilisation des ARNm.

Nous venons de montrer i o[ Apsigphésolige de vin rouge a la capacité de moduler

la synthésedles P v o J(( v ] S]}v [UV oCU%Z} CS dZid u ] P c
sa seécrétion en cytokine prpv(o uu S}]JE X E vu}]ve o[ A5 Gpisle Alv

[ (( S E ]J]E& S u vsS o diffeericiadenudu lymphocyte Thl7 en jouant sus le

facteursde transcription cléde ce processusSTAT3 eRord ?
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B Mise enévidence de lanodulation du tauxprotéique deSTAT3, fSTAT3 et

Rord in vitro aprés un traitement ao [ A& $Aph&noliquedevin

Dans le but de mettre en évidence urf € S o[ ASE |8 A vprqiéiuedesE %o E o]
facteurs de transcriptiodu lymphocyte Th17, nous avons traité, ou nces dernierspar

o] £ZE |8 Alv %op]eU % E « /[E3SEles]jous avorkk GEoc8déva an »  0C
immunoblotting (Hgure 17)

RWE (ug/ml
A " (ug/ml) RSV
TNaif 9 02 2 20 150 10puM
P-STAT3
STAT3
Rord
EActine
B

Figurel?. Mise enévidence du taux de protéines régulant la différenciatialu Th17 aprés
traitement par o[ £SE ]3 %}0C % Z v}oleg cellulds]Whi1EJnt BtéXraitées par

e }v VSE 8]}ve E}]ec vS e [ ASE ]S %}0C%Z v}o]<«pu Al
concentration de 1M de resvératrol (RSV)UE vS S}uS 0o S uU%oe O[LlgE %0 E]u vV
cellules ont été récupéréepaes6 h(STAB et RSTAT3) ou 3 joufRord) de différenciation
puis aprés une lyse cellulaire, nous avons réalisénamunoblotting(A). La quantification des
bandesa également été réalisée et normalis@ar rapporta la Eactine (B) Ce résultat est
représentatif de troiexpériences réaliséesle maniere indépendante.
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Nous pouvons observer jaine diminution de la syntheése protéique de nos trois protéines
[Jvd B-BIAT3, STAT3Rord lorsque les Th17 sonttraisé A o[ A£SE |5 %}0C% Z V)
de vin comparativementwu contréle, ce quiv[ ¢S %o * O e %}UE o E A E 3

* MO U VS % O Julvu G@rotEiquE telerd.e ]} v

Ces résultats montrenjue o[ A $ E ]Hermetddesdiminued [ A % E esdifiérents

facteurs de transcriptions clés de la différenciatiiulymphocyte Th1lpro-inflammatoire
Nous avonsloncpu montrer queo|[ A£SE ]S %o} 0 C %o Zougko | < U Alv

- Induit une diminution significative de la sécrétion de cytokine-ipfammatoire I
17;
- Provoque une diminution significative de[ A& %. e «oH{lLfAet a{17F;
- Induitla diminution di taux de STAT3 et de sa forme phosphorylée ainsi que du taux
de Rord, deuxfacteurs de transcription ctdu progamme de différenciation Th17.
Au vue deces résultatshous avons mis en @ene un effet immunemodulateur des
molécules polyphénolique%o. E < v§ eextrait de linrouge en régulannhégativement le

programmede différenciationdu lymphocyteT naif en lymphocyt&hl7pro-inflammatoire.

S[Hi®$ v[ 8 % ¢ o0 ¢ po -idflahhhatoirekag@ant un réle majeur dans
o[]v(o uu &k}ilexaspar exemple deo 1 Equi participenotamment a la formatin de
o[Jv(o uu «}u X ve pv e }v % ES] U vipe A}lve }v E Z E Z

agir sur celleci.

m 3y o[ 3]AdE E£S3E 135 %}0C%Z v}o]«p Alv
«priming» }p o[ 8]A §]}v o[]Jv(o uu *}u E>ZWi

Chang et colbnt cherché a savoir si le resvératravait un rélesur le «priming» de
o[]Jv(o uu sjJamo >W" }lu ¢[]Jo Jv(ou v o[ NIRPZEGrwiffgrentd Pv o
$]A § pE- o[]Jv(o uu ojudW® dpu ou E]IPOoREpu]naettre en évidence
uneff 8§ p E A E $E}o *uERPBeEdd[JVY0 uu whuo[ dW v vu}]ve

Huv (( 8 p E <A E SE}o «lpriding %le BLRAZEhang, Ka et al., 2015)

Comme décrit précédemment dans[]IvS§E} p S]}vU of]v p §]}v viao[]v (0o uu
o[Jv(o uu e}u E>ZWi v «¢]§ WA *]Pv pAEX > % E u] E }ve]es

la synthése protéique de NLRP3, on parle alors pigwing» de NLRP3 et le second consiste
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en son activation qui va pEu SSCE o[ ** u o P o[]v(o uin bpeila E>ZWi

maturation de cytokinesprdv (o uu S}]E S obEe & 018/ >

Lors de notre étude nous avons évalué le potentiel immunomodulaties molécules
polyphénoliques de notre extrait de viouge sur le griming i E>ZWi }u spE o[ 3]A &
S§ o (}&uU S]}v o[]Jv(o uu «}u E>ZWiX (]v %0 E } E SS
deux lignées de macrophages murins, les cellules Raw264.6 et J774A.1. Ces deux lignées
cellulaires sontdes mago Z P ¢ UPE]Ve Jeepus E *% S]A u vd [« ]85+ [uv
Spu PHE«* Jv p]8 % E o AJEp- O OM U] UpE]VY [ oe}v S8
%o }ES pe [pVv Spu pEX

B Absence S} A] ]S o[ A Sr@igue daVin §uiled macrophas
murins Raw264.7

(1v & v E }u %o S 0 CS}S}IA] |8 o[ £SE& $8r %60 C %o Z V
macrophages de la lignée Raw264nbus avons réalisé un test de viabilité cellulaire par

coloration au Crystal Violetur ces celluleffigure 18.

Viabilité cellulaire des Raw264.7

= =
o 1%
o o

% de viabilité celluaire
wm
o
L

o
I

Concentration en RWE (ug/ml)

Figurel18. Evaluation de la viabilité cellulaire sur les macrophages murins Raw2égrés

Hv SE ]85 u vs o[ AdsEellles onAdté traitées duraPd hades concentrations
croissantes d RWEallant de 19 pg/ml a 2% pg/ml. La viabilité cellulaire a été mise en

évidence parcoloration au EC+*S 0o s]}o §X >[ A% E] v S & o] V1
indépendante avec Eeplicat.

Nousobservons<pu o[ £SE ]85 %}0C% Z vPo]klu% A]Jvud o% A] ]o]$s 0

des macrophages Raw264.7 malgré des concentrations croissaatesvs ipe<u[ 1A1T RPluo

>[ £3E ]38 Alv v U}VSE VS %o C 3} 38} Adng 8n kecohd emPs,ve %o U

son effet sur le< priming »de NLRP3 dans ces mémes cellules.
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B Mise en évidence du Priming» § o[ 3]A §]}v o[]vd® uu <}u

NLRP3 par le LPS dans les Raw264.7

Dans un premier temps nous avoveyifié si un traitementle 6 hpar leLPSnduit le priming

de NLRP3 dans tre lignée demacrophages murinsRaw264.{Figure 9).

A B

Expression protéigue de NLRP3 Production d'IL-1 R

[
=3
1

IL-1 W (fold)
°
o

NLRP3/ BActine

0.0
Contrdle LPS (1ug/ml) Contrdle LPS (1pg/ml)

Figurel9. Mise en évidences du Priming» § o[ 3]Ae®d]Jv(o uu NURP3par
le LPSLesmacrophages murinRaw2647 ont été traités 6 h par du LPS1 pg/ml). Les
protéines de ces cellules sont extraites puis analyg&e immunoblotting (A) et un dosage

o{l/Bpar ELISA été réalisé sur le surnageaf) Ce résultat est représentatif dieux
expeérienceseépétées indépendamment.

