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Résumé

Le cancer associé a la colite (CAC) est un sous-type agressif du cancer colorectal qui peut
se développer chez les patients atteints d’une colite ulcéreuse. La chimiothérapie actuelle,
utilisant le 5-fluorouracil et l'oxaliplatine, est partiellement efficace et entraine des effets
secondaires, ce qui incite a explorer des thérapies alternatives. Le diméthylfumarate (DMF),
activateur du facteur nucléaire dérivé de I'érythroide 2 (NRF2), est un antioxydant et
immunomodulateur utilisé pour traiter la sclérose en plaques qui a montré des effets anti-
inflammatoires sur la colite expérimentale. Nous avons ainsi étudié son effet thérapeutique sur
un modele expérimental de CAC. Pour cela, des souris NMRI males ont recu deux injections
de 1,2 dimeéthylhydrazine (DMH) et trois cycles de sulfate de dextran sodique (DSS). Des doses
faibles (DMF30) et ¢levées (DMF100) de DMF ou d’oxaliplatine (OXA) ont été administrées
pendant un mois. Les tissus coliques ont ensuite été analysés. Le DMH/DSS a induit des foyers
cryptiques aberrants dysplasiques (ACF), un stress oxydatif et une inflammation colique sévére,
avec une infiltration des macrophages M1 pro-inflammatoires. Comme 1’OXA, le DMF30 a
réduit les ACF et la dysplasie des cryptes, restauré 1’état redox et réduit la colite en déplagant
les macrophages vers le phénotype anti-inflammatoire M2. Etonnamment, le DMF100 a
exacerbé le développement des ACF, le stress oxydatif et I’inflammation, probablement par la
surexpression de NRF2 et de p53 dans les cellules inflammatoires coliques. Le DMF a eu un
effet dual sur le CAC. A faible dose, le DMF agit comme un antioxydant et un

immunomodulateur, tandis qu'a forte dose, le DMF est pro-oxydant et exacerbe le CAC.

Mots clés : Cancer associé a la colite, Diméthylfumarate, Macrophages, Stress oxydatif,
NRF2, p53
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Introduction

1 Introduction

Le cancer colorectal associé a la colite (CAC) représente une des complications des plus
graves des maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (Inflammatory Bowel Disease,
IBD) (Olén et al., 2020). Les estimations du risque varient considérablement selon les études
épidémiologiques disponibles, certaines analyses rapportent un risque multiplié par 2 a 3 chez
les patients atteints de colite ulcéreuse (Ulcerative colitis, UC) par rapport a la population
générale (Lu et al., 2022). Bien que les progrés récents dans la compréhension de la
physiopathologie des IBD et le développement de nouvelles thérapies aient permis d'améliorer
la prise en charge des patients, ces patients semblent présenter un pronostic plus sombre que
ceux atteints de CCR sporadique (S-CCR), avec des taux de mortalité plus élevés face aux
difficultés rencontrées pour détecter précocement les lésions précancéreuses chez ces patients,
en raison de l'inflammation chronique masquant les anomalies endoscopiques (Baker et al.,
2019, Choi et al., 2015).

L'inflammation chronique reste le facteur le plus déterminant dans la progression vers le
cancer, dans le contexte des IBD, entrainant des modifications cellulaires et moléculaires et
générant un environnement propice au développement tumoral, caractérisé par une production
accrue de cytokines pro-inflammatoires, de radicaux libres et de médiateurs chimiques qui
alterent la régulation normale de la croissance cellulaire et de I'apoptose (Nardone et al. 2023).

Les cellules immunitaires, a leur tour, en réponse a lI'inflammation, libérent des cytokines
et des facteurs de croissance qui, bien qu'initialement bénéfiques pour la réparation tissulaire,
peuvent devenir néfastes lorsqu'ils sont sécréteés de maniére chronique. En effet, des cytokines
telles que le facteur de nécrose tumorale alpha (TNFa) et l'interleukine-6 (IL-6), qui sont
souvent surproduites dans les IBD, ont été associées a une augmentation de la prolifération
cellulaire et a une inhibition de I'apoptose, deux caractéristiques clés du développement tumoral
(Russo, 2022; Luo et Zhang., 2017).

Les macrophages, en tant que cellules effectrices clés de I’immunité innée et adaptative,
jouent un rdle crucial dans la pathogenése des IBD. Lors de I’inflammation chronique, les
macrophages peuvent se polariser en phénotypes pro-inflammatoires M1 ou anti-
inflammatoires M2 (Han et al., 2016). Les macrophages M1 sécrétent des quantités élevées de
médiateurs pro-inflammatoires tels que le TNFa, I'IL-1, I’IL-6 et I’IL-12, contribuant a la
destruction locale des tissus. A I’inverse, les macrophages M2 favorisent la régénération

tissulaire en libérant des cytokines anti-inflammatoires comme 1’IL-10 et le TGF-B. Leur
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capacité a se polariser en phénotypes distincts influence significativement 1’inflammation
chronique intestinale mais aussi le pronostic des patients atteints d’IBD, jouant un réle crucial
dans I’installation d’un environnement favorable au développement du cancer CAC (Kvorjak

et al., 2020, Kang et al., 2021).

De plus, l'inflammation chronique entraine des dommages a I'ADN, principalement en
raison de la production accrue des especes reactives de I'oxygéne (Reactive oxygen species,
ROS) générées par les cellules immunitaires activées. Ces dommages peuvent provoquer des
mutations dans les genes régulateurs du cycle cellulaire et de la réparation de I'ADN, ce qui
augmente le risque de transformation maligne des cellules épithéliales intestinales (Frick A. et
al. 2018). L'accumulation de ces mutations, associée a un environnement pro-inflammatoire,

crée une boucle de rétroaction positive qui favorise la progression vers le CAC.

Face a cet effet délétere de I'inflammation sur la progression vers le CAC, il est crucial
de développer des alternatives thérapeutiques précoces visant a moduler cet état inflammatoire
et immunitaire. En intervenant a des stades précoces des IBD, il sera possible ainsi de bloquer
ou de ralentir I'évolution vers le cancer colorectal (CCR). Les stratégies thérapeutiques
pourraient inclure des agents anti-inflammatoires, des immunomodulateurs ou des traitements

ciblant spécifiqguement les voies de signalisation impliquées dans la réponse inflammatoire.

Le diméthylfumarate (DMF), un ester méthylé de I'acide fumarique, est approuvé par la
Food and Drug Administration (FDA) et I'Agence européenne des médicaments (EMA) pour
la gestion des troubles auto-immuns. Le DMF est largement reconnu pour ses propriétés anti-
inflammatoires, antioxydantes et immunomodulatrices. Des études récentes ont démontré que
le DMF peut inhiber la croissance tumorale et la métastase dans divers cancers, notamment le
cancer du sein, le CCR et le cancer du pancréas (Xie et al., 2015, Saidu et al., 2017, Kastrati et
al., 2016, Chen et al., 2021).

Les études précliniques ont démontré que le DMF inhibe efficacement I'activation du
facteur NF-xB, un acteur majeur dans le développement du CAC (Kastrati et al., 2016, Saidu
et al., 2017). De plus, le DMF active la voie du facteur nucléaire érythroide 2-1ié au facteur 2
(NRF2), entrainant une augmentation de I'expression d'enzymes antioxydantes telles que la
superoxyde dismutase (SOD) et la catalase (CAT). Cette activation de la défense antioxydante
cellulaire protége contre les dommages oxydatifs induits par I'inflammation, réduisant ainsi le
risque de mutations génétiques et de transformation maligne dans les stades précoces de la

carcinogenese colorectale (Saidu et al., 2017). Compte tenu de ces mecanismes d'action, le
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DMF pourrait représenter une approche thérapeutique innovante pour prévenir ou ralentir la
progression du CAC, en particulier chez les patients atteints d’IBD, qui présentent un risque

accru de développer cette pathologie.
Objectif du travail

Le présent travail de these se concentre sur I'évaluation des effets immunomodulateurs et
anti-inflammatoires du DMF sur un modeéle murin de CAC, en tant que thérapie de
repositionnement potentielle pour le traitement du cancer, afin de mieux comprendre le
mécanisme d’action du DMF mais également a ouvrir la voie a des stratégies innovantes qui
tirent parti des médicaments existants pour lutter plus efficacement contre le cancer.

Dans une premiére partie, nous avons établi un modeéle murin de CAC en administrant
I'agent carcinogene colique, le 1,2-diméthylhydrazine (DMH), en conjonction avec des cycles
de sulfate de dextran (DSS) pour induire une colite chronique. Les animaux ont été traités
ensuite avec des doses variées de DMF et, pour contextualiser nos résultats, nous avons utilisé
I'oxaliplatine comme thérapie de référence dans le traitement du CAC et du CCR sporadique
(S-CCR).

Nous avons ensuite entrepris une évaluation approfondie des altérations du statut redox
ainsi que du remodelage immunitaire du microenvironnement inflammatoire durant les
premieres ¢étapes du CAC en utilisant des outils d’analyses biochimiques et
immunohistochimiques, mettant en lumiére comment ces changements influencent le
développement et la progression tumorale et nous permettant ainsi d’identifier des cibles
thérapeutiques potentielles pour une intervention précoce.

Ensuite, nous nous sommes concentrés sur les facteurs de transcription clés impliqués
dans la modulation du CAC par le DMF, a savoir le NRF2 et p53, qui jouent des réles cruciaux
dans la régulation des réponses cellulaires au stress oxydatif et aux dommages a I'ADN.

Dans la derniére partie de notre travail, nous avons entrepris une étude de toxicité
comparative entre le DMF et I'oxaliplatine sur la fonction hépatique. L'objectif de cette étude
était de vérifier le profil de sécurité du DMF par rapport a I'oxaliplatine, une chimiothérapie
dont la toxicite et les effets secondaires sont bien documentés.

Les implications translationnelles de cette recherche sont significatives, car le
repositionnement du DMF pourrait conduire au développement de thérapies plus efficaces et
ciblées, avec des profils de sécurité améliorés pour les patients confrontés a cette maladie

dévastatrice.



Rappels bibliographiques

2 Rappels Bibliographiques
2.1 Epidémiologie

Le CCR constitue un défi majeur pour la santé publique mondiale, se classant comme le
troisieme cancer le plus fréquemment diagnostiqué a I'échelle mondiale et le deuxiéme en
Algérie apreés le cancer du sein. En 2020, les estimations indiquaient un nombre alarmant de
1,9 million de nouveaux cas de CCR diagnostiqués, et plus de 930 000 déces (World Health
Organization 2020).

Bien que I'Algérie présente une incidence inférieure a la moyenne européenne, elle
affiche les taux les plus élevés d'Afrique du Nord. GLOBOCAN a rapporté que le nombre de
nouveaux cas de CCR identifiés en 2020 a presque doublé par rapport a I'année précédente,
marquant une augmentation de 94% des nouveaux cas (\World Health Organization 2020). Ces
chiffres illustrent I'ampleur du fardeau mondial du CCR, impactant non seulement la mortalité

des patients, mais également le systéme de santé et le bien-étre sociétal.

Les IBD sont un facteur de risque majeur dans le développement d’une colite associée a
un CCR, un risque plus apparent dans la UC en raison d'une incidence plus élevée par rapport
a la CD (Marynczak et al., 2011). En effet, des études antérieures indiquent que les patients
atteints d’UC présentent un risque deux fois plus important de développer un CCR apreés 10 ans
de la durée de la maladie et de 18 % apres 30 ans (Wan et al., 2022).

Toutefois, I'incidence cumulative du CAC varie significativement en fonction de la
localisation géographique et des caractéristiques démographiques des patients. Une méta-
analyse américaine publiée en 2022, portant sur plus de 270 000 patients atteints d’IBD suivis
pendant 40 ans, a révélé que le risque de CCR chez les patients atteints d’UC était de 2,1 %
apres 10 ans, 6,6 % apreés 20 ans et 13,8 % aprés 30 ans, contre respectivement 0,6 %, 1,8 % et
4,3 % chez les patients atteints de CD (Kappelman et al., 2022).

2.2 Cancer colorectal

Le cancer colorectal (CCR), constitue principalement d'adénocarcinomes du c6lon et du
rectum, est défini comme une transformation de I'épithélium colique et rectal normal en une
Iésion précancéreuse (adénome), puis en un adénocarcinome invasif. (Carethers et al., 2015;
Mundade et al., 2010).
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Les causes du cancer colorectal sont multifactorielles et peuvent impliquer a la fois une
prédisposition génétique, qu’elle soit somatique (acquise), soit germinale (héréditaire) sur une
période de 10 a 15 ans ainsi que des expositions environnementales, y compris des facteurs lies
au mode de vie (Carethers et al., 2015). L’inflammation chronique est I’'un des mécanismes

possibles qui, selon plusieurs voies étiologiques, augmente le risque de cancer (Brenner, 2014).
Selon I’origine, on peut distinguer trois types de CCR.

- Type 1 (ou sporadique) : Ces tumeurs surviennent chez des individus sans
prédisposition génétique ni antécédents familiaux et représentent a elles seules
environ 70 a 80 % des CCR (YYamagishi, 2016).

- Type 2 (ou familial) : Ces tumeurs sont attribuées a des antécédents familiaux de
CCR sans syndrome génétique évident (Yamagishi, 2016).

- Type 3 (ou héréditaire) : Ces cancers sont causés par des mutations germinales
héritées dans des genes de susceptibilité connus. lls incluent le syndrome de
cancer non polyposique héréditaire (syndrome de Lynch) et la polypose

adénomateuse familiale (Kuipers et al., 2015).

Les séquences de la carcinogenese colorectale débutent par I'acquisition de mutations
initiatrices dans des génes critiques régulant la prolifération cellulaire, la différenciation et
I'apoptose (Carethers, J.M et al., 2015). Ces cellules initiées proliferent davantage et évoluent

pour former les foyers cryptiques aberrants (Aberrant crypt foci, ACF).

Les ACF représentent les premiers précurseurs identifiables dans le processus multistep
de développement du CCR. Ces lésions peuvent étre observées a la surface du cblon grace a
des techniques de grossissement et/ou de coloration. Leur identification est cruciale dans le
diagnostic du CCR car l'analyse des ACF peut servir d'indicateur précoce de transformation
maligne, facilitant ainsi I'étude des changements pathologiques et moléculaires associés au

cancer (Alrawi et al., 2006).

Les ACF ont été décrits pour la premiere fois par Bird et sont définis comme des cryptes

présentant les criteres suivants :

- Ouvertures luminales altérées : une forme plus elliptique que circulaire indiquant
une perte de I’architecture cryptique.
- Epithélium épaissi : une paroi épithéliale plus épaisse que celle des cryptes

environnantes normales, indiquant une prolifération cellulaire anormale.
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- Augmentation de la taille de la crypte : au moins 1,5 fois supérieure a celle des
cryptes environnantes normales reflétant une transformation néoplasique (Bird,
1987; Bird et Good., 2000).

Tableau I. Altérations phénotypiques, génétiques et épigénétiques dans le processus multistep

de développement du CCR adapté de Cheng et Lai., 2003; Pére et Cerar., 2014.