E}ue % }puA}ve } ¢« EA E pv  pPu v3 3]}v pu VIA u [ A% E *]}v ¢
les Raw264.7 en présencd dv S E ]S WRSomparativement au contréléPar ailleurs,

letraitementau >W " v[]v u]Batdsattoro OflE

Au travers de ces résultagtsous avons pweonfirmerque le LPS indule priming de NLRP3

ule <p *}v 3S]A 8]}v S o[ s uo P o[]Jv(o uu *}u Vv[ *S % * ((

(Tv iuP & o[ *c u o P S o[ 3]A]S o[]v(osgairec}u E>Z

[]v p]&priming» E>ZWi % & o >WA ul]e Pouvd [ 8]A GE E>ZW
o[]Jv(o uu <}u SATP ewldNmEricine

B D] v Al v [uv  (( S o[ £ASE ]S %}0C% Z v}o]-
«priming i E>ZWi § ofv 8]& Sp[ *c u o P

o[Jv(o uu <}u

>}E - VISE 3Su  vipe A}ve A}pop ujv3E E <p 0 3 o (JE
of £SE 15 %}0C%Z ¥ 8] <p% OAFHt]®]E% o []v(o|pri@EngpE o h
de NLRP3 ou petitjouer suE o[ 3]A §]}v E>ZWi § o[ ¢ u 0P o[]v(o
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Figure 20. Chronologie des deux cinétiques ddraitements utilisés lors des

expérimentations.Pour étudier le griming i E>ZWi S 0 $dmEmousi avons
procédéa pv % E SE ] u vd8 ¢ O0O0OHO * % E o[ £SE |8 Alv 1}
minutes. Nous avons ensuite, par ajout dans le milieu de culture, tri@itésellules avec du
LPSurant 5h30 a la concentration de fug/ml; en présence ou absence de BRIRSV. Dans
MV SE}]*] u S udkleWigeficin® § i}usS p *pEV P VS HOSUE (]v
o[]v(o uu aduconcentrations respectivee 5mM et 10uM durant 30minutes (A). Afin

[ Su ] & o[ S8]A §]}v E>ZWi § kv Ao ufu 3 FE 13 o+ O
avec du LPS a la conceatton de 1pg/ml durant 5h30 %o pu]eU % & o[ ASE ]S A
resvératrol durant 30minutes en absence ou présence dBS Les cellules ont ensuite été
SE ]S ¢ % & o[ dW  pv 5mM owssi&aNi§dricine a la concentration de i
durant 30minutes (B). Les analyses par Western Blot, ELISA, PCR ou immunomarquages ont
été réalis@&sa la fin de ces cinétiques.

WIHE Vv}ISE 3Sp U vipe Alve [ }JE A op otpglypBénoligued § pE
de vin sur le oriming» de NLRP3 et de son inflammasome. Pour cela nous avons traité les
cellules selon la premiére cinétique de traitement expobégure20 A. Puis, dans un second

temps, nous avonévaluéo[ (( $ u} po 8 pE H]|¥ESEE]o[ 3S]A 3]}v S o e-
de NLRP3 et de son inflammasome. Pour cette seconde partie, nous avons traité les cellules

selon lasecondecinétique de traitement exposée Figu2e B.

a) Mise en évidence pn effet de RWE sur le griming» de NLRB sur les

Raw264.7

Afin de mettre en évidence un effet de notre extrait de vinlsukpriming» de NLRP3ur les
Raw264.1J v}ipe A}ve pusjo]e HE S]A 8§ uE- o[]Jv(o uu *}u ]J(( @
§ U%-° viue A}ve p3lo]e o dWXEu 3 0[u}d]Aud]}% o[]v(o uu <}u
provoquantun efflux de potassium suite a sa fixation sur son récepteur purinergique P2X7
(Gicquel et al., 2014Pans un second temps nous avons utilisé la Nigéricine. Cetéxute

S puv vS8] ]}S8]<u  <u]U dansdd]mem@EaneSplasmique, va créer des pores et

permettre la fuite degpotassium(Pétrilli et al., 2007)
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(v [ A qw GBA v3pu o (( 8 o[ £SE ]38 Alv  $rimingEdeA E 3 E)
NLRP3nous avons prétraités des macrophagesrins Z AT08X06 % E o[ £SE |8 A
resv@atrol puis «primé» et activéeE>Z Wi E *% 3]A u v3 %o (Fuee AW~ § o[ dW

Expression protéique de NLRP3
RWE/RSV --> LPS --> ATP

A 20,

NLRP3/ BActine

777777777777 LPS (1pg/mi)/

ATP (5mM)

RW E RSV RWE RSV
(ug/ml) uMm (ug/m1) um

B Production d'IL-1
RWE --> LPS --> ATP

2500009
2000004

150000 A

IL-1 W (fold)

100000 A

50000 A

0

Figure 21. Activité du RWE etdu RSV sur le priming » de NLRB par les Raw264.8uite a
une activation par ATRPLesmacrophagefRaw264.7 ont & prétraités, ou non, durant 30min
avecdu RWHE100 pug/ml) puispar du LPS1 pg/ml) puis @mrdel[ d{® mM). Lesprotéines
ont été extraites puis analysées parmunoblotting(A); un dosage  o{lV/Bpar ELISA été
réalisé sur le surnagea(B) Ce résultat est représentatif de trois expérienoeependantes

[ %o @& *» 0 ¢« (E *po0S §enouspouypRydservétlune augmentation de la synthése
protéique de NLRP3 dans les Raw264.7 en présepper SCE ]S u vS H >W"N }lu% E §]
au controle.L « SE ]3 u v3+ % E o pudpard@e J&svératd] @ diminuent pas
Of £% E °**]}v % E}S < printirrg2 \WWlé NLRPB parhle LPSes résultats
confirment ceux obtenu dans la littératu@hang et al., 2015Nous pouvons cependant
identifier sur le dernier pug(A), 30uM de resvératrol LPS ATBn probleme au niveau de

o[]vS ve]S§ o] v [ §]v X ] % psS !'SE oualarévélaod dee %o E}S
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cellesci et engendre un défaut au niveau de la quantification de la bande. Ce point ne doit

IV %0 ¢ ISE % E]e VvV }u%S Ve o[ v 0C- e (E *posS 85X

Le E *pos Se o[ >/ wu}vSE vS puv MPu vS Sllpar led % E} |
U E}%Z P « SE ]S+ % E 0 >W" %pu]e o] dW A% E 3]A v VE } uF
oo}l ] H >WA  Bduitapedfdvte diminution decette sécrétion comparativement au

cellules« primées» et activees

Au travers de ces résultats, neavons pu montrer que le LP$u ]v 0 [nduile priming

de NLRP3% E pVv MPu vs S]}v }Jv VIA u [ AD® @usdé}v %o E}S
préeSE ]S u vS % E o[ £ASE ]S Al \primess et activées, [} %o 4 Rve h( 3

sur le «priming» de NLRPX K@E v}pe A}ve }ved § <p[HV % E SCE ]S u vs %

diminuelaproduction [/%Ematuredans des macrophagesp&imés» et activés

Ces résultatse [ ] v vel parfaitementdansles ressources bibliographiquesntradictoires
sur les macrophages Raw264.En effet, ces cellules sont décrites comme ayant une
déficience de la protéine AOn, Li et al., 2016, Pelegrin, Barrd3otierrez et al., 20080r
ASC est un composant indispensatde 2 o[ 3]A 3]}v -let le di%age de la pro
I.-1 EenIL-1 Ematurevia 0 A}] viv]<pu o[]v(o uulLi}et alE2026) est
vrai quedes macrophages avec une déinte pour ASC présentent un défaut de maturation
des cytokine pro inflammatoires K1 Eet 11-18. (Mariathasan, Newton et al., 2004pans ce
U u} o OOMHO JE V[ *8 % * }%3]u o B{IM@® WBW } E BP ZIVAXS

KE [ USE ¢ %ol 0] S]}ve Jv ]J<u vS celules Ra®G4.1] paudw EPS est un

u} o ] 0 %}uE of Su vaalqwode ecanodiquigXxiang, Chen et al., 2015)

Xiao et coll. ontévélé une augmentation de I'expressides composants de l'inflammasome
NLRP3 dans les cellules RAW 264.7 apres traitement paPaRdlleurscette augmentation

de NLRP3 et la production d'ilt % pus !'SE ]vZ] % E PV % E 20,5 u vS§
Qu et al., 2017)

Afin de pouvoimpositionner notre étude dans le contexte bibliographique actuel, nous avons

] [p&]o]e & pv HEE  E]A U PE [ o[]yBouE G 0 ¢ E cp0od e
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Dans cette partie, nous avons cherchéadider, ou non,les précédents résultats obtenus avec
un «priming» des Raw264.7 par le LPS et une activationo[]Jv (0 uu <} wn &ustr€E
$]A § pE o[]Jv(o uu e NigérieirefPatiill ebal., 2007§Figure 22.