Diagnostique Cryptes Cryptes Cryptes Adénome Carcinome
histologique normales hyperplasiques dysplastiques
Observation Lésions Lésions Lésion Tumeurs
endoscopique - hyperplasiques dysplastiques néoplasique malignes
intraépithéliales intraépithéliales intraépithéliales
Criteres Architecture Architecture Distorsion Noyau stérifié Atypies
histologiques colique saine saine architecturale et Perte de la forme nucléaires
ACF Diamétre > Iégeres atypies cellulaire vers Croissance
1.5 vs crypte Hyper chromatique Tubulaire ou invasifs
normale / Hyper cellularité villeuse Nécrose
- Pas de dysplasie ~ Dysplasie faiblea  Dysplasie de bas  Dysplasie de
modérée grade/ haut grade  haut grade

Polarité apico- Profil de crypte

basale dentelé Perte de polarité
Déplétion en Perte totale
- mucine partielle Diminution de la sécrétion de mucus de la mucine
cryptique
Criteres KRAS KRAS, APC KRAS, BRAS, B catenine, APC,
moléculaires MSI MSI ++ P53
Methylation Methylation ++

Histologiquement, ils constituent un groupe hétérogéne de Iésions intraépithéliales, allant
d'une quasi-normale ou d'une atypie légere a une dysplasie sévere. Selon I'Organisation
mondiale de la santé, les ACF sont classés histologiquement en deux groupes : ceux avec des

cryptes hyperplasiques et ceux avec des cryptes dysplasiques (World Health Organization,
2010) (Tableau I).

Ces ACF acquiérent ensuite des altérations génetiques et épigenétiques supplémentaires,

en particulier au niveau des génes critiques, et évoluent en adénomes (tumeurs non cancéreuses)
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(Swain et Kresak., 2024). Ces adénomes seront classés en néoplasies intraépithéliales de bas ou
haut grade en fonction de 1’étendue et de la gravité¢ des altérations histologiques. Certains
adénomes régressent spontanément, tandis que d’autres évoluent vers un carcinome apres
acquisition de hallmarks caractéristiques conférant des propriétés d’agressivité (Sievers et al.,

2015).
2.3 Hallmarks du cancer : Emergence de I’inflammation pro-tumorale

Les cellules cancéreuses acquiérent des caractéristiques spécifiques qui sont essentielles
a leur survie, prolifération et potentiel métastatique. Ces marqueurs ont été identifiés par
Hanahan et Weinberg et qu’ils ont réévalués au début de chaque nouvelle décennie. Les six
marqueurs originaux sont le maintien de la signalisation proliférative, 1’évasion des
suppresseurs de croissance, la résistance a la mort cellulaire, I’immortalité réplicative,
I’induction de I’angiogenése et l’activation de I’invasion et des métastases (Hanahan et

Weinberg., 2000) (Fig. 1).
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Figure 1. Hallmarks caractéristiques des cellules cancéreuses (Hanahan_2022)

On rajouta par la suite la reprogrammation du métabolisme énergétique et I’évasion

immunitaire (Hanahan et Weinberg., 2011). Ensuite, 1’évitement de la senescence,
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I’inflammation pro-tumorale, le microbiote polymorphique, I’instabilit¢ génomique, la

plasticité phénotypique et enfin le remodelage du métabolisme cellulaire (Hanahan, 2022).

L’association entre I'inflammation et le cancer est soutenue par de nombreuses études
(Grivennikov et al., 2010; Fantini et Guadagni, 2021; Bardel¢ikova et al., 2023). Les voies
étiologiques impliquées ne sont pas entierement élucidées. Cependant, I’inflammation
chronique déclenchée par des infections, des réactions immunitaires aberrantes ou des facteurs
environnementaux augmente considérablement le risque de développement de tumeurs
(Grivennikov et al., 2010). Cela pourrait étre en partie attribué a la génération d’un champ de
prédisposition au développement du cancer, non seulement en augmentant le taux de
mutagenése de I'ADN, mais aussi en favorisant des changements épigenétiques (Baker et al.,
2018) (Fig. 2).

De plus, l'inflammation renforce le renouvellement épithélial, induisant une pression
sélective sur les clones mutés. Enfin, I'inflammation induit une dysbiose intestinale, perturbant
I’intégrité intestinale et altérant le systéme immunitaire intestinal (Arthur et Jobin., 2011). Le
« Field effect » ainsi généré par I’inflammation peut initier la tumorigenése sur des zones non

dysplasiques en l'absence de tout agent carcinogene exogéne (Baker et al., 2018).
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Figure 2. « Field effect » associé au développement du CAC adapté de Baker KT et al.,
2018.
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2.3.1 Les maladies inflammatoires chroniques intestinales

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (Inflammatory Bowel disease, I1BD)
constituent un groupe daffections du tractus gastro-intestinal, caractérisées par une
inflammation chronique intermittente, due a une réponse immunitaire dérégulée contre la

mugqueuse intestinale (Kaplan, 2015).

L'étiologie des IBD reste complexe et n’est pas causee par un facteur unique. Il s'agit
plutbt d'une interaction complexe entre plusieurs facteurs impliquant une prédisposition
génétique et des facteurs environnementaux qui modifient les interactions hote-macrobiote
entrainant une dérégulation des réponses immunitaires intestinales chez un individu
génétiquement prédisposeé, et contribuant ainsi au développement de la chronicité (Podolsky et
Xavier., 2007).

La colite ulcéreuse (Ulcerative colitis, UC) et la maladie de Crohn (Crohn Disease, CD)
sont les deux phénotypes cliniques les plus courants des IBD. Une étude de cohorte réalisee
par Eaden et al. A rapporté que la probabilité de développer un CCR dix ans aprés le diagnostic
de I’UC etait de 2 %, atteignant 8 % apres vingt ans et 18 % apreés 30 ans. Une méta-analyse de
douze articles publiée par Canavan et al. A montré que le risque cumulatif pour les patients
atteints de la maladie de CD etait de 2,9 % a 10 ans, 5,6 % a 20 ans et 8,3 % a 30 ans apres le
diagnostic de la CD (Eaden et al., 2001; Canavan et al., 2006).

L’UC et CD partagent des caractéristiques cliniques et démographiques communes.
Cependant, elles présentent des différences importantes en termes de Iésions tissulaires et de
pronostic. La UC est idiopathique et se caractérise par une succession de phases actives
(rechute) et de rémission inflammatoire, mais contrairement a la CD qui peut toucher n’importe
quelle partie du tractus allant de la bouche a I’anus, I’UC reste confinée au colon et n’affecte

que la muqueuse et la sous-muqueuse (Tontini, 2015; Liu et al., 2021).

Les deux phénotypes présentent aussi des signatures génétiques différentes, Wu et al., et
Lawrance et al., Ont déterminé par des analyses du phénotype des cellules T une prédominance
de la réponse de type Th2, ou des cytokines telles que I'interleukine-13 (IL-13) et I'interleukine-
5 (IL-5) jouent un réle important dans la promotion de I'inflammation du cdlon ainsi que des
cytokines pro-inflammatoires telles que le facteur de nécrose tumorale alpha (Tumor Necrosis
Factor a, TNF-a) et I'interleukine-6 (IL-6). En revanche, la CD est associée a une réponse mixte
Th1/Th17, avec des cytokines clés telles que I'interféron gamma (IFN-y) et l'interleukine-12

(IL-12) qui pilotent le processus inflammatoire. Les profils de cytokines distincts dans ces
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maladies mettent en évidence des meécanismes immunologiques différents et soulignent
I'importance de stratégies thérapeutiques ciblées pour une gestion efficace (\Wu et al., 2007;

Lawrance et al., 2001).

Plusieurs études ont confirmé une association entre les IBD et le risque de développer un
CCR (Eaden JA et al., 2001 ; Zhao M et al., 2020). En effet, des antécédents d’IBD de longue
date ainsi qu’une inflammation persistante du tractus gastro-intestinal induite par de mauvaises
habitudes alimentaires, comme un régime de type occidental, constituent une niche favorable
au développement du CCR (Schafer et Werner., 2008).

2.4 Cancer colorectal associé a la colite

Le CAC est un sous-type spécifique du CCR associé aux IBD en raison d’une colite
prolongée, notamment une des complications des plus graves de la UC. Les patients atteints
d’IBD présentent un risque de développement d’un CAC supérieur par rapport a la population
générale mais aussi une survie globale significativement plus mauvaise que celle des patients
sans profil IBD (Oléen et al., 2020 ; Lu et al., 2022).

Les facteurs de risque pour le développement du CAC ont été bien établis, notamment
I'dge au moment du diagnostic de I’IBD, la durée d'évolution de la maladie, la sévérité et
I'étendue des lésions inflammatoires ainsi que les antécédents familiaux de CCR (Triantafillidis,
2009). Kameyama et al., (2018) ont ensuite hiérarchisé ces facteurs de risque comme
apparaissent parmi les déterminants les plus critiques du risque de CAC chez les patients atteints
d’UC, comme suit : (1) la durée d'évolution des IBD, (2) la sévérité de la colite (évaluée par
I'index de Mayo) (3) I'étendue des lésions inflammatoires (pancolite vs colite gauche).

2.4.1 Pathogénese associée au CAC

Le CAC et le S-CCR ont une pathogenese différente. Toutefois, tant le CAC que le S-
CCR se développent dans une muqueuse intestinale précancéreuse dysplasique; le S-CCR
émerge généralement a partir de polypes adénomateux surélevés et suit la voie adénome-
carcinome, tandis que le CAC se développe dans une mugueuse chroniquement inflammeée et
suit la sequence inflammation-dysplasie-carcinome (Dyson et Rutter 2012 ; Mark-Christensen
etal., 2018) (Fig. 3).
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Figure 3. Séquences de développement tumoral du CCR sporadique et du CAC adapté
de Kameyama et al.,2018; Nagao-Kitamoto et al., 2022 APC : Adenomatous polyposis coli,

Kras : V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog, p53 : Protein 53.

Les mutations qui se produisent dans le développement du CAC sont similaires a celles
du S-CCR, mais l'ordre des mutations est inverse. Par exemple, Dans le S-CCR, la mutation du
géne APC, qui régule négativement la voie Wnt/B-caténine, est un événement précoce initiant
la transformation adénomateuse. Cette mutation est suivie par l'activation d'oncogénes comme
KRAS et la perte de fonction de p53. En revanche, dans le CAC, la mutation de p53 survient
de fagon précoce et précéde la mutation d'’APC, conférant un avantage de croissance aux

cellules épithéliales dysplasiques sur un fond d'inflammation chronique (Dan et al., 2023).

La pathogenése du CAC n’est pas totalement ¢lucidée, mais les preuves accumulées
suggerent que I’inflammation chronique déclenchée par des infections, des reéactions
immunitaires aberrantes ou des facteurs environnementaux augmente considérablement le

risque de développement du cancer (Fig. 4).

La contribution de I’inflammation chronique s'explique par deux mécanismes possibles :
un mécanisme direct, entrainé par le stress oxydatif et les dommages a I'ADN, et des

mécanismes indirects, provoqués par des cytokines produites par les cellules inflammatoires et

11
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les cellules épithéliales intestinales (Fantini et Guadagni., 2021). Par ailleurs, deux événements
clés sont impliqués, a savoir: Une inflammation déclenchant une initiation tumorale,
caractérisee par I'accumulation de mutations génétiques ou de changements épigénétiques, et
une promotion tumorale, ou les cellules mutées se multiplient et s'étendent, évoluant ainsi d’un
¢état d’absence de dysplasie dans un contexte inflammatoire et de dommages oxydatifs, vers une
dysplasie de bas grade, puis de haut grade, pour finalement aboutir & un cancer (Nardone et al.,
2023).

Dans un premier temps, l'inflammation initie une tumorigenése via des dommages a
I'’ADN en I'absence de tout agent cancerigéne exogéne (Meira et al., 2008). Cela pourrait étre
en partie attribué a un stress oxydatif, causé par le recrutement de cellules du systéeme
immunitaire inné (comme les macrophages et les neutrophiles) qui liberent des niveaux accrus
d'especes réactives de I'oxygene et de I'azote dans le microenvironnement tissulaire, induisant
une succession d’altérations comme des transversions de bases (GC-TA), formation de sites
apuriniques et des cassures simples et doubles brins de ’ADN et provoquant des mutations
critiques (Frick et al., 2018; Fantini et Guadagni 2021). Si ces mutations ne sont pas réparées,
elles peuvent s’accumuler au fil du temps et potenticllement conduire a une prolifération
cellulaire incontrdlée et a une évasion a 1’apoptose, un signe distinctif du cancer (Waris et
Ahsan 2006).

De plus, lI'inflammation intestinale affecte la fonction de barriére épithéliale. L'altération
de l'intégrité de la barriere intestinale, avec la défaillance des jonctions serrées (TJ), ainsi que
I’exposition accrue aux micro-organismes commensaux et pathogénes, active des réponses

immunitaires inflammatoires excessives (Dan et al., 2023).

Dans le UC, la détérioration continue de 1I’épithélium aggrave davantage 1’inflammation,
favorisant le développement du CAC (McDowell C 2023). Les études soutiennent un réle
significatif du microbiote dans le développement et la progression du CCR, en se concentrant
sur Escherichia coli (E. coli) et Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) (Dan et al., 2023). Par
exemple, il a été montré que F. nucleatum aggrave I'induction tumorale dans le modéle murin
de CAC a I’Azoxymethane (AOM)/Dextran Sodium Sulfate (DSS) en activant les voies de
signalisation de I'EGFR et en favorisant la transition épithéliale-mésenchymateuse, un

événement clé dans la carcinogenése du célon (Yu et al., 2020).
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Figure 4. Physiopathologie associée au développement du CAC (Schmitt et al., 2021)
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En plus de provoquer des mutations par le biais de dommages & I'ADN, l'inflammation
affecte des voies de signalisation médiées par des récepteurs de cytokines clés, qui contrélent
des processus centraux d'initiation et de promotion tumorale, tels que l'activation du facteur
nucléaire kB (NF-xB) en aval du récepteur du facteur de nécrose tumorale (TNF) et de la
signalisation du récepteur IL-1 (Shaked et al., 2012) ainsi que I’induction de I’expression du
facteur HIF 1o en réponse a I’hypoxie tissulaire, la libération des facteurs TGF[3 et CXCL13 par
les fibroblastes associés au cancer et le recrutement de divers types de cellules myéloides et

lymphoides incluant monocytes, macrophages et cellules B (Ammirante et al., 2014).

2.4.2 Stress oxydatif associé au CAC

2.4.2.1 Les especes réactives de I'oxygene

Dans les cellules saines, les ROS sont un groupe de molécules hautement réactives
contenant de l'oxygeéne, générées comme sous-produit des processus métaboliques normaux,
tels que la respiration aérobie dans les mitochondries (OXPHOS), les enzymes métaboliques et
les NADPH oxydases membranaires (NOX) (Holmstrom et Finkel 2014). A des niveaux faibles
a modérés, les ROS jouent un réle essentiel dans divers processus physiologiques, notamment :

- Signalisation cellulaire : les ROS agissent comme des messagers secondaires dans diverses
voies de signalisation, qui sont cruciaux pour réguler la prolifération et la différenciation
cellulaires. Par exemple, le peroxyde d'hydrogéne (H202) peut activer les kinases régulées
par des signaux extracellulaires (Extracellular signal-Regulated Kinases, ERK1/2),
entrainant des réponses cellulaires telles que la croissance et la survie (Sies, 2015; Sinenko
etal., 2021).

Réponse immunitaire : les cellules immunitaires, telles que les neutrophiles apres activation,
génerent des ROS, i.e. Les anions superoxydes (O2"), & partir de I’oxygéne moléculaire,
grace a l'enzyme NADPH oxydase, qui sont ensuite transformés en H2Oz et en d’autres
especes reactives pour combattre les agents pathogénes pendant la réponse inflammatoire
(Piechota-Polanczyk et al., 2014).

Homéostasie : les ROS participent au maintien de I'homéostasie cellulaire et a la régulation
des voies métaboliques, comme la régulation de I’activité aconitase et de la pyruvate
déshydrogénase kinase 2 (PDK2) par des modifications oxydatives reversibles de résidus
cystéine. Cette régulation favorisera ainsi la production d'acétyl-CoA via la pyruvate

déshydrogénase a partir des glucides, tout en inhibant simultanément la [-oxydation des
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acides gras, contribuant a l'adaptation du métabolisme cellulaire en fonction des besoins
énergeétiques et des conditions redox (Holmstrom et Finkel, 2014; Forrester et al., 2018).

Les ROS, produits comme sous-produits de processus métaboliques normaux (Tableau
I1), sont des molécules hautement réactives dérivees de I'oxygene moléculaire (O2) qui jouent
des réles critiques dans les processus cellulaires. Ces especes comprennent des radicaux libres
tels que I'anion superoxyde (O2™) et les radicaux hydroxyles ("OH), caractérisés par la présence
d'électrons non appariés qui contribuent a la haute réactivité des ROS et a leur capacité a
interagir avec divers composants cellulaires, ainsi que des molécules non radicalaires comme
le peroxyde d'hydrogene (H20>) et le peroxynitrite (ONOQO™) (Nathan, 2003; Murphy, 2009;
Forman et al., 2014).

Tableau I1. Sources et voies mécanistiques de production des ROS adapté de Di Meo et al.,

2016
Source Processus cellulaire Sous-produit oxydant
Chaine de respiration Phosphorylation oxydative 027, H20,
mitochondriale
NADPH Oxydases Activation des phagocytes, cellules 07~
endothéliales, colonocytes
Xanthine Oxydase Catabolisme des purines 027, H.0,
Cytochrome P450 Oxydation des acides gras et métabolisme 027, H20,
Xénobiotique
Cyclooxygénases Meétabolisme des acides gras ‘OH, H,0,
Nitric oxide synthases Synthese d'oxyde nitrique NO
Réticulum Processus de repliement des protéines sous H20,
endoplasmique stress
Peroxysomes Oxydation des acides gras H20,
Myeloperoxidase Défense immunitaire HOCI
Haber Weiss Voie signalétique OH

Bien que les ROS jouent des roles essentiels dans la signalisation cellulaire,

I'inflammation, la prolifération et I'apoptose, une production excessive peut conduire a un stress
oxydatif, causant des dommages aux composants cellulaires. Ce double rdle souligne
I'importance de maintenir un équilibre entre la production de ROS et les défenses anti-

oxydantes pour I'homéostasie cellulaire.
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Plusieurs études démontrent que le stress oxydatif joue un role critique dans la
pathogenése du CAC (Gu et al., 2023; Bardel¢ikova et al., 2023). En effet, lorsque le niveau de
ROS augmente de maniere significative ou que la neutralisation des ROS diminue, les cellules
subissent alors une condition de stress oxydatif. Ce phénomeéne peut avoir des conséquences
dévastatrices sur les cellules, entrainant des dommages a diverses macromolécules cellulaires,

notamment les lipides, les protéines et I'ADN (Nathan, 2003).

En effet, les ROS Les especes réactives de I'oxygéne (ROS) induisent des modifications
covalentes des protéines par I'oxydation de résidus cystéine et tyrosine, souvent situes pres des
sites actifs, ce qui peut altérer leur fonction. Par exemple, les résidus cystéine peuvent former
des anions thiolate (Cys-S™) qui, a pH physiologique, sont trés réactifs et peuvent conduire a la
formation d'acides sulfeniques (Cys-SOH), modifiant ainsi la signalisation cellulaire. De plus,
les ROS favorisent la formation de S-nitrothiols, influengant I'activité enzymatique, et peuvent
entrainer la carbonylation des protéines, provoquant une perte d'activité et une agrégation. A
des niveaux de stress oxydatif élevés, les thiolates peuvent étre oxydés en acides sulfoniques

(Cys-SOsH), entrainant des dommages irréversibles (Fig. 5).
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Oxydation irreverssible
OH
| Sug{s
— — J—
0=5=0 c=0 Tyr—NO. A N
4 (" @
¥ °
Acide Proteine 3- Peroxydation Glyco-
sulfonique carbonylé Nitrotyrosine lipidiaue oxydation

Figure 5. Oxydative damage protéiques causees par les ROS. (Pajares, 2015)
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Ces modifications peuvent également créer des ponts intraprotéiques et interprotéiques,
affectant la stabilité et I'interaction des protéines tels que I’inactivation des suppresseurs de
tumeurs ou encore la stabilisation du facteur de transcription Hifla (hypoxia inducible factor
la) (Owusu-Ansah et al., 2008 ; Houee-Levin et al., 2015). Au niveau nucleaire, les ROS
influencent I’expression génique en contrdlant l'activité des modulateurs épigénétiques, tels que
les histones désacétylases (HDAC) ou les ADN méthyltransférases (DNMT) (Matsushima et
al., 2013) (Fig. 6).

¢
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w W Resm
| \ HZO
P
CINK o« } 202 fenton

Peroxydation lipidique
Oxydation de 'ADN
Oxydation des acides
aminés

Signaux de
prolifération \

Figure 6. Oxydative damage cellulaires causées par les ROS (Matsushima et al., 2013;
Olanich et Barr, 2013; Heather et Elizabeth, 2016). Cat : Catalase, NOX : NADPH oxidase, Akt :
protein kinase B, MAPK : Mitogen activated proteine kinase, JNK : -c-Jun N-terminal Kinase, Me :
methyl group, Ac : acetyl group, Hifl : hypoxia inductible factor, FOXO : Forkhead box O, GPx :
Glutathione peroxidases, HDAC : Histone deacetylases, DNMT : DNA methyltransferases, MPO :

Myeloperoxydase, SOD : Superoxyde dismutase, RC : Growth factor receptors.

Les ROS favorisent également I’accumulation de mutations en oxydant également I'ADN,

en particulier I'adénine et la guanine (8-0xo-A et 8-o0xo-G) (Valko et al., 2006) (Fig. 7).
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En effet, la 8-oxoguanine (0xoG) peut subir une oxydation supplémentaire pour former
des lésions oxydatives secondaires telles que la spiroiminohydantoine (Sp) et la 5-
guanidinohydantoine (Gh). De plus, I'0xoG peut réagir avec des acides aminés comme la lysine
ou la tyrosine pour créer des liaisons croisees ADN-protéines en présence d'oxydants. Ainsi
que d’autres lésions secondaires, telles que les formamidopyrimidines (Fapy), suite a une
oxydation supplémentaire des 8-oxopurines. Ces processus mettent en évidence la complexité
des dommages oxydatifs a I'ADN et leurs implications pour la fonction cellulaire et la stabilité
génomique (Chen et al., 2007, Rozelle et al., 2021).
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Figure 7. Oxydative damage des nucleobases causées par les ROS (Rozelle et al., 2021).
0X0A : 8-oxoadenine, oxoG : 8-oxoguanine, Sp : spiroiminohydantoine, Gh : 5-

guanidinohydantoine, Fapy : formamidopyrimidines.
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2.4.2.2 Systeme antioxydant

Pour se protéger contre les taux élevés de ROS, les cellules disposent d’un réseau
sophistiqué de défenses anti-oxydantes. Ces mécanismes de défense peuvent étre classés en
deux grandes catégories : les antioxydants enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques,

chacun jouant un réle crucial dans la protection cellulaire contre le stress oxydatif.

2.4.2.2.1 Antioxydants Enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont des proteines qui catalysent des réactions chimiques

pour neutraliser les ROS.

2.4.2.2.1.1 Superoxyde Dismutase

La Superoxyde Dismutase (SOD) catalyse la dismutation de deux anions superoxydes
(0O27) en H207 et Oz (Karihtala et Soini, 2007). En réduisant la concentration de superoxyde, la
SOD joue un réle essentiel dans la protection des cellules contre les dommages oxydatifs. La
SOD existe sous trois isoformes, en fonction de la localisation cellulaire et du co-facteur, on
distingue : la SOD1 ou CuzZnSOD cytosolique, la SOD2 ou MnSOD mitochondriale, et la
SOD3 ou ecSOD extracellulaire (Fridovich, 1995) (Fig. 8).

Fe*? Fe*?

o=

a ———>  H,0, + O,  — 'HO: + HO
Cuzn SOD e
Mn SOD
Fe SOD

Figure 8. Réaction de dismutation du superoxyde par la superoxyde dismutase (Andrés et al.,
2023).

Les études indiquent que I’activité SOD peut étre altérée dans le CCR. Govatati et al.,
Ont mis en évidence une régulation a la hausse de la Mn-SOD dans le CCR, qui peut étre une
réponse a un stress oxydatif accru. Cependant, cette régulation peut parfois contribuer a un
désequilibre des ROS, favorisant potentiellement la progression tumorale (Govatati et al.,
2016).
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2.4.2.2.1.2 Catalase

La catalase est une enzyme essentielle dans les cellules de mammifeéres, principalement
située dans les peroxysomes ou elle détoxifie le H2O2en H2O et Oz, protégeant ainsi les cellules
des dommages oxydatifs. On peut également la trouver dans le cytosol, notamment dans des
conditions de stress oxydatif. Au niveau extracellulaire, la catalase est associee a la membrane
de certaines cellules, comme les cellules cancéreuses, et peut étre sécrétée dans l'espace
extracellulaire lors de conditions pathologiques pour poursuivre ses fonctions anti-oxydantes
(Fujiki et Bassik, 2020).

Les recherches indiquent que I'expression de la catalase est souvent réduite dans les tissus
atteints de cancer colorectal par rapport aux tissus normaux. Cette réduction peut entrainer une
accumulation de peroxyde d'’hydrogene, contribuant au stress oxydatif et aux dommages a

I'’ADN, qui sont des facteurs clés de la cancérogénese (Che et al., 2016).

2.4.2.2.1.3 Glutathion-peroxydases

Les glutathion-peroxydases (GPx) constituent une famille d'enzymes anti-oxydantes
présentes dans différents compartiments cellulaires chez les mammiféres et en fonction de leur
localisation subcellulaire et spécificité de substrat propre. Nous distinguons la GPx cytosolique,
membranaire et extracellulaire. Leur fonction primaire est de catalyser la réduction des
hydroperoxydes organiques et du peroxyde d'hydrogene en utilisant le glutathion réduit (GSH)
comme substrat donneur d'électrons. Cette réaction enzymatique permet de protéger les cellules
contre les dommages oxydatifs induits par ces especes réactives de I'oxygene (Lubos et Handy.,
2011).

2.4.2.2.1.4 Gulathion-reductases

Les Glutathione Réductases (GRs) sont des enzymes essentielles qui catalysent la
réduction du glutathion oxydé (GSSG) en sa forme réduite (GSH), maintenant ainsi le pool
cellulaire de GSH. Cette réaction est cruciale pour les défenses anti-oxydantes cellulaires, en
particulier en conjonction avec les GPxs, car elle assure un approvisionnement continu en GSH
pour la détoxification des ROS. Les GRs relient la voie des pentoses phosphates au cycle redox
du glutathion en utilisant le NADPH comme cofacteur, Ainsi, les GRs integrent les activités
métaboliques de la voie des pentoses phosphates avec le cycle redox du glutathion, assurant
une protection efficace contre le stress oxydatif et le maintien de I'homéostasie cellulaire
(Achary et al., 2015).
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2.4.2.2.1.5 Glutation S-transferases

Les Glutathione S-Transférases (GSTs) constituent une famille diverse d'enzymes
impliquées dans les processus de détoxification. Elles catalysent la conjugaison du glutathion a
une large gamme de composés électrophiles, y compris les xenobiotiques et les métabolites
endogenes, augmentant leur solubilité et facilitant leur excrétion du corps. Les GSTs sont
classées en plusieurs classes selon leur structure et leur spécificité de substrat, chaque classe
présentant des fonctions uniques dans differents tissus. Au-dela de la détoxification, les GSTs
participent également aux processus de signalisation cellulaire et a la protection contre le stress
oxydatif, mais aussi dans divers processus physiologiques, y compris la prolifération cellulaire,

I'apoptose et les réponses immunitaires (\aish et al., 2020).

2.4.2.2.2 Antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques sont des molécules qui neutralisent les ROS sans

nécessiter de catalyse enzymatique.
2.4.2.2.2.1 Glutathion

Le glutathion réduit (GSH) est un tripeptide qui représente un antioxydant endogene non-
enzymatique qui piege directement les ROS et aide a maintenir I'état redox de la cellule. En
plus de sa fonction anti-oxydante, le glutathion joue un réle crucial dans la détoxification des
métabolites réactifs et dans la régulation des voies de signalisation cellulaires (Townsend et al.,
2003).

Les taux élevés de GSH favorisent I’initiation et la progression des cancers (Harris et al.,
2015). En effet, les cellules cancéreuses subissent souvent une reprogrammation métabolique
pour répondre a leurs besoins énergétiques accrus. Cette reprogrammation comprend la
régulation positive de la synthése du GSH, qui aide a détoxifier les ROS et a maintenir
I’homéostasie cellulaire ainsi des niveaux élevés de GSH sont associés a un potentiel

métastatique accru (Bansal et Simon., 2015).
2.4.2.2.2.2 Vitamines C

L’acide ascorbique est un antioxydant hydrosoluble qui peut céder des électrons pour
neutraliser les ROS, empéchant ainsi les dommages oxydatifs aux biomolécules (Pisoschi et
Pop., 2015).
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2.4.2.2.2.3 Vitamines E

La vitamine E, principalement sous forme d'alpha-tocophérol, est un puissant antioxydant
liposoluble non enzymatique, qui joue un role crucial dans la protection des membranes
cellulaires contre les dommages oxydatifs, en particulier la peroxydation lipidique. Cette
vitamine neutralise efficacement les ROS et interrompt les réactions en chaine des radicaux
libres, empéchant ainsi I'oxydation des acides gras polyinsaturés dans les lipides membranaires,
préservant ainsi l'intégrité structurelle des membranes cellulaires (Pisoschi et Pop., 2015).