Figure22. Activité du RWE et du RSV sur Iprming » de NLRP3 par les Raw264iite a
une activation para Nigéricine LesRaw264.7 ont été prétraités, ou non, durant®ih avec
du RSV (6AM) ou du RVEE(100pg/ml) puis par du LPS y/ml) puis par de la Nigéricine (10
UM). Les protéines ont été extraites puis analyséesmarunoblotting(A); un dosage o{/>
1Epar ELISA a été réalisé sur le surnageant @B).résultat est représentatif de deux
expériences réalisées de maniére indépendantes.

Cesrésultats nous montrentine augmentation de la synthése protéique de NLRP3 dans les
Z AT0dX6 Vv % E « v enfpwlLBMHgEEMparativement au contréld.out comme
précédemmenty o « SE ]35 u v3e % &t le [egESdFol&semblajtvpasmoduler

Of £% E **]}v %o E}S J<u primihgZeéV activatiddh de INLRP3 par le LPS et la
Nigéricine.

Les résultats de o[ >/ v u}vSE vSt despdifférefts traitements asence

[ pPu vs8 S]}v-1E%[(& pv SCE |]S u vs >WAIE]P § oV [ (( S

[H

of £ASE ]S %}0C% Z v}o]«u Alv § v8 ¢ po <p[ v % E SE ]3 u v3$
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(Jv [Jvd E%E 8§ E H u] pE 0 » E *pos 3¢ } 8§ vue ve 0 ¢ Z Al0
formulons deux hypothése X *}]8 0 S& ]S u vS % E o E]JP E] ]Jv V][ *S %o *
o[]Jv(o uu <}u ve 0 ¢ }v ]8]}ve p %o E}Spit}m défifence ddo a
protéine ASC dans les Raw264.7 impligue ( 4 S o[ *c u® (0o uu *}u C v§
pourfinalité une absence de variationsde2 %, E} p S$1 Ewatire>Lin et al., 2016)

Afin de soutenir les résultats précédemment obtenus, nous avons cherché a montrer un effet
o[ £SE 13 %}0C% Z Vv}®kppming» AJvoplME0 uu wipuo[ A% E ]}V
génique deNLRP3, HL £caspasel et ASQFigue 23).

Figure23. Effet de RWE et dRSVo [ A& % EénruevdeNLRP3, HL £ caspasel et ASC
par les Raw264.7 apres e «priming» par le LPS et activation par la Nigéricinees
Raw264.7 ont été prétraités, ou non, durant 80n avec du RSV (M) ou du RWEL00
pg/ml) puis par du LPS (y/ml) puis par de la Nigéricine (1M1). LesARNmont éteé extraits
puis nous avos réalise une RTW ZX ¢ }vv ¢ (E suos v3 [uv répk¥s. E] v A

> ¢ (E *posS S } S vue u}vSE vS pv  pPu VvVALIRPYS i/ E ]}V
un traitement LPS/Nigomparativement auxnacrophagesantréleset independemment de
la présenceou non de RWE et RSW <u] }v E&v o A % E -<-+dgspabely]«p 0

elle semble augmentédans defRaw264.7 traité par LPS/Nig comparativenteau contréle.
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Néanmoindorsque les Raw264.7 sont prétraité %o E o[ £SE |3 Alv apt 0 E <A
[!8 Eprimés» et activés il semblerait qude niveau d A %o (E -« ¢ ] Joaspasel soit
similaire a celui de macrophages controleblous pouvonggalement constater sur cette

figure, la trés faible expression de ASC dans les Raw264.7

>[ ve u o e E *p0S S *uPP E vS <pu o[ ASE ]S %}0C% Z v}o
% * A} E [ ((pEmingEdeoNLRP3lans les Raw264.Brsque céui-ci est utilisé en

amont du «primingi % €& o >W~* § oinfladasomeao @l % E o[ dW §
NigéricineCependantilfas § V]E& }u%o$ e E *posS 8¢ ujvsE v o « & §
génique o[B>i 88 % E} p $]1Pwpeuf/étre due ao[ S]A 8]}v [pv uSE
inflammasome tel queNLRP1, IPAHce Proteasé\ctivating Factor et AIM2 (absent in

melanoma 2 (Schroder & Tschopp, 2010)

by D]+ v A] v [uv  (( 8 Zt uE o #adAsled}v E >
Raw264.7

d}pus }luu % }uE of Ejtpolyphéroldie de vin sur lepriming» de NLRP3ous

A}ve pslo]e u/AE  Sihfandmpg@me différgnts afin de mettre en évidence un

(( 3 VISE ASE ]S Alv suE o[ S8]A 3]}v E>ZWi § *}v
dansunpremigdE § u% -+ HusS]o]le o[ dW %op]e ve pv o }v U o E]JP E] ]v

(Jv [ Aop E o %}3 vs3] o Juupviu} po 8 pn@E o[ £SE ]5 A
o[ 3]A 3]}v E>ZWi § o[ *« u o P, nous foii® prétraites des
macrophages murins Raw264.7 par LPS avant d&es traiter par o ktrait de vin ou le
resvératrol. Lesellules ont ensuite éteSE ]S < % & o FtiddaVNLRP3 prtocole
décritfigure 20 (B) (Figure 2).
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Figure24. 3]A]8 p Zt § W Z"s <u@E o[ S3]A 3]}v EsufdMi ve 0 o
une activationpar o[ dlMWsmacrophages murins Raw264.7 @té traités par (ug/ml) de
LRSdurant 5h30 puispar RWE (10Qg/ml) ou RSV (6@M) durant 30minutes puis par 5nM
[ dW p @ mif Les protéines ont été extraites puis analyséesipanunoblotting(A);
un dosage o{lVBpar ELISA a été réalisé sur le surnageanO@)esulht est représentatif
de trois expériences réalisées de maniére indépendantes.

Comme montré dans la figure 24, uwpouvons observer une augmentation de la synthése
%o E}S < E>ZWi Ve 0+ Z AT08X0 Vv % E v ATP[uv SE
comparativement ¢ }vSE<€o0 X %oOpHeU 0 » SCE ]S U vSe % E o £SE ]S
semblent globalement diminuer o[ £ % & *¢]}v % E}S Jdgs Raw2@&A>apvés
« priming» de NLRP3 par le L&tS&ctivation par ATRI est important de noter que 1008g/ml

[ £SE& ]S Alv Jv pl8 pv Qu]vuS BV E &k]}V % E}S Jcu E>ZW

Raw264.7 rimées» et activées.

> e (E *p0S S- o[ >/ u}vSE vS pv MPu vsS slEpar leso %o E}
U E}%Z P ¢« SE ]S ¢ % & o aratWém#npdu corjtralalorsiquée [ £SE ]S

Alv E}pP ¢} ] pn >WA 3§ o[ dW e 38]% dp\cette] sdorgtidn } v
comparativement aux cellulesptrimées» et activees.

Ces résultats semblent}v v J<p & <p o[ £SE |5 demdopulerd][ A &]}v
o[]Jv(o uu *}u Vv u} po v 0 *CVvSZ ¢ % E}S ]J«udecylOkireWi S o
pro inflammatoire IMEX (]Jv [ ((Jv E « E epcEsaliét p)s W)ve o[ £SE
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Alv u} uo E of ** u o P o[]v(o uu *}u X W}luE O V}u
Juupviu E<«p P MAE % E}S P}v]esS o o:[JuRB3 euASEiIgur& > Z Wi
25).

Figure25. Effet de RWE*uE o[ ** u ooP]v(o uu <}u $uteZdliie activation
par o[ dMskhacrophages murins Raw264.7, ensemencés sutataslles, ont été traités
par 1ug/ml de LPS duranti80 puis parl00 pg/ml RWElurant 30 minutes, puis par $nM

[ dW & midutes. N = absence de traitement, 0 et 108 traitement par RWE aux
concentrations respectives de 0 et 100 ug/oés lamelles sont récupérées, marquées puis
} e« EA o pu] E}e }% A ps]o]e-gdpdissement x%0} s protdine NLRP3
a été immunomarqué en vert et la protéine ASC en rouge tandis que les noyadété
marquéspar du Dapi en bleu. Le merge représente la superposition des trois canaux. Les
témoins sans anticorps primaires aNLRP3t anti-ASC ont été réalisés. Ce résultat est
représentatif de deux expériences indépendantes.

Elue %}pA}ve } o EA E pv  pPu vs §]}v o[]vs ve]3 (O} E -
Ve 0 ¢« Z AT0OBXO VvV % E * v [Hv § @EPS0ATRPMparativVérhent Al

contrBle(NONX 88 JvS ve]S e« u o !SE Ju]lJvpe % E pv SE ]85 u vs

les Raw264.7 traité au LPS/AIRPS 100 ATPDe plus nous pouvons observer une forte

colocalisation de ASC et de NLRIBBs les Raw264.7 ttaes par LPS/ATP mise en évidence

par la couleur jaun€LPS 0 ATRDr cette colocalisation est drastiquement amoindrie dés lors

g * O0O0OMO * *}vS ZdiaitPpolyplancligue fle vilLPS 100 ATP)
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Ces résultats montrent qudans des Raw264«primés» paE o >W~" § S]A o % E
of £SE 15 %}0C%Z v}o]«u Alv 8 % o u} uo & o[ S3]A
diminuant (1) la synthése protéique de NLRP@) la production de cytokines pro
inflammatoire IE1 E (3) la colocalisatio de NLRP3 et de ASC.

Dans cette partie, nous avons cherché A oy E 0 % }3 v3] o Juupviu} po 8 pu@E
Alv. § B E A E SE}o *uE o[ 3]A 3]}v nflammasehigFiguod *+ u o F

26). Nous avons dans un premier tempprimé » des macrophages murins Raw264.7 par du

>SWH™ %] (]S pv SE& ]S u vs * OOHO * % E o[ ASE ]S Alv ]

traité les cellules par la Nigéricirdans le bis [3]A & o[]v(o La indtigus de

traitement est précisémentlécrite dans la figur20 (B)

A

Figure26. $]A]8 p Zt & W Z”s <pu@E o[ 3]A 3JRaw264EAuEaNi Ve O
une activation par la Nigéricine.Lesmacrophages murins Raw264.7 ont été traitpar

(1pg/ml) de LPS duranhB0 puis par RWE2B, 50 etl00pug/ml) ou RSV30 et60 uM) durant

30 minutes, puis par 1M de Nigéricine durant 3tinutes.Les protéines ont été extraites

puis analysées par WB (A)n dosage o4lV/Bpar ELISA a été réalisé sur le surnageant (B).

Ce résultat est représentatif de trois expériences réalisées de maniére indépendantes.
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Nous pouvons observer une augmentation ldesynthese protéique de NLRP3 dans les

Z AT0dX6 Vv % E « v [ L LBEANIpSricing derD % par rapport au contréle.

LesSE ]S u v8e % & o[ £SE |8 Adiminjuentéo [ ZE Go GEE » = A} VERSTERD | <

NLRP3 des Raw264.7 aprgsrikning » de NLRP3 par le LPS et activation par la Nigéricine. Il

est important de noter que 10(RPluo [ £ASE ]S Alv Jv pul8 u% dejulvpd]iv

Of A% E **]}Vv %o E}S < E > Z Wiimée» et actédsi0 d X 6 h

Commeprécédemmentans lafigue 23U o0 ¢« (E epos S o[ >/ v 8desSE vS %o

différents traitementse uE 0 <u v-E ESécrdtée (1) a « v [ HPu v8 S]HE of/>

par un traitement LPS/Ni®) <« v [ (( S [pv SCE ]S u vSs o[ £ASE ]S %o}0

vinsur les Raw264 «primés» et activés

Nousavonsalors Z E Z u}vs® & pv (( 8 of ASE ]S %}0C % Z v}o]«
o[]Jv(o uuvwdw|[ A% E <<]}v P v]<«ulE capaseINet ASCHFigure 27
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Figure27. Effet de RWE et du resvératralur o [ A %o Ggengujevde NLRP3,-ILE caspase

1 et ASC par les Raw264.7 apres lewrining » par le LB et activation par la Nigéricine.
Lesmacrophages murins Raw264.7 ont été traités pgudiml) de LPS duranth30 puis par
RWE (10Qug/ml) ou RSV (6@M) durant 30minutes, puis par 1M de Nigéricine durant 30
minutes. >[ ZEu <8 ASE ]S uissnous ayoos fédlicé une-BPCR. Ces données
& -+poS vanidueexpériencecomprenant2 réplicats.

Les résultatpréliminairesu}vS & vS pv  pPu vsS §]}v géendqueEobli(RP#¢t]}v
bfl £ par un traitement LPS/Nig comparativement aux macrophages contréles.
% v vS 8§88 dPu vS S]}vv e U0 % ¢ !SE Ju%k S % E UV %
de vin pour le gendlLRP&lors qu o[ A& %0 E dbk-1}Aest dimihuée de plus de 9% dans
des Raw264.7 grimés» et activésEn ce qui concernke genede lacaspasel, aucun des
traitements ne semble impacter son expressiens des Raw264. Sur cette figure, ous

pouvonsde nouvealconstaterla trés faible expression de ASC dans les Raw264.7

>[ ve u o e }vv ¢« E 4 ]Joo] e+ }v Ev vS of (( s o] £ASE ]S %
o[ 3]A §]}v o[]Jv(o uu *}u E>ZWIi Jv J<p <u[]Jo 8§ % 0O u
o[]v(o uu *}u Vv JOJVAE %SE -<°]}vdesdNERR8gdnrgles Ra264.7« primés»
par le LPS et activés pdr Id W g MNigéricine. Néanmoins nous avons observé une différence
*UE 0 % E} {1 Een¥enctdrrdes deux activateurs utils@TP ou NigéricinelDe plus
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0 ¢ (E *puosS S suE o A % E -dl-1EePdevlipcgaspastbne Zamblent pas en

accord avec le reste.

Ces résultats et dedonnées bibliographiqueactuellesu}vs & vS ] v <u 0 %}]vS o[ S|
o[]v(o uu «}u E>ZWi ve 0 * U260E7%t ZoRplex@ [Ae3 %o }uE<pu}] vipe
avons déddé de poursuivre o[ v oC- immyKododulateur de notre extrait
polyphénoliquede vin e E o[]v(0 uu e} uwur HreZWie lignée de macrophages

murins: les cellulegd774A.1Afin de mieux illustrer nos propasous avons réalisé un Western

BloS }u% E vS o[ A% E ++]}v %tde ASdanps les deux Aghées (Figure .28

Figure28. E]JA H [ £ % E **]}v % E}S Jcpu 0 N8 E>ZWIi Ve
Jr74A.1.Les cellules Raw264.7 et J774A.1 ont été traitéa par du LPS (fig/ml) puis les
protéinesont été extraites et analysées par Western Blot.

Cette analyse nous montmgue les deux lignées Raw264.7 et J774pvdsentent un niveau
0 o[ gBrp@éique de NLRP3 similaibe % v v3 0 V]A g [ A% E e+]}v
est moindre dans les Raw264.7, méme apres un priming actBarativement celui tes
000 XiX ¢ @E&vV] E * U0 VS 0}E®* %OU*s %% E}%R E] * o S
C)Mi v A] v [uv  (( S Z primipg®E de NURPB8ansles
J774A.1

Afin de mettre en évidence un effet de notre extrait de vin sur peiriing» de NLRP3 sur les

J74A.1, nous avons traité les cellules selon la cinétique décrite f@a) (Figure D).
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Figure29. Activité du RWE et du RSV sur Iprkming » de NLRP3 dans les J774ALite a

une activationpar la Nigéricine.LesJ74A.1lont été prétraités, ou non, durant 3@nin avec

du RWE100ug/ml) ou du RSV (64M) puis par du LPS (y/ml) et enfin par de la Nigéricine
(10uM). Les protéines ont été extraites puis analyséedmpanunoblotting(A); un dosageale

o F1Epar ELISA été réalisé sur le surnageant (B). Ce résultat est représentatif de deux
expériences réalisées de maniére indépendantes.