L’implication du stress oxydatif dans la dérégulation de I’inflammation dans la maladie
inflammatoire de l'intestin repose sur un cercle vicieux ou les especes réactives de 1’oxygene et
de l’azote amplifient a la fois les dommages cellulaires et I’activation de la réponse
immunitaires pro-inflammatoire. Dans les maladies inflammatoires chroniques comme la
colite, les cellules immunitaires (macrophages, neutrophiles) génerent des ROS via I’activation
de systemes enzymatiques tels que la NADPH oxydase et I’iINOS. Ces radicaux libres
endommagent I’ADN, les protéines et les lipides membranaires, déclenchant des voies de
signalisation comme NF-kB qui stimulent la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-
a, IL-6, IL-1pB), ce qui conduit a des dommages a I'ADN, & une instabilité génomique et a des
mutations précoces du gene p53 dans les cellules épithéliales intestinales—des mécanismes clés
dans la pathogenese du cancer colorectal associé a la colite (Gu et al., 2023; Bardelcikova et
al., 2023).

Ce stress oxydatif crée un microenvironnement immunitaire pro-tumorigénique
caractérisé par des cellules suppressives dérivées des myéloides (MDSC) et des macrophages
associés aux tumeurs (TAM) qui favorisent I'immunosuppression, tandis que des réseaux de
cytokines dysrégulés (par exemple, l'axe TNF-a/NF-kB) maintiennent ['inflammation
chronique et la dysfonction de la barriere épithéliale. Les stratégies thérapeutiques émergentes
se concentrent sur l'interruption de cet axe inflammation-oxydation-immunosuppression par

des thérapies anti-inflammatoires ciblées (Li et al., 2023; Wang, 2023).
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2.4.3 Microenvironnement immunitaire associés au CAC

Le systéme immunitaire est un réseau complexe et dynamique, constitué de diverses

inflammatoires chroniques.

cellules qui interagissent de maniere coordonnée pour maintenir I’homéostasie. L'interaction
entre les cellules immunitaires et les cellules coliques est établie par une balance délicate entre

des signaux d’activation et d’inhibition afin de prévenir des réactions auto-immunes et les

Dans le contexte des IBD associés, la dysbiose caractérisée par 1’altération de la

composition du microbiote intestinal et I'activation inappropriée des cellules inflammatoires
perturbe cet équilibre entrainant une dérégulation des réponses immunitaires innées et
adaptatives perpétuant 1I’inflammation chronique et, dans certains cas, évoluant vers un CAC
(Russo, 2022 ; Wang, 2023) (Fig. 9).
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Figure 9. Les cellules immunitaires impliquees dans la progression du cancer du cdlon

associé a une colite (Li et al., 2023)
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Plusieurs études récentes ont montré que le CAC est accompagné d’un recrutement et
d’une activation accrue de composants de I’immunité innée telles que les cellules suppressives
dérivées de la lignee myeloide (MDSC), les macrophages, les cellules dendritiques (DC), les
neutrophiles et les cellules NK mais aussi de cellules immunitaires adaptatives, y compris les
lymphocytes T et B. Ces cellules sécretent une variété de cytokines et de chimiokines qui
modifient I'environnement tumoral, entrainant des dommages a I'ADN et I'activation de génes
associes aux tumeurs (Therrien et al., 2019; Li et al., 2023; Wang, 2023).

2.4.3.1 Neutrophiles

Dans des conditions physiologiques, les neutrophiles ont un réle majeur dans la défense
de I’héte contre les microorganismes envahissants. lls sont le type de leucocytes le plus
couramment retrouvé dans le sang, toujours préts a répondre aux stimuli chimiotactiques et a
combattre les infections. En effet, en fonction du signal pergu, les neutrophiles peuvent s’activer
en deux sous-types fonctionnels distincts, les N1 sont principalement pro-inflammatoires,
impliqués dans la destruction de 1’agent pathogene et les N2 anti-inflammatoires, impliqués

dans la résolution de I'inflammation et la réparation tissulaire (Therrien et al., 2019).

Dans le contexte des IBD, les neutrophiles jouent un réle important, étant des cellules
effectrices centrales dans l'induction des dommages de la muqueuse, produisant des ROS, des
RNS et d'autres enzymes spécifiques telles que la myeloperoxidase (MPO), I'élastase des
neutrophiles (NE), la cathepsine G, la métalloprotéinase 8 (MMP8) et la MMP9 qui perturbent
I’intégrité du tissu intestinal et exacerbent l'inflammation intestinale et une multitude de
cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF-a, 1'lL-1, le TGF- et 1'L-6, ainsi que des
chimiokines comme CXCL1, CCL2, CCL3, CXCL8 et CXCL9. Ces molécules ont des effets
synergiques qui modifient I'environnement tumoral, favorisant le recrutement de leucocytes et

amplifiant ainsi les voies inflammatoires (Pham, 2006 ; Wéra et al., 2016) (Fig. 10).

D’autres études montrent que les neutrophiles contribuent a I'immunosurveillance et ont
un role protecteur dans le développement du CAC (Zhou 2018). Dans divers modeéles de souris
associés a la colite, 1’épuisement des neutrophiles circulants accélere I’inflammation, ce qui
suggere que les neutrophiles sont un facteur protecteur dans la progression de I’inflammation
(Kuhl et al., 2018). Ainsi, les neutrophiles ont un rdle dual dans la carcinogenése associée aux

IBD, étant a la fois pro-tumorigéniques en générant des médiateurs pro-inflammatoires qui
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augmentent les dommages a I'ADN et le renouvellement tissulaire, et anti-tumorigéniques en

jouant un réle important dans I'immunosurveillance (Wéra et al., 2016).
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Figure 10. Dual effect des neutrophiles associés a la physiopathologie des IBD vers un CAC
adapté de Weéra et al.,2016 5-LO : 5-lipoxygenase, LTB4 : Leukotriene B4, MMP8 et 9 :
Matrix metalloproteinases 8 et 9, NF-Kb: Nuclear factor-kappa B, ROS: Reactive oxygen
species, STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3, TNFa: Tumor Necrosis

Factor

2.4.3.2 Macrophages

Les macrophages, principales cellules résidentes des tissus appartenant au systéme
immunitaire inné, sont impliqués a la fois dans les réponses immunitaires anti-inflammatoires
(M2 ou activées de maniére alternative) et pro-inflammatoires (M1 ou activées de maniere
classique) (Han et al., 2016).

Les macrophages M1, activés par des cytokines pro-inflammatoires comme I'lFN-y et des
stimuli microbiens tels que les lipopolysaccharides (LPS), produisent des cytokines pro-
inflammatoires comme le TNFa et I’IL6, ainsi que des ROS, jouant un réle essentiel dans la

défense contre les infections et la présentation d'antigénes aux cellules T. En revanche, les
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macrophages M2, activés par des cytokines anti-inflammatoires comme I'lL4 et I'IL10, sont
impliqués dans la réparation tissulaire et la modulation de la réponse immunitaire en produisant
des enzymes favorisant la guérison (Han et al., 2016; Huang et al., 2018; Kang et al., 2021)
(Fig. 11).
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Figure 11. Fonction des macrophages dans les IBD (NA et al., 2019) PGE2 :
Prostaglandin E2, SPM : specialized proresolving mediators, LXA : d lipoxin A4, PGD :
prostaglandin D2 ANXA : Annexin Al

Dans I’'IBD, les monocytes migrent vers la lamina propria et se transforment en
macrophages inflammatoires en réponse a la stimulation des récepteurs Toll-like (TLR) et
sécrétent des cytokines pro-inflammatoires telles que 1’1L-12, IL-23 et IL-1p favorisant les
réponses immunitaires Thl et Th17 et aggravant les Iésions tissulaires (Zhang M et al., 2023).La
résolution de l'inflammation implique une variété de médiateurs pro-résolvants, y compris des
médiateurs lipidiques tels que les eicosanoides et des médiateurs pro-résolvants spécialisés
(specialized proresolving mediators, SPMs) comme les résolvines, les protectines et les
maresines. Ces médiateurs, ainsi que des cytokines anti-inflammatoires et les facteurs de
croissance, facilitent la différenciation des macrophages en un phénotype anti-inflammatoire,

limitant l'infiltration supplémentaire des phagocytes tout en favorisant la migration des
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monocytes, inhibant ainsi la production de ROS et réduisant I'activation du NF-xB (NA et al.,
2019).

Dans le CAC, les macrophages jouent non seulement un réle dans I'immunité tumorale,
mais aussi dans I'environnement inflammatoire avant la formation de la tumeur, en aggravant
les dommages inflammatoires et favorisant la cancérogenése. Ainsi, en fonction des signaux
recus, I'équilibre de la plasticité phénotypique et fonctionnelle des macrophages M1/M2 peut
étre inversé, passant de M1 a M2 et vice versa (Bain et Mowat., 2014; Han et al., 2016). Les
études de Kvorjak et al., et Bain et Mowat ont démontré qu’a des stades précoces du CAC, les
macrophages de type M1 conduisaient a l'activation des cellules immunitaires adaptatives.
Ensuite, le phénotype M1 se transforme en un phénotype anti-inflammatoire M2 induisant cette
une réponse de type Th2 et participe a I'expansion et a la prolifération tumorales (Kvorjak et
al., 2020 ; Bain et Mowat., 2014) (Fig. 12). Un nombre croissant d'études ont exploré la
régulation de I'équilibre entre les réponses pro-inflammatoires et anti-inflammatoires comme
nouvelle stratégie thérapeutique pour les maladies inflammatoires (Dou et al., 2020 ; Huang et
al., 2018).
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Figure 12. Plasticité phénotypique et fonctionnelle des macrophages associées au
développement du CAC adapté de Kvorjak et al., 2020; Bain CC et Mowat 2014.
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2.4.3.3 Lymphocytes

Les cellules T sont des cellules immunitaires importantes qui participent a I'immunité
adaptative. L'interaction entre les macrophages et les cellules T, peut réguler la direction et
I'intensité de la réponse immunitaire par divers mecanismes. Elles incluent divers sous-types,
tels que les cellules T auxiliaires CD4", les cellules T cytotoxiques CD8" et les cellules T

régulatrices (Tregs) (Zhang et al., 2023).
24.3.3.1 LT CD4*

Le compartiment des cellules T de la lamina propria intestinale est principalement
composé de cellules T résidentes CD4" de mémoire effectrice. Elles sont classées comme
cellules T auxiliaires CD4" (Th), qui sont a leur tour subdivisées en cellules Thl, Th2, Th17 et
Treg.

Dans l'immunité anti-tumorale, les cellules T jouent un r6le crucial. Elles peuvent
directement lyser les cellules cancéreuses et coordonner différentes réponses immunitaires
protectrices. La présence et la densité des lymphocytes T infiltrant les tumeurs (TIL) ont été
associees a de meilleurs pronostics cliniques. Cela suggére que les cellules T pourraient exercer
des fonctions de surveillance immunitaire au niveau des lésions dysplasiques précancéreuses.
En effet, lI'inhibition de I'expression de la molécule de co-stimulation CD80 in vivo dans un
modele murin de CAC a significativement augmenté la fréquence et la taille des lésions
dysplasiques de haut grade, tandis que la restauration de CD80 a diminué la dysplasie colique
(Scarpa M et al., 2015).

Cependant, les cellules T activées peuvent aussi promouvoir indirectement la progression
tumorale. Le recrutement des lymphocytes T CD4+ Th joue un role significatif dans le maintien
de I'entérite chronique chez les patients atteints d’IBD, ainsi que dans la promotion du CAC a
travers la promotion d’une réponse immunitaire type Th1, libérant des cytokines pro-tumorales
et des chimiokines angiogéniques et des MMP qui favorisent la croissance des tumeurs et
stimulent I'angiogenese et la dégradation de la matrice extracellulaire (\Waldner et Neurath.,
2009) (Fig. 13).

De plus, les cellules Tregs, exprimant les facteurs de transcription Foxp3 et CD25,
exercent des effets immunosuppresseurs par le biais de communications cellulaires directes et
de la sécretion de cytokines telles que le TGF-B et 1'L-10. Ces dynamiques illustrent

I'interaction complexe entre différents sous-types de cellules T et leurs contributions a
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I'inflammation et au développement du cancer dans le tractus gastro-intestinal (Pan et al., 2010;
NA et al., 2019; Clough et al., 2020).

TNF-a
Macrophage TNFR® T-CD4"
\ 1L-2, 'IFEN-y
ROS IL-6 TNF-a
RNS CCL2 et le
CXCLS

Cellule Initiation Promotion Progression
épithéliale

Figure 13. Cross-talk des macrophages M1 et des lymphocytes TCD4* dans le
développement du CAC adapté de Pan et al., 2010; NA et al., 2019; Clough et al.,
2020.TNFa: Tumor Necrosis Factor alpha, TNFR: Tumor Necrosis Factor, NF-Kb: Nuclear
factor-kappa B, STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3, ROS : Reactive

oxygen species, RNS: Reactive nitrogen species.

2.43.3.2 LB CD20"

Les lymphocytes B, ou cellules B, jouent un réle crucial dans le systeme immunitaire
adaptatif, & savoir I’immunité humorale, en produisant des anticorps qui neutralisent les agents
pathogénes. Ils proviennent des cellules souches hématopoiétiques de la moelle osseuse et

subissent des processus de maturation pour devenir pleinement fonctionnels.

Dans le contexte des IBD, les lymphocytes B contribuent a 1’inflammation chronique
observée dans la CD et I’UC. Des études ont montré que les cellules B peuvent produire des
cytokines, des facteurs pro-inflammatoires et des auto-anticorps qui exacerbent I’inflammation
intestinale. Par exemple, le facteur d’activation des cellules B (BAFF) qui favorise la survie et
I’activité des cellules B (Rosenberg JH et al., 2020).
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De plus, les lymphocytes B peuvent interagir avec les cellules T et les macrophages,
exacerbant les processus inflammatoires et le stress oxydatif, créant une boucle de rétroaction
et genérant une polarisation Th2, qui augmente le risque de cancer. D’autre part, les
lymphocytes B peuvent avoir des roles a la fois protecteurs et pathogenes. Ainsi, les cellules B
peuvent contribuer a I’immunité anti-tumorale en produisant des anticorps contre les antigénes

tumoraux (Rosenberg et al., 2020 ; Matsumoto T et al., 2021).

2.4.4 Thérapies associées au CAC

Compte tenu de I'impact significatif des IBD et de leur étiologie complexe, des efforts
ont été déployés pour améliorer la prise en charge médicale. Les stratégies thérapeutiques
traditionnelles visent a modérer la réponse immunitaire exacerbée de I'néte a l'aide de
médicaments tels que les aminosalicylates, les antibiotiques, les corticostéroides, les
thiopurines, le méthotrexate et les agents biologiques ciblant le facteur de nécrose tumorale
(TNFa) (Sales-Campos et al., 2015).

Bien que ces traitements se soient révélés efficaces dans de nombreux tableaux des CD
et des UC, leur efficacité est souvent limitée en raison d’une réponse variable conduisant a des
résultats imprévisibles (Fig. 14). Les nouvelles stratégies visent a atténuer I'inflammation sans
induire d'immunosuppression, ce qui demeure un défi pour les professionnels de la santé (Sales-
Campos et al., 2015).