Nous pouvons observerunguPu v§ S]}v o[ gEdwiGuede]NLRP& de AS@ans

les J774A1 v %o E < Vv [Mv SE JESNigwempgaratrement au controle.Le
traitement % E o[ ASE ]S Alv « u o Julvp E o] E&dE AT}V % E}
dans les J774Adprés «priming» de NLRP3 par le LPS et activatiorip&ligéricinelors que

le Resvératrohediminue queo|[ A % E <]}V E>ZWiX

> ¢ (E cpn0S Se o[ >/ u}vSE& vS v HPu vs dlEypar leso %o E}
macrophages traités par le UR®) comparativement au contréleL][ £S&E ]S Alv E}pF

Julvpu §§ pPu v&il&Enduite[gar le traitement.PS/Nig

Ces résultats semblent domontrer <p o[ /&£ §E ,]®ut coline le resvératrolest
capable demoduler le «priming» o[]v(o uu et}son activationen diminuant la
synthese protéique de NLRRt la production JL-1 EX (]v [ ((dvés@tats, nous avons
zZ E 2 A opu E of ((8 o] £SE 15 %o}o Condings} odlx A
o[]v(o uu viaw|[ £ % E <*]}v P v]<ulE capaseiNei BSCXFigure BO
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Figure30. A op §]}v o[ (( 8 Zt § p E primit»JENORPHEN® h

les J774A.Via o[ A %o ®géntdyerdeNLRP3, HL £ caspasel et ASCLesmacrophages

murins J774A.1 ont été prétraités par RWE (i@g0dml) ou RSV (6AM) durant 30minutes,

puis par 1ug/ml de LPS duranti80 et enfin par 10uM de Nigéricine durant 3thinutescf

figure20AX >[ ZEu 8 /AESE ]S <+ 00HO * % ph]*qgRGRCesAIveeE o]
& eposS v3 [pv /£ %oe (B¢ fuis avEc Paplieats.

Au travers dees résultats vipe v %o }pA}ve }v OHE *uE PV <u 0 }vep §]/
de vin et du resvératrol sur leptiming i E>ZWi p (]88 <u[ p pv[ AE®IESIPVIV O
génique deNLRP3v[ ¢ } « EA X > ¢« (E +uos 8¢} § vue ve 383 (JPUE
<[V ¢ po (}]*U o HE Vv oCe v ¢]8 0* E % S E (]v %o } |

L[ ve u oesrésultatsobtenus sur J774Ademblent donc indiquek p o[ £SE ]88 Alv
capable demodulerle «priming» o[]Jv(o uu e}iminwant(l)la synthése protéique
de NLRB et (2) la production de cytokirgro inflammatoire ILL E

Ve uv ¢ v % ES] o[ S o [ ] vdamsles JYY4A.1Erorid\avons
évalueo|[ (( § of ESE 13 % }0GCHEZ o} pBJA D[ uu s}u E>ZWiX
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d D] v A] v [uv  (( 8 Zt *pE o[ 38]A 3]}v § o]
IfT]Jv(o uu «}u E>ZW7i ve 0 ¢ :0060 Xi

(Iv. [ Aop @ [ (ESE |8 %}0C% ZeuiB]lof S]AAR]}V o[]v(o uu -
E>ZWi vipge Al}lve % E} o[ Sp P s]dgqucet inflaten@Bgasnd (Figlr s
31).

Figure31X A op 3]}v o[ (( 8 Zt 3 pH E A E $E}o *uE o[ 3]A
NLRP3 dans les J774Aib o[ A %o (géntdyer deNLRP3, L1 £ caspasel et ASClLes
macrophages murins J774A.1 ont été traités pauglml de LPS duranth80 puis par RWE
(100 pg/ml) ou RSV (6AM) durant 30minutes, et enfin par 1M de Nigéricine durant 30
minutescffigure20BX >[ ZEu 3 /A § @E&s]Buis nous awporéalisé une-dPCR.

e }vv ¢ (E eposS vsS [uv /AHenedo]s avec Eplicals.

Ces résultats semblent mettre enA] v VRY; pMPu vs S]}v odnidgbiéde <]} v
E>ZWi S-E o> ¢ :060 i Vv % E -eitement pu LPSAHIg comparativement
H JVEEE€o0 X % opneU 0 SE ]5 uvs % E o[ £ASE |8 Alv » u o

génique deNLRP3de I[ £+ £t deASGlans les J774A.1 apreprming» de NLRP3 par le LPS
et activation par la Nigeéricing e Ju]vusS]}ve e}vSde 7%} @O UEet 50%
respectivementpour NLRP3I[ 2 Eet ASC. Néanmans le esveératrol sembleavoir une
activité moins importante avec urgiminution de 55%de o[ A %. e NLRR&t de 25%
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%0 } U (EL Bt 45 % pou ASC.Cependantaucun effet n[ S S Ssup le niveau

[ A% E <+]}v P vaspasd op *}]1S % E o >W"IE]JPU o[ ASE |
resvératrol ouencore la combinaison des deux traitements. Ces résultef C pasété
reproduit, il esters vS] 0 E ]S E & o[ A% E] v (1v }v opE -pG
vin.

(Jv [ %% E}(}v JE 0+ E *posd 8¢ } 3 vue % E uu v3U viue A

Al v o[ e« u o0 P o[Jv(o uu «}u E>ZWi v Juupviu E«p

protagonises de cet inflammasome (Figug2.

E}ue %}uA}lve } o EA E pv  pPu vs §]}v o[]vs ve]8 (ou}E -
000 Xi VvV %@E Vv [uv SCE ]S u vs pu >WANIE]JP ] ]Jv  }u% & §]
intensité est fortement diminuée paruntjd u v$§ ol £ASE& ]S Alv ve 0 ¢ :06
au LPS/Nig. Il en est de méme pour le resvératrol avec un effet moindre. Ces résultats

}JV(]JEuUu vS pAE } S vue *uE& o[ A% E <]}V e PveX % v vsL

il est difficile de corlare sur une colocalisation de ASC et NLRP3 dans ces cellules.

>[ ve u O e« (E *pod 8¢ euyPP E <<y o[ £SE ]5 Alv <« u o
o[ 3]A §]}v o[]v(o uu «}u E>ZWi ~ie v Julvu v8 o[ £% E <]}
NLRP3, (2) endimip v3 o V]A p [ £ % E A3t (B) enjdiminuant le niveau

[ £% E *<]}v PIMBEAS © %E} g 3]}vX E vul}]veU vipe v[ A}ve %o}
diminution de la caspasg en ARN et de colocalisation entre NLRP3 et ASC. Ces deux derniéres
constatations pourraient nous faire penser que la diminution de productipA2 Epourrait

étre due a un autre %o E} eepue Jv(o uu S}]E MSE <«<p o 3]JA 3]}v 8
o[]v(o uu «}u E>ZW7i wve 0 ¢ :660 XiX
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Figure32. (( S Zt euE& O *c u o0 P o[]v(o uu s}u E>ZWi % E n
Nigéricine Lesmacrghages murind774A.1ensemenceés sur des lamelles, ont g&tés par

1pg/mide LPS durantt®30 puis par RWE (1Q8y/ml) ou RSV (60M) durant 30minutes, puis

par laNigéricing(10uM) durant 30minutes.N =absence de traitement, 0 et 180traitement

par RWE aux concentrations respectives de 0 et 100 pd/ed.lamelles sont récupérées,

U <y o %p]e } o EA ¢ pu] E}e }% A pslo]e 3]1}v o[ % }d}u
protéine NLRP3 a été immunomarauén vert et la protéine ASC en rouge tandig les

noyauxont été marquégar du Dapi en bleu. Le merge représente la superposition des trois
canaux. Les témoins sans anticorps primaires-ldhiRP3 et arhSC ont été réalisés. Ce

résultat est représentatif de deux expériences indépendantes.