TNFa effects
Aminosalicylates | — Macrophages chemotaxis

Th1/Th17 differenciation
Treg recruitement F— | Cellular therapy

Antibiotics —{ Microbiota balance

TNFa effects b Biological Inflammatory Bowel
Macrophages chemotaxis agents disease therapy Proinflammatory gene NF-xB
Corticosteroids | = immune cells recruitement

Purine and pyrimidine synthesis — | poyie acid
Antl inflammatory effect +— antagonists

Qo Protein/nucleotide sythesis
Thiopurines | =1 Lymphocytes proliferation

Figure 14. Thérapies actuelles et émergentes des maladies inflammatoires de I'intestin
(Sales-Campos et al., 2015)

Dans le traitement du CAC, les thérapies reposent sur plusieurs approches, notamment la

chirurgie, la chimiotherapie et la radiothérapie. Bien que ces stratégies aient permis d'ameliorer
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le pronostic de nombreux patients, elles présentent encore des limites et peuvent avoir un impact
significatif sur la qualité de vie (Tournigand et al., 2004). La chimiothérapie reste un pilier
essentiel du traitement du CCR et CAC. Deux des agents chimiothérapeutiques les plus
couramment utilisés sont I'oxaliplatine et le 5-fluorouracile (5-FU). Néanmoins, les effets
secondaires restent fréquents et peuvent étre invalidants, altérant la qualité de vie sur le plan
physique, psychologique et social. De plus, les résistances tumorales représentent un défi
majeur, limitant I'efficacité a long terme de ces traitements (Nio et al., 2016 ; Gordon et al.,
2019).

2.4.4.1 Oxaliplatine

L'oxaliplatine est un agent chimiothérapeutique a base de platine classé comme un agent
alkylant, souvent utilisé en association avec le 5-FU et le leucovorine dans le schéma FOLFOX
pour le traitement du CCR et du CAC, ce qui a démontré une amélioration de la survie sans
progression et de la survie globale chez les patients atteints de CAC par rapport au 5-FU seul
(Tournigand et al., 2004).

Lors de son administration, l'oxaliplatine est converti en sa forme active, qui se lie a
I'’ADN, entrainant la formation d'adduits a 'ADN. Cette liaison se produit principalement au
niveau de la position N7 des bases de guanine, conduisant a la formation de liaisons interbrins
et intrabrins (Miller et al., 2020). Ces liaisons empéchent la séparation des brins d'’ADN, qui est
essentielle pour la réplication et la transcription, entrainant ainsi un arrét du cycle cellulaire et
une apoptose (Fig. 15). En plus des dommages directs a I'ADN, l'oxaliplatine peut induire un
stress oxydatif comme sous-produit de sa conversion métabolique et de son interaction avec les
composants cellulaires. Des niveaux élevés de ROS peuvent endommager davantage les
macromolécules cellulaires, y compris les lipides et les protéines, exacerbant ainsi les effets

cytotoxiques de l'oxaliplatine dans les cellules cancéreuses (Cipak Gasparovié et al., 2021).

Cependant, l'oxaliplatine est associé a plusieurs effets indésirables, notamment des
neuropathies sensorielles périphériques, myélodépression, une toxicité gastro-intestinale et des
réactions allergiques (Argyriou et al., 2008 ; Tournigand et al., 2004). Face a ces limitations,
de nouvelles approches therapeutiques émergent, telles que I'immunothérapie et la thérapie
génique. Bien que prometteuses, leur efficacité et leur tolérance a long terme restent a évaluer
(Brahmer et al., 2018). De plus, I'accés a ces traitements innovants peut étre limité par des

considérations économiques et réglementaires.



Rappels bibliographiques

Reactifs
Oxaliplatine Complexes monoaqueux
Hz H2 H2
N. 0. ° N Cl < JOH;
Pt — /Pt\ /Pt\
Hz 2 2
[ :
a 2o M
H H2 \‘\ 1 A
N°  OH N .
N \ | |
Pt S— /Pl
N/ \OHz H \@ o
Hz 2 - lm
w0 A
Complexes diaqueux 1 |

Reactifs

Figure 15. Métabolisme de I'oxaliplatine et formation d’adduits a I’ADN (Karlsson et
al., 2024)

2.5 Dimethylfumarate

Le DMF est un composé organique dérivé des esters d'acide fumarique (FAE)
actuellement approuvé par la FDA sous les produits commerciaux Fumaderm® et Tecfidera®
aux Etats-Unis et Sclera® en Algérie pour le traitement du psoriasis et de la sclérose en plaques
rémittente-récidivante (Han et al., 2016) (Fig. 16). Le DMF et son métabolite actif, le
monométhylfumarate (MMF), exercent une large gamme de fonctions biologiques, notamment
en tant qu'agents anti-inflammatoires et immunomodulateurs (Kornberg et al., 2018 ; Saidu et
al., 2017).

Le DMF est particulierement reconnu pour ses propriétés anti-oxydantes, qui lui
permettent de neutraliser les ROS et de protéger les cellules contre les dommages oxydatifs.
Cette action étant cruciale, car le stress oxydatif est un facteur contributif majeur dans de

nombreuses maladies chroniques, y compris les cancers (Saidu et al., 2017).
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Figure 16. Structure chimique du Dimethylfumarate (Timpani et al., 2023)

Le DMF agit aussi comme un immunomodulateur en influengant les sous-ensembles de
cellules T et les cellules gliales. Il réduit la production de cytokines pro-inflammatoires, telles
que l'interleukine-2 (IL2) et le TNF-a, qui sont souvent impliquées dans les cascades
inflammatoires. Cette réduction des cytokines pro-inflammatoires contribue a atténuer
I'inflammation chronique, un facteur clé dans le développement des IBD (Loewe et al., 2002 ;
Kastrati et al., 2016).

Le DMF est reconnu comme le composant responsable des effets cliniques de la
préparation d'ester d'acide fumarique. Des études in vitro ont démontré que le DMF subit une
absorption rapide et un métabolisme excessif au niveau du tractus gastro-intestinal en sa forme
active, le MMF, par les estérases abondantes présentes dans les tissus. Bien que le DMF ne soit
pas tracable dans la circulation systémique, la concentration de MMF dans la circulation
sanguine atteint un pic environ 2 a 2,5 heures (Tmax) apres I'ingestion avec une biodisponibilité
d'environ 60 % et une demi-vie d’élimination d’environ 1 heure. Le Tmax peut étre retardé
jusgu'a quelques heures avec la Co-administration d'un repas riche en graisses et en calories
qui, cependant, ne modifiera pas I'AUC tout en diminuant les effets secondaires liés au
métabolisme du médicament. Ces propriétés pharmacocinétiques contribuent a I'efficacité et au
profil de sécurité du DMF dans le traitement de la sclérose en plaques (Bomprezzi et al., 2015;
Timpani et al., 2023) (Fig. 17).
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Figure 17. Métabolisme du DMF (Bomprezzi et al., 2015)

Bien que le mécanisme d'action du DMF ne soit pas encore entiérement élucidé, des
études ont montré qu'il exerce ses effets principalement par la modulation de I'activation du
facteur Nrf2 (Saidu et al., 2017) et I'inhibition de la voie NF-xB (Kastrati et al., 2016) (Fig. 18).

2.5.1 Activation de la voie NRF2

Le DMF induit des réponses cytoprotectrices via l'activation de la voie de la réponse anti-
oxydante mediée par le facteur de transcription NRF2. Dans des conditions basales, le facteur
NRF2 est retenu dans le cytoplasme, inhibé et dégradé aprés ubiquitination et dégradation
protéasomale par liaison avec son répresseur, la protéine associée a ECH de type Kelch 1
(Keapl) (Timpani et al., 2023).

Le mode d’action du DMF dépend principalement de la réaction de succination exercée
sur les résidus cystéine de Keapl, entrainant ainsi un changement conformationnel suivi de la
libération de NRF2 et sa translocation dans le noyau, favorisant la transcription de génes cibles
sur enhancer cis-regulateurs, appelés éléments de réponse anti-oxydante (ARE), qui contrdlent

I’expression d’enzymes cytoprotectrices et détoxifiantes. Parmi d'autres, certains génes cibles
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de NRF2 incluent I'néme oxygénase-1 (HO-1), la NAD(P)H quinone déshydrogénase 1 (NQO1)
(Saidu et al., 2017).

Outre son action sur le NRF2, le DMF peut aussi contréler le métabolisme énergeétique
cellulaire notamment via la succination de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
(GAPDH) conduisant a I’inhibition de la glycolyse dans les cellules myéloides et lymphoides
(Kornberg et al., 2018 ; Timpani et al., 2023).
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Figure 18. Mécanismes d’action potentiels du DMF adapte de Timpani et al., 2023 NRF2 :
nuclear factor erythroid 2—related factor 2, Keap : Kelch-like ECH-associated protein 1,
ARE: antioxidant response element, SOD1 : superoxide dismutase 1, NQO1: NAD(P)H

dehydrogenase (quinone), CAT : catalase, HO-1 : haemoxygenase 1, NF-xB : nuclear factor

kappa B, ixB : lkappaB kinase, HCAR2 : hydroxycarboxylic acid receptor, GAPDH :
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH).
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2.5.2 Inhibition de la voie NF-xkB

Le DMF inhibe le facteur de transcription NF-xB entrainant une réduction en aval de la
production de cytokines inflammatoires ainsi qu'une déviation immunitaire des cellules T
auxiliaires (Th) du profil Thl et Th17 vers un phénotype Th2 (Kastrati et al., 2016).

Dans des conditions physiologiques, le NF-kB est confiné dans le cytoplasme sous forme
de dimeére grace a la présence des inhibiteurs de kappa B (IkB), qui empéchent sa translocation
vers le noyau. Cependant, dans des conditions inflammatoires, cette dynamique change suite a
la libération du TNF-a entrainant l'activation de la voie canonique de NF-xB. L'activation de
cette voie commence par l'activation du complexe inhibiteur kappa B kinase (IKK), qui joue un
réle crucial dans la régulation de NF-xB. IKK phosphoryle les IkB qui se lient au NF-kB, un
processus qui conduit a l'ubiquitination des IkB. Cette modification post-traductionnelle
marque les IkB pour leur dégradation par le protéasome, permettant ainsi aux sous-unités p65
et p50 de NF-xB d'étre libérées. Une fois libérées, ces sous-unités peuvent pénétrer dans le

noyau cellulaire, ou elles agissent comme des facteurs de transcription (Viennois et al., 2013).

Dans le noyau, le NF-kB initie la transcription d'une multitude de geénes impliqués dans
des processus cellulaires critiques tels que 1I’inflammation, la survie, la prolifération et
I'apoptose. Ces génes incluent ceux codant pour des protéines anti-apoptotiques telles que le
Bcl-2, des facteurs de croissance comme le VEGF et des cytokines pro-inflammatoires, par
exemple TNF-a, IL-6 et I’IL-1p, contribuant ainsi & un microenvironnement tumoral favorable
a la progression du cancer. Par conséquent, I'activation aberrante de NF-kB, souvent observée
dans les tumeurs, peut favoriser un état d'inflammation chronique qui, a son tour, stimule la
carcinogenése. Cette interconnexion entre inflammation et cancer souligne I'importance de
cibler la voie NF-«B dans le développement de stratégies thérapeutiques pour traiter les cancers

associés a l'inflammation (\iennois et al., 2013 ; Kastrati et al., 2016).

Parmi les mécanismes anti-inflammatoires du DMF, nous citons l'inhibition de la
translocation nucléaire du NF-kB médiée par le récepteur des acides hydroxycarboxyliques 2
(HCAR?2), ce qui conduit a lI'induction de la voie AMPK-SIRT1, qui favorise la désacétylation

de NF-xB et, par conséquent, son inhibition (Timpani et al., 2023).
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3 Matériel et Méthodes

Le présent travail a été réalisé en collaboration entre I'Université des Sciences et
Technologies Houari Boumediene, au sein du Laboratoire de Biologie Cellulaire et
Moléculaire, Equipe Pharmacologie et Signalisation, et le Centre Hospitalier Universitaire
Mustapha Pacha d'Alger, Service d’Anatomopathologie. Les ressources et I'expertise des deux

institutions ont été cruciales pour la réussite de ce projet.

3.1 Matériels

3.1.1 Matériel biologique

Notre recherche a été menée sur des souris NMRI femelles agées de 8 a 10 semaines (23
a 26 g) fournies par I’Institut Pasteur d’Alger.

Ces souris ont été acclimatées pendant 3 semaines a I’animalerie de la faculté des sciences
biologiques (USTHB) dans des conditions standard et un acces libre a I'eau potable et & une
alimentation pour rongeurs composée de 49,80 % de glucides, 34,50 % de protéines, 10 % de

lipides, et 5,7 % de complexe minéral-vitaming.

3.2 Méthodes

3.2.1 Modélisation animale d’une colite associée au cancer colorectal

La modélisation animale est un outil essentiel pour la compréhension des causes et des
mécanismes cancéreux.

Dans le domaine de la colite ulcéreuse, il existe de nombreux modéles développés chez
les rongeurs, mais seulement quelques-uns d'entre eux sont adaptés a I'étude de la séquence
inflammation-cancer, un aspect crucial pour comprendre le développement du CAC. Le modeéle
le plus largement utilisé dans ce contexte repose sur I'administration orale du DSS chez les
souris, qui induit une colite chimique reproduisant plusieurs caractéristiques histopathologiques
de la rectocolite hémorragique humaine.

La DMH et son métabolite actif, I’AOM, sont & leur tour largement utilisés comme
carcinogenes pour induire un cancer du colon. Des expérimentations menées sur des modeéles
murins ont révélé des tumeurs coliques induites par I'exposition a la DMH avec une origine
épithéliale ainsi qu'une histologie, une morphologie et une anatomie analogues a celles des

néoplasmes coliques observes chez I'Homme (Bounaama et al., 2012). Toutefois, 1’induction
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de néoplasmes nécessite I'administration de doses répétées de DMH (de I'ordre de 20 a 40 mg/kg
de masse corporelle) ainsi qu'une période d'expérimentation prolongeée.

L'association DMH/DSS a fourni par la suite un modele murin de CAC, dans lequel la
transition inflammation-dysplasie-cancer est développée en 10 semaines avec une dose faible
de DMH, suivie de trois cycles de DSS a 2%. L'inflammation provoquée par le DSS induit un
cycle de récurrence-rémission de la colite chronique, favorisant la progression des lésions

précancéreuses initiées par le DMH vers une dysplasie, voire un cancer (Fig. 19).
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Figure 19. Protocole d’induction de la CAC a la DMH et le DSS sur modele murin et

traitements pharmacologiques

3.2.1.1 Protocole pharmacologique
Les souris ont été réparties de maniére aléatoire en 5 groupes de 15 animaux chacun :

- Groupe contrdle : les souris ont recu des injections sous-cutanées de NaCl a 0,9%
une fois par semaine pendant 2 semaines consecutives.