Page |100



CONCLUSIONS,
DISCU3ON,
PERSPECTIVES

Page |101



Les cellules et les médiateurs du systeme immunitaire interagissent entrereisxmant un

E « p Cv ulcp Ve 0O uMS [ e*uE & O[}EP v]eu pv % E}S
pathogénes, tout en maintenara kolérance visx-vis du « soi»E  vu}]veU 0} Ees<u[puv 0 ]
arrive a échapper a la surveillance du systeme immunitaieederniermet en place une

réponse qui peut devenir favorable a cette Iésion.

Actuellement, un quart des cancers a travers le mores# associé a un processus

inflammatoire (Coussens & Werb, 2002, Hussain & Harris, 207 effet, lors du processus

v E&}P v e U of[]v(o uu S]J}v % Eu S 0o u]j-e V. %00 [Hv
favorableaud A 0} %0 %0 u V3§ 0 SpuU HEU % ES] % o[ VP]IP v « (
e U § e ee SEA Ee 0[}EP v]eu § ] § 0]JE e+ u V]eu e

limitent la réponse immunitaire dirigée contre la tumeur.

[ S }v Ve 0 [UWVE % E A v3]}v % EJu |E o[ Javbas eétwd@]}v <u v
o[Ju%e S [pv ASE ]S %}0C% Z Vv}o]<u Alv Eyiwe ) leE ~ie o
croissance tumoraleén vivg (3) sur un effecteur cellulaire de la réponse immunitaire
adaptative, le lymphocyte Thelper 17 mais également (4) sur un autre acteur de la réponse
immunitaire, le macrophage$ %copes % E3] po] & u vs o[ 3]A 3]}v o[]v(c
Par le biais de cette étude, nous cherchons a montrer si une consommation de eirenich
% }0C%Z v}oe % p3 3S]JA E o E %}ve Juupv]d3 JE e+ v3] 00

de maladies inflammatoires et plus particulierement du cancer colorectal.

Ve 0 % E u] & % ES] @jakig la capacité dglghate des polypbéndu
vin rouge a inhiber la prolifération des cellules de cancer colihy@es traitement de
différentes lignées de cancers colique musif€T26, MC38) et humaigéHCT116, SW620)
% E o[ £ASE |5 %}0C%Z v}io]«u Alv E}usererugdminifor S}ps |
de laviabilité cellulaire(Figurell). W G o <p]8 vipe Alve E Z E Z % E <u o
de vin induit la diminution de lgiabilité cellulaire. Nousvonsalorspu mettre en évidence
une augmentation de la mort cellulaidans les quatre lignées de cancer colorectal et plus
particulierement la mar cellulaire parapoptose(Figue 12 et 13). Ces résultats confirment

ceux déja décrit dans latérature (Mazué et al., 2014)

Néanmoins il sembtait P o u vS§ «<ptraibfle vin induisede la mort cellulaire par

nécrose ou apoptose tardiv@igure 2)X [ HSE ¢ v 0Ce* ¢« S 00 ¢ <h O U]* V
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la caspase 3 par western blot ou un marquage au Bleu Trypan des cellules nous permettraient

de consolider ces rédals.

>[ £SE 8§ Alv % E + v3 v3 pin vitro3hdupSavoris évahicson potentiel
anti-tumoralin viva Aprés supplémentation du régime alimentaire de souris Balb/c porteuses
detumeurssous uS v ¢ [}E]JP]v }o]<n %ohé&BRolm{ieeSR, NaiistaviooPb

}veS § E «<p o ASE ]S Alv ]Jv p]8 pv E o v3]e¢Figured). o E}]
Cesrésultatssont en accord avec og décrits dans ldlittérature (Walter, EtienneSelloum et
al., 2010)

(1v § «§ & o (( 8 V}ISE /[E 3 E dsscancédgengseplyswprache de
celu] o [, } unous pourrions établir un modele dancérogénéseolique chimiqguement
Jv u]8 % @& o[ I}&ECu 8Z v X v (( 8 0 ¢ Suu pE+ p }o}v ]Jv pnls
le rat partagent de nombreuses caractéristiques similaire a cellasaeurs du colon humain
telles que la mutation sur-KE « &caténine~ +<ZA}} U ~plp] 8 oXU is66uU W E
2011) De plus, ila déja été montré quele resvératrol est capable desupprimer la
carcinogenese du &dn induite chez le rat par le DMH (un inducteur chimique de

v E}P v e o (u]oo o[ 1}£Cu 8Z v « ESengbttuvelpny E v«
Viswanathan et al., 2006)

Au travers de ces travapx }pue A vive [ A ou E o % ]%5 Po} o * %o0}o0(
rouge a inhiber larolifération de cellules de cancer coligumevitroet in viva Cependant nous

ignorons sur qués) acteur(s)et mécanisme(sile la cancé}P v « o[ £SE ]30r Alv P]
[[Jv(o uu 8]}v § v8 upv (}ES pouslgdérelopp@njentide tumeur, n@INOUS
sommesintéressé a deux acteurs du processuglammatoire: le lymphocyte Thl7 et le
macrophage. Dankes deux derniéreparties de ce travajlnousavons étudieccomment les

% }0C%Z v}oe pn A]v % pA v3 @Emégi¢emardd pvaductimdes]pstances
pro-inflammatoires produites par les cellules immunitairéeh17 ou via la formation de

o[]v(o uu <}u papl&Wwhacrophages

Nous nous sommes|vs (E e o ol (( § Juupv}iu} po s p&E o] £ASE ]
lymphocyte Th17. Ce sous gype lymphocyte TCD4 est caractérisé par sa capacité a produire
e CS}I]v ¢ S 00-17AIEL7H[ 21 et 1122, K (E -Dr[dst connu pour son role pfro
tumoral dans le cancer du célgiwu, Wu et al., 2013)Cettecytokine pro inflammatoire
Al v§ o0}Ee« o ] o VISE ASE ]3 Alv (Jv [ A opu E o
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Juupv]3 JE § [v (]JE pv ] o 3Z E %e codlle fdaPsézedmion P ] v

des maladies inflammatoires.

Nous avons montr % }H@E 0 % E u] E (}]* <u o[ A ZEdipdinuer lA]v 3
production d[ ~27 par ulymphocyteTh17in vitro(Figure 1%, cette diminutionétantcorrélée
aladiminution o[ A& %0 & <]} Vil-B7TA )3 Ll{L7F(Figure 18. %0 0 W » ait[dedwia E

Jul]vp o £% E ¢*]}v % E}S ]J<u e J(( & vSe ( S pE- sa
différenciation du lymphocyte Th1RorJdt et STAT3 (Figure/lL

Au travers des travaux de cette deuxieme partieus avons pu mettre en évidence effet
immunomodulateur des molécules polyphénoliquds notre extrait de vin rouge. En effet,
celukci est capable de réguler négativement le programme de différenciation du lymphocyte
Th17 en ayant une action sur la synthése ribonucléique, protéique et molécuéae sous

type lymphocytaireex vivo

Il serait donc intéressant de voirigivivoU o[ A£SE ]S Alv 3 % O u} po
immunitaire au sein de la tumeuPRlus particulierement [ Sp ] € o[]Jv(]JoSE § v dZic¢

tumeur et de mesureleurcap ]S %0 (E} M. o[/>

Par ailleurs lors du programme de différenciation Thlla phosphorylation de STAT3

Jve uS]A o (]4A& -6]3wr son ofcepteurest finement régulée par SOCS3
(Suppressor of cytokine signaling Bn effet SOCS3 emg la phosphorylation de STAT3 en
entrant en compétition avec JAKEZhen, Laurence et al., 2006)[uv uSE €3JU WW Z
(Peroxisome Proliferator Activated Recepiise fixe sur le promoteur de SOGSactive son
expression dans les Th1l7 conduisant a une diminution de la phosphorylation STAT3, de

o[ £% E <]}V in finé&a dimiBution de la sécrétion ¢’ll7 (Berger, Végran et al.,
2013)X KE Jo [ A E «u o @ttivilledEda PPP&Ianssdes\cellules de cancer
colorectal (Aires, Brassart et al., 201#)ais égalementlans les macrophages murifSe,
Zhang et al., 2007))o « E ]S }v ]JvS E ¢+« vS [ Spu ] & of (( 3 o[ £SE
vin. v 8§ v3 «pu[ S8]A 3 p@ et régvisteur de o[ 3]A 3]}v g % EI}PE u
transcrptionnel des Th17 indépendammede la voie deSIRT1.