- Groupe DMH/DSS : les animaux ont recu deux injections sous-cutanées de DMH
(20 mg/kg de poids corporel), une fois par semaine. Ces injections ont été suivies
de trois cycles de DSS dans I'eau de boisson (2% poids/volume). Chaque cycle
était défini comme une période de sept jours pendant laquelle les animaux
recevaient du DSS, suivie d'une période de 14 jours pendant laquelle ils recevaient
de I'eau du robinet.

- Groupe DMF: les souris ont recu le diméthyle fumarate post-induction
DMH/DSS par voie orale a deux doses différentes : 30 et 100 mg/kg par jour
pendant un mois (groupes DMF30 et DMF100 respectivement).

- Groupe OXA : les souris ont regu ’oxaliplatine post DMH/DSS induction par

voie péritoneale a 6.8mg/kg par semaine pendant un mois.
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3.2.2 Préparation des échantillons
Apreés le sacrifice, les cblons ont été préleveés puis divisés en deux fractions.

La premiere fraction a été utilisée pour I'étude histologique et immunohistochimique. Les
colons ont été fixés dans du paraformaldéhyde a 4 % pendant 24 heures, puis transferés dans
de I'éthanol a 70 %.

La deuxiéme fraction a été utilisée pour l'analyse biochimique. Les échantillons ont
d'abord été homogeénéisés dans un tampon phosphate a 50 mM (pH 7,2) contenant 1 % de Triton
X-100, puis soumis a trois cycles de congélation-décongélation. Ensuite, une centrifugation a
été réalisée a 10 000 g pendant 10 minutes a 4 °C, permettant ainsi de récupérer le surnageant

pour I'évaluation des activités enzymatiques et non enzymatiques.

3.2.3 Etudes des altérations coliques macroscopiques et microscopiques

3.2.3.1 Quantification des foyers de crypte aberrante

Apreés la fixation, les cdlons ont été brievement rincés a l'eau, puis immergés dans une
solution de bleu de méthylene a 0,2 % pendant 5 minutes. Le bleu de méthylene est un colorant
cationique qui est avidement absorbé par la muqueuse intestinale, mettant en évidence les
régions de prolifération cellulaire active, telles que les ACF (Bird, 1987).

Les ACF ont été identifiés et distingués des cryptes normales sur la base de plusieurs
critéres morphologiques bien définis (Yuan et al., 2008 ; Yamada et al., 2001):

- L’intensité de la coloration par rapport aux cryptes normales adjacentes, reflétant
une prolifération et une densité cellulaires accrues.

- La taille des cryptes et I’épaisseur du revétement épithélial, présentant souvent
des ouvertures luminales comprimées ou allongées en fente, contrairement aux
lumiéres rondes et régulieres des cryptes normales.

- L’¢lévation par rapport au plan de la muqueuse environnante saine, formant des
protubérances microscopiques distinctes.

Le nombre total d’ACF par colon a été compté et la multiplicité des cryptes (nombre de cryptes
aberrantes par foyer) a été évaluée au microscope optique a faible grossissement (40X).

3.2.3.2 Etudes histologiques
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Les échantillons préalablement fixés et conservés dans une solution d'éthanol a 70 % ont
été soumis a un processus de déshydratation progressive par immersion dans une série de bains
d'éthanol de degré croissant, puis inclus dans un milieu d'enrobage de paraffine afin de
permettre la réalisation de sections histologiques fines de 2 pum d'épaisseur a l'aide d'un
microtome. Enfin, les coupes obtenues ont été deparaffinées et réhydratées par des passages
successifs dans des bains d'éthanol de degré décroissant.

3.2.3.2.1 Coloration a I’hématoxyline et a I’éosine (H&E)

Les coupes histologiques ont été colorées par la méthode standard a I'nématoxyline et a
I'éosine (H&E) dans le but d'évaluer les niveaux de dysplasie et d'altération histopathologique
associés au CAC. En résumé, les lames ont été exposées a I'nématoxyline pendant 1 minute a
température ambiante, puis rincées a I'eau avant d'étre immergées dans une solution d'éosine
durant 45 secondes.

L'analyse microscopique des coupes histologiques a été effectuée en double aveugle par

deux observateurs, dont un pathologiste, afin de classer les anomalies.

3.2.3.2.2 Coloration au bleu Alcian

La coloration au bleu Alcian a été utilisée pour identifier les foyers dépourvus de mucine
(Mucin depleted Foci, MDF). En bref, aprés fixation dans de I’acide acétique a 3 % ; les coupes
histologiques ont été colorées pendant 30 min avec une solution de bleu Alcian a 1 % pH 2,5
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Ces cblons ont ensuite été rincés pendant 10 minutes

pour prévenir toute coloration non spécifique.

Les MDF ont été identifiés comme des cryptes caractérisées par une production réduite
ou absente de mucines, et distingués par une absence de coloration au bleu Alcian lors de leur

observation sous un microscope a lumiére a faible grossissement (Femia et al., 2012).

3.2.3.3 Etude immunohistochimique

Les fines coupes de tissu sur lames silanisees ont éte déparaffinées, réhydratées et
soumises a un démasquage antigénique a 90°C dans un tampon Tris-EDTA pH 9,0, puis traitées
avec une solution de peroxyde d'hydrogene (H202) a 3% afin d'inhiber l'activité peroxydase

endogéne.
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Les coupes ont été incubées avec des anticorps primaires spécifiques préalablement dilués
(1/200) pour la détection de I'expression de la MPO, CD68, CD20, p53 (Dako, Danemark A/S)
et (1/50) pour le NRF2 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), puis marquées avec des anticorps
secondaires (dilution 1/200, DAKO® et Sigma-Aldrich). La visualisation a ensuite été réalisee
a l'aide du chromogéne DAB (DAKO®).

Les coupes ont été contre-colorées a I'nématoxyline de Mayer, montées, puis analysées
en microscopie optique pour évaluer la localisation, l'intensité et la distribution du marquage
immunohistochimique. Une analyse quantitative du marquage tissulaire et cellulaire a été

effectuée a l'aide du logiciel ImageJ®.

3.2.4 Evaluation biochimique du profil inflammatoire et immunitaire

3.2.4.1 Mesure de I’activité de la phosphatase alcaline

L'activité de I'enzyme phosphatase alcaline a été mesurée comme indice de prolifération
des colonocytes et marqueur inflammatoire dans les échantillons coliques (Hung et al., 2017).
Le dosage de I’activité enzymatique a été réalisé par utilisation d’un kit de réaction enzymatique
ALP (Spinreact, Spain). L’activit¢é enzymatique est mesurée a pH 10,4 par 1’ajout de
I’échantillon (100 ul) au tampon contenant du Diéthanolamine, Chlorure de magnésium (1

mmol/L, 0,5 mmol/L) en présence du substrat p-Nitrophénylphosphate (10 mmol/L).

ALP
p-Nitrophenyl-phosphate + H;O — p-Nitrophenol + Phosphate

La vitesse de formation du p-Nitrophénole, déterminée avec photométrie a 405nm, est

proportionnelle & la concentration catalytique de phosphatase alcaline dans 1’échantillon testé.

3.2.4.2 Mesure de ’activité de 1a myéloperoxydase

La myéloperoxydase (MPO) est une peroxydase hémique (EC 1.11.1.7) localisée dans
les granules azurophiles des neutrophiles.

Le dosage enzymatique de I’activité de la MPO a été réalisé par oxydation de
I’orthodianisidine, substrat chromogene, en présence de peroxyde d’hydrogene. Briévement,
100 uL. d’homogénat tissulaire a été ajouté a 1 ml de tampon phosphate 5S0mM pH 6 et 0.167
mg/ml d’orthodianisidine, ma réaction a été déclenchée par 1’addition de 0.0005% d’H202
(Krawisz et al., 1984).
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MPO
3'-3 dimitoxybenzedine ——»  3-3dimithoxyl 2-4' dinitrobenzidine + H;O
(Orthodianisidine)

Etat réduit Etat oxydé

La cinétique de la réaction a été suivie par augmentation de I’absorbance a 460 nm
pendant 5 minutes & 30 °C. L’activitt MPO est exprimée en Mmoles d’H20>

transformée/min/mg de protéines.

3.2.4.3 Mesure de ’activité de 1'a-naphtyl acétate estérase

L’activité de l'a-naphtyl acétate estérase (ANAE) (EC 3.1.1.7) est localisée dans les
lysosomes des macrophages et dans les vésicules cytoplasmiques des lymphocytes (Zhou et al.,
2003).

Le dosage de I’activité de ’ANAE a été effectué par la mesure de la formation de B-
naphtol a partir du substrat a-naphtyl acétate. Pour cela, 10 pl d'homogénat tissulaire ont été
mélangés a 188 ul de tampon phosphate (0,02 M, pH 7,0) et 2 pl de substrat (25 mM) dilué
dans de I'acétone, puis incubés a 30°C pendant 15 minutes en présence ou en absence de 10
mM de fluorure de sodium (inhibiteur de I’ANAE des macrophages). La réaction a été arrétee
par I'ajout de 33,2 pl de fast blue BN (tetrazotized O-dianisidine) a 0,3 % préparé dans 3,5 %

de dodécylsulfate.
ANAE

a-naphthyl acetate ——  a-naphthol + Acide acétique

a-naphthol + o-dianisidine tétrazotée =~ ——  Colorant azoique + H
(Fast bleu salt B )

La réaction a été laissée se développer pendant 15 minutes a température ambiante et
I'absorbance est mesurée a 600 nm puis Pactivité de I’ANAE a été exprimée en uM d’a-

naphtol/min/mg de protéine.

3.2.4.4 Mesure de ’activité de I’arginase

Arginase (EC 3.5.3.1) est une uréohydrolase, qui représente 1’enzyme finale du cycle de

I’urée en catalysant I’hydrolyse de 1-arginine en |-ornithine et en urée.

Arginase
L-Arginine —— Urea + L-Ornithine
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L’activité enzymatique a été mesurée dans 30 pl d’homogénat tissulaire incubé avec 20
pl de tampon Tris-HCI et 4 pl de MnCl; a 56°C pendant 10 minutes. Par la suite, 20 pl
d’arginine ont été ajoutés et 1’incubation s’est poursuivie a 37°C pendant 30 minutes. La
réaction a été arrétée par 1’ajout d’une solution de H2SO4 a 96%, H3PO4 a 85% et H20. Ensuite,
8 ul d’a-isonitropropiophénone & 9 % ont été ajoutés au melange réactionnel, et aprés chauffage
a 95°C pendant 30 minutes (Corraliza IM et al., 1995).

La densité optique (DO) a été mesurée a 540 nm sur microplaque, et la concentration
d’urée générée par I’arginase a été mesurée a 550 nm et exprimée en uM d’urée/min/mg de

protéine.

3.2.45 Mesure des niveaux de nitrites

L’activité de la Nitric Oxide Synthase (NOS, EC 1.14.13.39) est mesurée par dosage du
monoxyde d'azote (NO) de maniére indirecte a travers la quantification de deux métabolites
physiologiquement stables du NO, les nitrites (NO-) et les nitrates (NO3).

2NO+0;, —— 2NOy
NOy+O ——> NOr

NO+0Oy —* ONOO

Le dosage des métabolites a été réalisé selon la méthode colorimétrique de Griess, basée
sur une réaction de diazotation pour donner un colorant azoique (rose) qui absorbait a 550 nm
(Miranda KM et al., 2001).

Acide sulfanilique + NO —— Sel de diazonium

Sel de diazonium + N-(1-naphtyl)ethylnediamine ——» Colorant azoique

Apres déprotéinisation de notre homogénat par du méthanol, le surnageant a été combiné
en volume égal avec du chlorure de vanadium et le réactif de Griess (contenant 0,2 % de p-
aminobenzéne et 0,02 % de N-(1-naphtyl)éthylénediamine dihydrochlorure dans de 1’acide
phosphorique). Apres 15 minutes d’incubation, I’absorbance a été mesurée a 550 nm.

Les concentrations de nitrites ont €té calculées en extrapolant sur une courbe étalon d’une
solution de NO:Na utilisée comme source de nitrites et le niveau de nitrites a été exprimé en

UM de nitrites/mg de protéine.
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3.2.5 Evaluation biochimique de ’homéostasie redox
3.2.5.1 Mesure de I’activité superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase (EC 1.15.1.1) est une métalloprotéine qui catalyse la
dismutation du radical anionique (O2") en oxygéne moléculaire (O2) et en peroxyde d'hydrogéne
(H202).

Le dosage de I’activit¢ SOD2 est bas¢ sur la capacité de notre échantillon a inhiber la
formation de 1’anion superoxyde en présence d’un générateur spontané de ce dernier.

SOD2
Pyrogallol + O, «— Semiquinone + O, «— Pyrogallol-quinone +H.0,

Brievement, 200 pul d’homogénat tissulaire ont été incubés dans un tampon Tris-HCI (pH
8,2) en présence de KCN, comme inhibiteur de la Cu/ZNSOD et FeSOD, et de pyrogallol.
L’oxydation du pyrogallol a été observée a 420 nm (Marklund and Marklund, 1974).

L’activité SOD a été exprimée en U/mg de protéine. Une unité (U) est définie comme

I’activité inhibant 1’auto-oxydation du pyrogallol de 50 %.

3.2.5.2 Mesure de ’activité catalase

La catalase (EC 1.11.1.7) est une hydrogéne-peroxyde oxydoréductase ubiquitaire qui

catalyse la réaction de décomposition du peroxyde d'hydrogene en eau et oxygene.

2H, O, ——» 2H,0+0;

L’activité catalase a été mesurée dans 100 pl d’homogénat tissulaire a pH 7.0 en présence
de H202 (10 mM) et de tampon phosphate (50 mM). La cinétique de dégradation de H20; a été
mesurée a 25°C pendant 3 minutes, a une longueur d’onde de 240 nm (Aebi, 1984). L activité
enzymatique a été exprimée en uM H202/mg de protéine.

Une unité de catalase correspondait a K qui était égale a (2.30/t) (log A1/A2), ou t était
le temps en secondes, A1 1’absorbance a temps zéro et A2 I’absorbance a 2 minutes (Starrs et

Coll., 2001).
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3.2.5.3 Mesure des niveaux de glutathion réduit

Le Glutathion réduit est un tripeptide actif du glutathion doté d’un groupement sulthydrile
capable de réduire les peroxydes cellulaires.

2 GSH + Acide 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoique) ——» GS-SSG + 2 Thionitrobenzoate + 2H*
(DTNB) (TNB?)

Le glutathion réduit a été mesuré aprés déprotéinisation de notre échantillon dans de
I’acide sulfosalicylique. Le surnageant a ensuite été incubé avec le réactif d’Ellman (5,5-dithio-
bis-2-nitrobenzoique, DTNB) a pH 8,2 dans un volume réactionnel égal a 200 ul. Ce dernier a
réagi spontanément avec le groupement sulfhydryle (-SH) du GSH, conduisant a I’apparition
d’une coloration jaune (Ellman, 1959).

La quantité de GSH a été mesurée et quantifiée a 412 nm et exprimée en nmoles de
GSH/mg de protéines.

3.2.5.4 Mesure des niveaux de malondialdehyde

La malondialdéehyde (MDA\) est un produit final de la peroxydation lipidique.