Elue A vive U}JVESE E <pu o ESE 13 %}0C%Z v}io]«p Alv E}u
production dela cytokine proinflammatoirell-i6 X Y eptyo  -DE/ >
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Nous avonglors St ] Oo[Ju% 3 * %}0C%Z vioe p Alv epE va E p 3]}
o (}&uU 8]}v o[]Jv(o uu *}u E>ZWiX WoHue % ES] po] E u vsU
% }0C%Z v}oe Hn Alv % A v3 ]Ju]veri@kioel Ean@ipuéesdans lef]v s

processus inflammatoires du microenvironnement tumoral.

La réponse immunitaire innée constitue la premiere ligne de @éfe O[}EP v]eu A]e A
despathogenes Parmi les effecteurs cellulairgaterviennent les macropages qui initient la
réponse des cellules T. De par leur statut de cellules résidantes dans les tissus, les

macrophages vont répondre rapidement aux signaux de stress.

L'inflammasome est un complexe multiprotéique responsable dendduration et de la
production dIL-1 Eet d'IL-18 mature (Rathinam, Vanaja et al., 2012, Yu & Finlay, 2008)
complexe incluant NLRP3, ASC et la caspas localisé dans le cytogblamkanfi, 2011t
sa biologie a été largement étudiée dans les macrophagear notre étude nous avons

travaillé sur deutignées de macrophages murinies cellubs Raw2647 et les J774A.1.

dius [ }C&E Ve 0 ¢, BoUSTavdXsOpu mettre en évidence une absence de
CS}S}A] ]S of £3E ]38 %}0C%Z v}o]cu 8). Riig nowsEavons 00O
confirméque leLPS induit le priming» des macrophags (Figuré.9) (Chang et al., 2015, Pan,

Shen et al., 2016, Xiao et al., 20K7)E}ues A}ve vep]s Alpuop « A}]JE ] o[ £SE
le «priming i E>ZWi }p puE o[ 3]A 8]}v 8 o ¢§0fieu 3]}v o[]Jv(o uu

v Ev v8 o (( 8 o[ /& 3@irhig i UAVY pep @ } os plsAlg répression de
@kpression E>ZWi ol £3E ]38 phiingudtactivatpn A o[ dW ~&]PuE
21) mais nous observonme tres légere diminution @cla Nigéricine (Figure 22Cependant
cette diminution deNLRP3 ne se retrouve pas ARNm (Figure 23Pe plws, nous avons mis

v Al v pv A E] 3]}v o-lBmat@Ees v d[>3]A 3]}v % & o[ dW
21). Cependant nous ne retrouvopss cette variation de sécrétion aved\ayéricine comme
activateur(Figure 2) X abgence A E] §]}v o[ A& %o E -«-°}}Ecehfivie ge o[/>

dernier résultat (Figure 33

e« E *pod 3« JVSE ] 3}]E de2 prandes variation8e résultatsobservées
dans la littératureEn effet ces cellules sont décritgar certainccomme ayant une déficience
%o }UE O A% E <]}V (ln blE PO1Hy Pelegrin et al., 2008r ASC est la

protéine adaptatrice qui permet la liaison avec ses partenaires NLRP3 et la casgtamasi
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o (}&uU S]}v o[]v(o uu }u X A S }v Jolivhg&ode dapro- %o U E
capspasel et de lgoro-IL-1 Eencaspasel active etl-1 Emature(Lin et al., 2016, Mariathasan
et al., 2004)

Nous avonglorsmontré que les Raw264grésentent unfaible taux [ A& % E fFGvla
fois par PCR epar Western Blot (Fige 23, 27 et 28 ; néanmoins nous arrivons a détecter

son expression par immunofluorescence (Figuse 2

Par ailleurs dans la bibliograietVerhoef et coll. ont mis en évidence un défaut au niveau des
voies de signalisations liées au récepteur purinargi2X7 nécessaire a la formation de
o[]v(o uu <}u § p o]A P -1dams les Rawa64.(Werhoef, Kertesy et al.,
2005) De plus, Antonopoulos et coll. ont pu mettre en évidence une suppression compléte de
0 % E} p S1Evar désmacrophagesssus demoelle osseuse dsouris déficientes pour

ASJAntonopoulos, El Sanadi et al., 2013)

KE [ USE ¢ %ol 0] S]}ve Jv J<u vS celules Ra2@4.] paudw EPS est un

u} o ] o0 %}uE o Su ationva]dwvoie canoniqué¢Xiang et al., 26). Xiao et

coll. ontrévélé une augmentation de I'expression des composants de l'inflammasome NLRP3
dans les cellules RAW 264.7 aprés traitement par LPS. Cependant, cette augmentation de
NLAP3 et la production d'lit % ps !'SE ]vZ] % E UV % E S(Eadsetu vSs o]
al.,,2017) [ uSE& ¢ PSS PHE-U u}vsSE vs «wigeWZ estcapalde de Jdiminuer

la productiond'lL-it § -18 dans les macrophages Raw264gfimés » et activé. Cette

diminution est due a la diminution de I'expression de la protéine NLRP3 et de l'inhibition de
l'adaptateur ASC et de la caspdlsg€Xiang et al., 2015)

Dans le cadre de notre étude,[ <« v A E] §]}ve O £% E **]}Vv %o E}S ]«
NLRP3 dans leRaw264.7 rimés» et activés et prétraitétspa®& o[ A£ASE ]S AlvU
suggérons<pt o[ /ESE |3 %}0C % Z v}o]<% + [A]SUIGE}qpRmMingd de

o[]v(o uu <}u E¥YIZW X ] e}Jv (( 8§ spE o 38]A 8]}v & of e-
o[]v(o uu <}u E>ZWi

Afin de mettre en évidence un effetso [ $]A $]}v o[]Jv(o uu <}u ol £ASE& ]8
avons traité les cellules avec cetiliapres les avoir primées» au LPS. Nous observons alors
uv  (}ES Jul]vpus]tv O £% E ]}V %o E}S}H]S U%o } 1 E >Z[WAIWc |} p

Nigéricine (Figurefet 26). Cependant ces variations ne sont pas retrouvées en ARNm (Figure
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27). Comme % }pE o[ Srimingid o <« E S]Ewmatlre>apres traitement a

o[ £ASE ]8 Alv A E] A o] 8]A33}v Yo @GE[odod W ~A&]E ) o ie
Nigéricine (Figure®. 3§s ]J(( & v E *p0S S %}UEE ]S [ A% 0]<n E
o E]JP E] ]Jv V[ BN ov& Whoe Puo o ulu uv] E X v ((8U o[ dw
récepteur purinergique P2X5 tandis de la nigéricine créée des pores dans la membrane

plasmique.

De plusde u v] & Stvv vS U o[ A % E --+]FestFHondmant dimiajiéeen

présenc [pv SE ]3 u v3 % E o[ A&FEi@EngsS et avAitactbéatidn (Figure 27

W & oo o uvsSU o[Juupviu E<pu P vVv}ipe UulvSE UV Julvus]tv
E>ZWil ~ v % E s+ v [UV 8CE ]85 u v % E o[ A£SE Jation AJv %
(Figure B).