Le dosage du MDA repose sur la réaction de ce dernier avec 1’acide thiobarbiturique
(TBA) en milieu acide pour former un pigment rose. Brievement, 100 ul d’homogénat tissulaire
ont été incubés a 95°C pendant une heure avec de ’acide thiobarbiturique 0,8 % et du sodium
dodecylsulfate 8,1%. La réaction a été arrétée par un refroidissement rapide et une
centrifugation a +4°C. La densité optique a été mesurée a 532 nm (Ohkawa et al., 1979). La

concentration tissulaire en MDA a été exprimée en Moles/mg de protéines.

3.2.5.5 Mesure des niveaux des produits avancés d’oxydation des protéines

Les produits avancés d’oxydation des protéines (AOPP) sont des produits finaux de
1I’oxydation protéique.

La détermination des niveaux d’AOPP repose sur ’oxydation des protéines dans
I’échantillon par 1’ajout d’iodure de potassium (KI) et d’acide acétique glacial. Brievement, 200
ul d’échantillon (dilué a 1:5 dans le PBS) est ajouté a 20 pl d'acide acétique et 10 ul d'iodide
de potassium (1,16 M). La réaction a été stoppeée par l'ajout de 20 pl d'acide acétique (Witko-
Sarsat et al., 1996). L’absorbance mesurée est extrapolée a une courbe de calibration standard

utilisant une solution de chloramine-T (de 0 a 100 pumol/l).
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3.2.6 Etudes des altérations hépatiques macroscopiques et microscopiques

Dans la derniére partie expérimentale de notre étude, nous avons concentré nos efforts
sur I'évaluation du profil d’innocuité hépatique du DMF. Cette démarche vise a garantir que ce
composé ne presente pas d'effets hépatotoxiques similaires a ceux freqguemment observés avec
les médicaments de chimiothérapie. Pour ce faire, nous avons réalisé des analyses histologiques
et biochimiques afin de détecter d'éventuels dommages hépatiques.

3.2.6.1 Etudes histologiques

Apreés sacrifice des animaux, une partie des tissus hépatiques ont été prélevés et fixés dans
du formol, déshydratés dans des bains d'alcool, éclaircis dans du xyléne, puis imprégnés de
paraffine. Apreés inclusion en paraffine, des sections histologiques de 2uM ont été réalisées,

fixées sur des lames et colorées avec de I'hématoxyline et de I'éosine.

Nous nous sommes par ailleurs reposés sur des critéres histologiques spécifiques pour

I'évaluation des altérations hépatiques (Black et al., 2014; Melo et al., 2019). A savoir :

- Dilatation des Sinusoides, indiquant une congestion et une altération du flux
sanguin.

- Ballonnement des hépatocytes, di a I'accumulation d'eau et de lipides, souvent
associe a la stéatose.

- Inflammation, due a I’infiltration de cellules inflammatoires dans le parenchyme
hépatique, indiguant une réponse immunitaire.

- Nécrose, identifiable par des membranes cellulaires et des noyaux fragmentés.

- Fibrose, par formation de tissu conjonctif fibreux excessif, pouvant entrainer des
cicatrices et une altération de la fonction hépatique.

- Stéatose, en fonction de I'étendue des gouttelettes lipidiques.

Ces critéres aident a déterminer I'étendue des dommages hépatiques et les effets hépatotoxiques
potentiels des médicaments de chimiothérapie.
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3.2.6.2 Etudes biochimiques des parameétres de toxicité hépatique

3.2.6.2.1 Dosage de I’activité ASAT

L'aspartate aminotransférase (AST) catalyse le transfert réversible d'un groupe amine de
I'aspartate vers l'a-cétoglutarate, produisant ainsi du glutamate et de [I'oxaloacétate.
L'oxaloacétate forme est ensuite réduit en malate grace a l'action de la malate déshydrogénase
(MDH) en présence de NADH.

ASAT
Aspartate + a-Cétoglutarate —— Glutamate + Oxalacétate

MDH
Oxalacétate + NADH + H* —> Malate + NAD’

La diminution de la concentration de NADH, mesurée par photométrie, est directement
proportionnelle a la concentration d'AST dans I'échantillon. Les résultats ont été exprimés par
unité internationale (U/L) qui correspond a la quantité d’enzymes qui convertit 1 pumol de

substrats par minute, dans des conditions standard.

3.2.6.2.2 Dosage de I’activité ALAT

L’alanine aminotransférase (ALT), autrefois connue sous le nom de transaminase
glutamique pyruvique (GPT), catalyse le transfert réversible d'un groupe amine de I'alanine vers
l'a-cétoglutarate, ce qui produit du glutamate et du pyruvate. Le pyruvate ainsi formé est ensuite

réduit en lactate grace a l'action de la lactate déshydrogénase (LDH) en présence de NADH.

ALAT
Alanine + a-Cétoglutarate — Glutamate + Pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH + H' — Lactate + NAD'

La vitesse de réduction de la concentration de NADH, mesurée photométriquement, est
proportionnelle a la concentration catalytique d'ALT dans I'échantillon. Les résultats ont été

exprimeés par unité internationale (U/L).
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3.2.7 Etude statistique

Pour la partie in vivo, les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Le logiciel
GraphPad Prism v. 8.0 a été utilisé pour analyser les données et les convertir en graphes. Le
test ANOVA unidirectionnel avec un test post-hoc de Newman-Keuls a été utilisé pour
comparer les différences entre les groupes expérimentaux, avec P < 0.05 considéré comme

significatif.
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4 Résultats

4.1 Altérations microscopiques et macroscopiques associees au CAC murin

Dans notre étude, nous avons utilisé un modele murin établi au DMH et DSS pour étudier
les stades précoces de la carcinogenese colorectale associée a la colite chronique chez la souris.
Ce protocole expérimental nous permet de mimer les principales étapes de la séquence
inflammation-cancer observée dans le CAC. L'exposition au DMH a induit des lésions
précancéreuses, telles que les ACF et des MDF, tandis que le DSS a provoqué une inflammation
colique chronique soutenue, créant ainsi un microenvironnement tumoral propice a la
progression néoplasique. L'utilisation de ce modéle murin nous a permis d’évaluer I’effet

thérapeutique du DMF sur la carcinogenese colorectale liée a I'inflammation.

4.1.1 LaDMH/DSS induit un développement d’un CAC

A la fin de notre protocole d’induction DMH/DSS, les souris présentaient des signes
cliniques typiques d’une colite aigué entre une hypoactivité, changement des habitudes
alimentaires, perte de poids mais aussi des diarrhées et des lésions rectales. Ainsi, apres
sacrifice et isolement des colons, nous avons remarqué la présence d’ulcération colique ainsi
qu’un épaississement de la paroi colique, ce qui a contribué a un rétablissement du lumen et
donc a une réduction significative de la taille moyenne des colons de nos souris issues du groupe

DMH/DSS par rapport au groupe contréle (Fig. 20 ; p <0.001).

A

>

Taille moyvenne des colons (¢m)

Figure 20. Le DMH/DSS a induit des altérations macroscopiques sur les colons des
souris. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, avec *p < 0.05 et ***p < 0.001 vs

contrdle groupe.
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Afin d'explorer en détail les altérations induites par I’administration du DMH/DSS, nous

avons réalisé une analyse histologique des tissus coliques prélevés chez les souris.

Dans un premier temps, nous avons effectué une coloration au bleu de méthyléne pour
visualiser et quantifier les ACF, considérés comme des précurseurs d’'un CCR (Fig. 21).
Ensuite, nous avons réalisé une évaluation biochimique de I’activité de la PAL, comme indice

de la prolifération des cellules coliques (Fig. 22).

Groupe Contrdle Groupe DMH/DSS

Figure 21. Le DMH/DSS induit la formation et la multiplicité des ACF (A)
Photographies de clons apres coloration au bleu de méthyléne, issues de souris des groupes
contrdles, DMH/DSS. Grossissement x400.

Dans notre modele de CAC induit chimiquement, le DMH/DSS a induit la formation
des ACF au niveau des colons de souris, avec un nombre total de 137 =+ 11 ACF/colon
parallélement & une augmentation significative de I’activité PAL d'environ 100% dans le groupe
DMH/DSS (p < 0,05) (Fig. 22).
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Figure 22. Effet du DMH/DSS sur la prolifération des cryptes coliques. Activité de la
phosphatase alcaline dans [’homogénat tissulaire. Les résultats sont exprimés en moyenne +

SEM, avec *p < 0.05 et ***p < 0.001 vs contrdle groupe.

Tableau I11. Multiplicité des ACF dans les groupes de souris.

ACF<5 ACF>5
DMH/DSS 8710 50114
DMF 30 T8LT7H## 184 ** and gy
DMF 100 121423** 49+17
OXA 87+13## 17147 and gt

*p <0.05 et **p < 0.01 vs DMH/DSS, #p < 0.05, ##p < 0.001 vs DMF100

Ensuite, nous avons effectué une coloration a I'nématoxyline et a I'éosine afin d'examiner
les altérations de I'architecture tissulaire, telles que lI'inflammation, les dysplasies épithéliales
et autres changements précancéreux (Fig. 23 A), ainsi qu’une coloration au bleu Alcian pour
évaluer la déplétion en mucines (Fig. 23 B).



Résultats

>

Groupe Controle

Groupe DMH/DSS

Figure 23. Le DMH/DSS a |ndU|t des IeS|ons microscopiques du colon et aggrave la

séverité de la colite. (A) Photographies de cblons apreés coloration H&E issus des groupes
controles et DMH/DSS Grossissements X100, X400.

L'évaluation histopathologique des sections de cbélon du groupe témoin a montré une
histo-architecture normale sans signes d’anomalie apparente. Les cryptes étaient intactes et les
cellules caliciformes, responsables de la production de mucus, étaient bien développées et

abondantes.

En revanche, les sections de cblon du groupe traité par DMH/DSS ont montré des
altérations histopathologiques significatives. Les cryptes apparaissaient dysplasiques,
caractérisées par un nombre accru de cellules, indicateur de prolifération cellulaire anormale,
avec une réduction marquée du nombre de cellules caliciformes et une diminution
correspondante de la production de mucus compromettant la barriére épithéliale. De plus, une
infiltration significative de cellules inflammatoires a été observée dans la lamina propria (Fig.
23).
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Figure 23. Le DMH/DSS a induit des lésions microscopiques du cdlon et aggraveé la sévérité
de la colite. (B) Photographies de c6lons apreés coloration au bleu Alcian issus des groupes
contréles et DMH/DSS Grossissements X100, X400.

4.1.2 Le DMF a un effet dual sur les altérations macroscopiques et microscopiques au
DMH/DSS

Le traitement des groupes de souris avec deux doses différentes de DMF a induit deux
effets distincts (Fig. 24). La faible dose de 30 mg/kg (DMF30) a réduit de maniere significative
I’incidence (p < 0,05) ainsi que la multiplicité (p < 0,01) des ACF. Cette réduction était
comparable a I’effet observé apres le traitement des souris avec I’oxaliplatine (OXA), utilisée
comme molécule de référence dans cette étude. Plus précisément, le DMF30 a entrainé une
réduction d’environ 30 % (p < 0,05) de I’incidence des ACF, tandis que ’OXA a obtenu une
réduction de 23 % (p > 0,05).

En revanche, la forte dose de 100 mg/kg (DMF100) a entrainé une augmentation
surprenante de 39 % du nombre total des ACF (p < 0,05) et de leur multiplicité (p < 0,01) par
rapport aux souris traitées par DMH/DSS (Fig.25, Tableau I).
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Groupe DMF30 Groupe DMF100

Groupe OXA

Figure 24. Effet dual du DMF sur la formation et la multiplicité ACF (A)
Photographies de c6lons apreés coloration au bleu de méthylene issues de souris issus des
groupes DMF30, DMF100 et OXA. Grossissement x400.
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Figure 25. Effet des différents traitements sur la prolifération des cryptes coliques. (A) :
Nombre d’ACF par célon, (B) : Activité de la phosphatase alcaline dans I’homogénat
tissulaire. Les résultats sont en moyenne £ SEM, avec *p < 0.05 et ***p < 0.001 vs contrdle
groupe, ##p < 0.01 et ###p <0.001 vs DMH/DSS groupe, eop < (.01 et eoep < ().001 vs
DMF100.
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L’évaluation histopathologique a également révélé que 1’administration de DMF a 30
mg/kg chez les souris traitées par le DMH/DSS a non seulement maintenu 1’architecture
normale des cryptes, mais a également restauré la population de cellules caliciformes. De plus,
la faible dose a réduit de maniére significative I’infiltration des cellules inflammatoires dans la
lamina propria (Fig. 26).

>

Groupe DMF30

Groupe DMF100

Groupe OXA

Figure 26. Effet dual du DMF sur les Iésions microscopiques du colon et la sévérité de la

colite. (A) Photographies de colons apres coloration H&E issus des groupes DMF30,
DMF100 et OXA. Grossissement x100 et x400.
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En revanche, la forte dose a exacerbé la dysplasie des cryptes en augmentant le nombre
de MDF et en provoquant une distorsion des cryptes, conduisant & une rupture de la muscularis
mucosa et a I'invasion de glandes depuis la muqueuse vers la sous-muqueuse. De plus, le
DMF100 a fortement augmenté l'infiltration des cellules inflammatoires dans la lamina propria

ainsi que dans la sous-muqueuse, aggravant ainsi le cancer associé a la colite.

La chimiothérapie a réduit de maniére drastique les cryptes aberrantes dysplasiques mais
sans amélioration significative de I'architecture colique, marquée par une aggravation de la
colite et I'installation d'une nécrose cellulaire (Fig. 26).
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Groupe DMF30

Groupe DMF100

Groupe OXA

Figure 26. Effet dual du DMF sur les Iésions microscopiques du colon et la sévérité de la
colite. (B) Photographies de colons apres coloration bleu Alcian issus des groupes DMF30,
DMF100 et OXA. Grossissements X100, X400.
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4.2 Implication du stress oxydatif dans le développement du CAC

Nous avons examiné l'effet du DMF sur le stress oxydatif, un mécanisme clé dans la

carcinogenése colique induite par I'inflammation chronique.
4.2.1 Lafaible dose de DMF diminue la peroxydation lipidique et protéique

Dans le cadre de notre étude, nous avons évalué deux marqueurs clés de 1I’oxydation : le
MDA et ’AOPP. Le MDA est un sous-produit de la dégradation des acides gras polyinsaturés
résultant de la peroxydation lipidique au sein des membranes cellulaires. Les AOPP, quant a
eux, sont des marqueurs de I'oxydation des protéines, indiquant des modifications oxydatives

qui peuvent affecter la fonction et la structure des protéines.
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Figure 27. Evaluation des marqueurs pro-oxydants. Analyse des (A) niveaux de
malondialdehyde (MDA) (B) niveaux des produits avancés d oxydation des protéines
(AOPP). *p < 0.05 et ***p < 0.001 vs contrdle groupe, ##p < 0.01 et ###p <0.001 vs

DMH/DSS groupe.