>[ ve u o e E *pod 8¢« e u o0 }JVA V]E [puv (( 8 ol £ASE ]85 %o]
*UE o[ 3]A 38]}v S o[ e uo0P o [ ] wabmoing, 3ijom cdbsided gXe Ies
Raw264.7% E * vS vS pv ASC, (eSvarjation o0 % (E} p SIEwmatyre>par

o[ £3E ]38 Alv V % E »+ v AWt24 58 odW]~& W ueE © [Hv
colocalisation NLRP3/ASC (Figure &stent inexpliqué Peutétre la variation de sécrétion

[F2EU O0}E+ [pv $PA dd8Wde Ep o[ 3]A 8]}v 8 o u} po 3]}v
inflammasome tel que NLRP1, IP&fdg AIM2qui % Eu SS vS P 0 u vS 0 % E} H S]
1 E(Schroder & Tschopp, 2010)

> e« A E] §]}ve & *posS S¢ }v &vV vS o Sp dans c¢fwodeleuu <ju I
celluldre étant trop impo@E3S v3 «U v}pe A}vétudier June lignée cellulaire de

macrophagesnurins: J774A.1.

d}pud [ }E U vipe Al}lve u]le v A] v o] A ® @ans«dette lignée ~&]Py
cellulaire de macrophages murins. Puis nous avonstud[ (( $§ o[ £ASE& ]8 Alv |
le «priming i E>ZWi %p]s eu@E o[ S]A 8]}v 8 o[ s uo0P o[]v(o t
Concernant le 9riming» de NLRP3, nous observons, sur les macrophages J774A.1 métraité

% E o A SEpilithés» dtetiA PU pv  Julvusd]lv Of A% E ]}V % E}S
et ASC mais également une diminution de la productibpn:®E mature (Figure 9).

E vu}]ve o (E *poS S v *}vS % * }V(]EU * % E of Spu .
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o[]v(o uu qFigure 30X d}usS (}]*U o ¢« E *posS S of £% E e<+]}v P
} § vie <pu[pv ¢ po (}]*U o Hu&E v oC- rafin deypdivoir concluiE %o $

% V V3U 0 % E u] E % ES]v J<p[ vuo©f /A& ¥ ¢ffet surdd «
%o EJU]VP i o[]Jv(o uu <}u E>ZWi

}Jv Ev v3 o[ 3]A 8]}v S o[ e uo0 P E>ZWiU o WLRP3u [ /& %o
de I[L-1 Eet de ASOdans les J774A.aprés « priming et activation est fortement modulé

% E o pBlgpEendique de vin (Figure Bl Ces résultats sont confirmés par
immunomarquage cependant ce marquage ne permet pas de mettre en évidence une

colocalisatio NLRP3/ASEigure 32)

e E *pos S+ ouPP E v8 <p o[ £SE ]8 Alv < u o % O
o[Jv(o uu «}u E>ZWi e« ve %}uA}]E }v opE -chuIEs odrnieres o P
constatations pourraient nous faire penser que la dimény v % E} M -FSEpourrdit>
ISE HV HSE % E} eepe Jv(o uu 3}JE uSE ««u o[ S3]A
o[]v(o uu *}u E>ZWi ve 0 ¢ :6060 XiX

(1v lu%o S &E e« E *pnos 3eU vipe % }uEE]}ve 3p ] E o[ 3]A
de vin rouge sur le primingi § o[ S$]A §]}v o[]v(o uex vjMmoSuElesZ Wi

macrophages issus de moelle osseuse de souris.

Deplusils@E& ]S JvS & ¢+ vS8 [ Sp ] of (( S o[ £ASE& ]8 Alv *uE o
NF NB/MAPK dans les macrophages. En effet été montré que cesvoies de signalisation
sontimpliguées ve o[ £ % E -ty E>ZWS § ol (Bau#infeind, Horvath et

al., 2009, Hsu & Wen, 2002, Liao, Chao et al., 20E3)s ce contexte, Lex coll. ont montré

MV (( S *Hu%Bo%o E ¢+ UE 0[] vdelawsinigrinest i& fingé Wié diminution de la

production [F*t. La sinigrine estine molécule naturelle présente dans les choux de

Bruxelles, brocolis et graines de moutarde.

Nous pourrfve P o u v3 JVA «3]Pu GE o « A}] - E Ppo §]}v o[]v
}uu aufophagie. En effet Chang et coll. ont montré que le resvératrol, par une diminution
0 % &} p S]}tv ZKAU % E « EA o[]vperP@aidsi une indatipnZ}v E] o
of u8}%zZ P] X W &E §8§  A}] [ 8§]A §]}v o[ u8}%Z P] L
o[]Jv(o uu *}u E>ZWi v i}p vSprimong(}ilie J*p@® o thvs su@E o[ 3]A 3])
dernier(Chang et al., 2015)
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Nous avons mis en évidenau travers decette étude <p o[ £ASE ]S % }0C % Z v}o]«u
rouge se dévoile comme un candidat intéressant de par son activité immunomodulatrice anti
inflammatoire. En effet, il présente des effets inhibiteurs supriadudion de cytokinegpro
inflammatoires aussi bien sl& réponse immunitaire innéque sur la réponse immunitaire

%3 3]A X >[ ESE ]85 %o}0 C % Zourait danc étredihvaxeErutrRionnel

importantdans la prévention de l'inflammation et desafadies inflammatoires

MHE vS * SCE}]e vv - ] % 0€u W, U i[] Pouvs p o[} -]
autre projet au sein du groupe de recherche du Pr. Ghiringhelli (UMR1231 INSERM) a Dijon.

> ¢ SE A UE %}ES ] v3 +uE wafoniste de WRTA, €Hr B @fférehciation
dZiéX >[ §u o A}] *]Pv 0] 8]}V % E o0 <p oamme d6E <A E
différenciation Thl7a % @Eu]e 0 %M 0] S]}v [puv ES]Cell Reponss](]<u
(Limagne et al., 2017)
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Annexel: Structures dspolyphénolsprésentsdans le vin



AnnexeZ2. Limagne E, Thibaudin M, Euvrard R, Berg&Hhdlon®, Végan F, Humblin E,

Boidot R, Rébé C, Derangere V, Ladoire S, Apetoh L, Delmas D, Ghiringbé&n $irtuin-1
Activation Controls Tumor Growth by Impeding Th17 Differentiation via STAT3
DeacetylationCell Reprt.19(4):746759.

















































ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES
SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE

Impact des polyphénols du vin sur le systeme immunitaire et la
réponse inflammatoire comme acteurs majeurs de prévention
nutritionnelle

Pauline CHALONS

Auj}pCE [Du]Uveluu S]}v ulC vv Alv v n&@ 40 litres &e \inpar

personne efpar an, ce qui clasdes francais commkes premiers consommateurs mondiaux

de cette boissonDe plus dans notre belle région viticolegstlogique de se demarat quels

*lvS8 0 ¢ (( $econspmmation de vin peut air sur la santé de la population. Dans le

cas des gros buveurs (@ela de trois verres de vin par jour), des effets néfastes

%o E]V ]% 0 U VS e o[ 8Z v}o *}vd o ]J]E uvsd }+« EA « ~ |EEZ
YeX v E Av Z U Jo & Puye@®&uquw v }ve}uu 3]}v u} E ~uv }u
A EE - AlV % @& i}JpE* 8 }VvV %}UE 0 * vE 0}Eecu[ oo 3§
saine et variée. Cet effet bénéfique est avéré par de nombreuses études épidémiologiques
concernat principalemers o[ % & v Al Po} o }poeuo ]+ }E}V
quelques travaux suggérent des effets bénéfiquesamiss du cancerKE Jo <[ A E <
o[]v(o uu S]}v S %0ophe % ES] po] & u vsS of[]Jv(o uu S]}v ZE}Vv]<]
préponcdrantsa o[]v]S] S]}v § A 0}% % U @eite flude &euucqEm

}i SI( [ S &S [puv ASE ]S %}0C% Z vio]<«u Alv E}uP
cytokines preinflammatoire par deux acteurs du systéeme immunitaite lymphocyte Th17
actey E o[Juupv]s %3S S]JA 85 0 u E}%Z P U S uE o[Juu

pu montrer pourla% E u] €& (}]*U <pu o] £ASE ]S %}0C % Z Vv}Io]<u Alv
o[ &]A]4nfla¥er@afpire du systéme immunitaire en diminuant la sécrétion de cytokine
pro-inflammatoire ILi6 % E o0 O0Cu%Z} CS dZidé Jve] <u[ v ((] o]ee
o [flammasome NLRP3 des macrophgageenant ainsi a la diminution sécrétion de cytokine
pro-inflammatoire IL1 E

> £3E 18 %}0C%Z v}io]«u Alv E}pP % }pEE 18 Hans!SE pv
la prévention de l'inflammation et des maladies inflammatoires

Mots-clés: inflammation, cancer, prévention primairextrait polyphénolique devin rouge,

mort cellulaire cytokires preinflammatoires, inflammasone NLRP3ymphocyte Th17.