Les résultats obtenus ont montré une élévation significative des marqueurs oxydants dans
le groupe de souris traité au DMH/DSS. Plus précisément, les niveaux de MDA étaient 1,3 fois
plus elevés que ceux du groupe témoin (p > 0,05). En revanche, les AOPP ont présenté une
augmentation encore plus marquée, atteignant 2,4 fois les niveaux observés dans le groupe
contréle (Fig. 27, p < 0,01). Ces résultats suggérent I'émergence d'un stress oxydatif dans notre
modeéle d'inflammation colique, ce qui pourrait jouer un role dans les lésions cellulaires et
I'évolution du cancer.
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L’évaluation des marqueurs pro-oxydants a aussi mis en évidence une disparité d’effet
considérable selon la dose administrée du DMF. En effet, la faible dose a entrainé une réduction
significative des niveaux de MDA et d’AOPP, ramenant ces valeurs a des niveaux similaires a
ceux du groupe contréle (p <0,01). En revanche, lorsque nous avons utilisé une dose plus élevéee
de DMF, aucune amélioration notable n'a été constatée, les niveaux de MDA et d'’AOPP restant
presque identiques & ceux du groupe DMH/DSS. Ces résultats indiquent que le DMF a faible
dose peut atténuer le stress oxydatif en diminuant les dommages oxydatifs aux lipides et aux

protéines (Fig. 27).

En paralléle, dans le groupe traité avec I'oxaliplatine, une augmentation drastique du
niveau de MDA a été observee, atteignant 2,6 fois celui du groupe contrdle (p < 0,001).
Cependant, les niveaux d’AOPP n'ont pas montré de différence significative par rapport aux
souris du groupe DMH/DSS, suggérant que la chimiothérapie induit une réponse oxydative
similaire a celle observée dans le groupe DMF100 (Fig. 27).

4.2.2 Lafaible dose de DMF augmente les activités du systéeme antioxydant enzymatique

La superoxyde dismutase (SOD) et la catalase sont deux enzymes anti-oxydantes
synergiques qui jouent un rdle crucial dans la protection des cellules contre le stress oxydatif

afin de réduire les risques de dommages cellulaires.

Dans notre étude, nous avons observé une diminution significative des activités anti-
oxydantes dans le modéle DMH/DSS. Les niveaux de superoxyde dismutase (SOD) et de
catalase ont respectivement diminué de 46 % (p < 0,01) et de 35 % (p < 0,05) par rapport au
groupe contréle (Fig. 28). Cette réduction des activités enzymatiques témoigne d'une capacité
affaiblie de I'organisme a neutraliser les radicaux libres, ce qui peut exacerber le stress oxydatif
et augmenter le risque de dommages cellulaires contribuant a la progression des lésions

tissulaires.

Le DMF a montré des effets contrastés selon la dose administrée. Le DMF30 a induit
une augmentation significative des activités de SOD et de catalase d'environ 30 % et 40 %,
respectivement, par rapport au groupe DMH/DSS (p < 0,001). Ces résultats suggerent que le
DMF30 peut renforcer la capacité de lI'organisme a lutter contre le stress oxydatif, favorisant

ainsi un environnement cellulaire plus sain et réduisant les risques de dommages oxydatifs.
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Figure 28. Evaluation des marqueurs du systeme antioxydant. Analyse de (4) I’ activité
superoxyde dismutase mitochondriale (SOD2), (B) [ activité catalase (Cat) avec *p < 0.05 et
***n < 0.001 vs contréle groupe, ##p < 0.01 et ###p <0.001 vs DMH/DSS groupe.

En revanche, l'administration de DMF a forte dose (DMF100) n'a pas produit
d'amélioration notable. L'activité de SOD est restée presque identique a celle observée dans le
groupe DMHY/DSS, tandis que l'activité de la catalase a diminué d'environ 35 % (p < 0,001).
Cela suggére que cette posologie pourrait ne pas étre efficace pour restaurer les fonctions anti-

oxydantes et pourrait au contraire aggraver le stress oxydatif.

Concernant le groupe traité avec I'oxaliplatine, les activités de SOD et de catalase n'ont
présenté aucune différence significative par rapport aux souris du groupe DMH/DSS. Cela
suggere que l'oxaliplatine n'a pas eu d'effet protecteur significatif sur les niveaux des

antioxydants dans ce modeéle (Fig. 28).

4.2.3 La faible dose de DMF induit une déplétion des réserves de glutathionne du
systeme antioxydant non-enzymatique

Le GSH joue un role essentiel dans la protection des cellules contre les dommages

oxydatifs en neutralisant les radicaux libres et en participant a la réparation des lésions

cellulaires. Nous avons donc évalué les niveaux de GSH.

Les résultats de notre étude indiquent une diminution significative des niveaux de

glutathion réduit (GSH) dans le groupe DMH/DSS, avec une baisse de 25 % par rapport au
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groupe controle (Fig. 29, p > 0,05). Cette réduction des réserves de GSH suggere une
perturbation de I'équilibre redox dans ce modele d'inflammation colique, rendant les cellules
plus vulnérables au stress oxydatif. La diminution du GSH, un antioxydant clé, compromet la
capacité des cellules a neutraliser les ROS, ce qui peut entrainer des dommages cellulaires et

aggraver l'inflammation.
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Figure 29. Evaluation des marqueurs antioxydants. Analyse des niveaux de glutathion (GSH)
dans [’homogénat tissulaire colique. *p < 0.05 et ***p < 0.001 vs groupe contréle, ##p <
0.01 et ###p <0.001 vs groupe DMH/DSS.

Le traitement des souris avec le DMF aux deux doses différentes n’a pas permis de
restaurer les niveaux de GSH, qui ont chuté de 46 % dans le groupe DMF 30 par rapport aux
souris DMH/DSS (p < 0,001) et qui sont restés presque équivalents dans le groupe DMF100 a
ceux observés dans le groupe DMH/DSS. Cette déplétion des réserves de GSH suggere que
d'autres mécanismes, tels que l'augmentation de l'activité des enzymes anti-oxydantes SOD et
catalase, peuvent contribuer de maniére plus significative aux effets protecteurs de ce traitement

contre le stress oxydatif.

De méme, dans le groupe OXA, les niveaux de GSH n'ont pas montré d'amélioration

significative par rapport aux souris du groupe DMH/DSS.
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4.3 Remodelage du microenvironnement inflammatoire au cours du CAC

4.3.1 Lafaible dose de DMF réduit I'infiltration des neutrophiles

L'infiltration des neutrophiles dans le tissu colique est un marqueur clé¢ d’inflammation
intestinale. Dans cette étude, I'activité de la myéloperoxydase (MPO), une enzyme abondante
dans les neutrophiles, a été utilisée comme indicateur indirect du recrutement de ces cellules

immunitaires inflammatoires.

Les résultats de notre étude ont révélé une augmentation significative de I'activité de la
MPO dans le tissu colique des souris traitées avec DMH/DSS, atteignant environ 37 % de plus
que dans le groupe contréle (p < 0,01). Cette élévation indique une infiltration accrue des
neutrophiles, ce qui est caractéristique de notre modele expérimental d'inflammation colique

chronique (Fig.30).
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Figure 30. Evaluation biochimique de [’activité de la myeloperoxidase. *p < 0.05 et
***n < 0.001 vs groupe controle, ##p < 0.01 et ###p <0.001 vs groupe DMH/DSS.

Les résultats de l'activité enzymatique de la MPO ont été corroborés par une analyse
immunohistochimique de cette proteine sur les coupes de tissu colique. L'intensité de la
coloration de la MPO était réduite dans le groupe DMF30, reflétant une diminution de
I'infiltration des neutrophiles. A I’inverse, le groupe DMF100 a présenté un marquage plus
intense de la MPO, ce qui est en accord avec I'absence d'effet inhibiteur de cette dose élevee
sur l'activité enzymatique (Fig. 31).
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Groupe Controle Groupe DMH/DSS
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Figure 31. Effet du DMF et de [’OXA sur le recrutement des neutrophiles dans le tissu

coligue de souris traitées au DMH/DSS. Détection immunohistochimique de la protéine
MPO sur des cblons issus des groupes controles, DMH/DSS, DMF30, DMF100 et OXA.
Grossissement x400.

4.3.2 La faible dose de DMF diminue I'infiltration des lymphocytes B

Les cellules B jouent un réle crucial dans les réponses immunitaires adaptatives,
notamment de type Th2, au cours de la colite ulcéreuse. Leur activation et leur prolifération
peuvent contribuer au développement du CAC en favorisant I'inflammation chronique et en
modifiant le microenvironnement tumoral. Dans notre étude, nous avons examingé I'expression
du marqueur CD20 et I'activité ANAE pour évaluer I'impact des cellules B dans notre modele
murin de CAC.

Les résultats ont montré une augmentation significative du nombre de cellules positives
pour CD20 dans le groupe traité avec DMH/DSS, avec une hausse de 39 % par rapport au
groupe contréle (Fig. 32, p <0,001).
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Figure 32. Effet du DMF et de ['OXA sur le recrutemeAnt- des lymphocytes dans le tissu

colique de souris traitées au DMH/DSS. Détection immunohistochimique du cluster de

différenciation CD68+. Grossissement x400.

Nous avons aussi remarqué des effets opposés des traitements sur I'expression de CD20.
La faible dose de DMF et la chimiothérapie ont respectivement réduit I'expression du CD20 de
23 % (Fig. 33 A, p < 0,05) et de 13 % par rapport au groupe DMH/DSS, suggérant une
atténuation de I’infiltration et de 1'activation des cellules B. En revanche, le traitement avec la
forte dose de DMF a entrainé une augmentation de I'expression du CD20 d'environ 30 % par
rapport au groupe DMH/DSS (Fig. 33 A, p < 0,01), ce qui pourrait indiquer une réponse

immunitaire altérée ou une activation excessive des cellules B dans ce contexte.
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Figure 33. Evaluation de /’infiltration lymphocytaire dans [’homogénat tissulaire
coligue de souris traitées au DMH/DSS. (A) : pourcentage de cellules positives CD20, (B):
évaluation biochimique de [’activité ANAE lymphocytaire dans [’homogénat tissulaire *p <
0.05 et ***p < 0.001 vs groupe contrdle, ##p < 0.01 et ###p <0.001 vs groupe DMH/DSS.

Ces résultats ont été corroborés par 1'analyse de I’ANAE lymphocytaire, qui a montré une
augmentation marquée d'environ 100 % dans le groupe DMH/DSS par rapport aux souris
témoins (p < 0,01). De plus, le DMF30 a réussi a restaurer I'activité de 'ANAE des lymphocytes
a la valeur de contrdle, suggérant un effet bénéfique de ce traitement sur la modulation de
I'activation des cellules B (Fig. 33 B, p <0,01).

4.3.3 La faible dose de DMF favorise la polarisation M2 des macrophages

Les macrophages jouent un role central dans la réponse immunitaire et leur infiltration
dans les tissus est souvent associée a des états inflammatoires. Dans cette étude, nous avons
évalué l'inflammation colique en mesurant le taux d'expression de CD68, un marqueur

specifique des macrophages ainsi que leur activité ANAE.

L’analyse du marquage sur les lames de nos souris a montré une forte expression du
CD68" dans la lamina propria de la muqueuse colique des souris DMH/DSS. Plus précisément,
I'expression de CD68 a augmenté de 68 % par rapport au groupe contréle (p < 0,001), indiquant
une infiltration significative des macrophages dans le tissu colique en réponse a l'inflammation

induite expérimentalement (Fig. 34).
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Groupe Controle

Figure 34. Effet du DMF et de ['OXA sur le recrutement des macrophages dans le
tissu colique de souris traitées au DMH/DSS. Détection immunohistochimique du cluster de

différenciation CD68+. Grossissement x400.

Concernant nos traitements, ni le DMF a forte dose, ni la chimiothérapie n'ont montré
d'effet significatif sur la réduction des cellules positives au CD68 dans la muqueuse colique. En
revanche, le groupe DMF30 a montré des résultats prometteurs avec une diminution de
I'infiltration des macrophages d'environ 26 % par rapport au groupe DMH/DSS (p < 0,001).
Cette réduction indique que le DMF30 pourrait exercer un effet anti-inflammatoire en limitant
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I’infiltration de macrophages dans le tissu colique, impactant directement sur l'inflammation

chronique colique (Fig. 35A).

Ces résultats sont également corroborés par I'analyse de I'activité estérase non spécifique
des macrophages (ANEA) (Fig. 35B). Dans le groupe DMH/DSS, l'activité de I'ANEA a
fortement augmenté d'environ 420 % par rapport aux souris témoins, ce qui reflete une
infiltration accrue des macrophages dans un milieu inflammatoire. En revanche, le traitement
avec le DMF30 a permis de réduire efficacement I'activité de 'ANEA, ramenant celle-ci a des
niveaux similaires a ceux du groupe controle (18,96 + 8,93 vs 54,47 £ 28,20 uM de protéines)
(p <0,001).

>
=

© 100- ko
. 607 * %k T
3 Fokok - w 2 go-
a ek <5
O i pd 8
8 404 #HH# < o> 60-
= = €
@ 3=
8 g2 40
D > ac
< 20 28
= <L£ z 20
: 2l N
o
0\ 0- T T =+ 0- ! S
A Q O K >
& & € & ol &
& Q> Q N P
XA\ Q

Figure 35. Effet des différents traitements sur le recrutement des macrophages dans le
tissu coligue de souris traitées au DMH/DSS. (A) Pourcentage de cellules positives CD68,

(B) Evaluation biochimique de [activité ANAE macrophagique dans [’homogénat tissulaire.

Nous avons par la suite examiné I'impact du DMF sur la polarisation des macrophages,
en nous concentrant sur les phénotypes de polarisation M1 et M2. Pour ce faire, nous avons
mesuré deux parametres clés : les niveaux de nitrites, qui sont des marqueurs associés aux
macrophages de type M1, et l'activité de I'arginase, qui est un indicateur des macrophages de
type M2(Fig. 36).

Nos résultats ont révélé une augmentation significative des niveaux de nitrites coliques
chez les souris traitées avec le modele DMH/DSS, avec une élévation de 67 % par rapport au

groupe contrdle (p > 0,05). Cette augmentation des nitrites suggére une activation accrue des
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macrophages M1, qui sont souvent associés a des réponses pro-inflammatoires. En revanche,
I'activité de I'arginase a montré une diminution de 24 % dans le méme groupe (p > 0,05). Cette
diminution pourrait indiquer une réduction de la polarisation vers le phénotype M2, qui est
généralement associé a des effets anti-inflammatoires. Ces résultats sont révélateurs d'une
prépondérance des macrophages M1 par rapport aux M2, soulignant ainsi un environnement

inflammatoire dominant dans notre modéle DMH/DSS.

Le traitement dans le groupe DMF30 a montré un effet significatif du DMF sur la
polarisation des macrophages, diminuant considérablement le rapport nitrites/arginase
d'environ 3,9 fois par rapport au groupe DMH/DSS (p < 0,001). Cette réduction indique une
transition vers une polarisation accrue des macrophages vers le phénotype M2, suggérant que
le DMF30 pourrait favoriser un environnement anti-inflammatoire et promouvoir la réparation

tissulaire (Fig. 36).
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Figure 36. Evaluation de la polarisation des macrophages dans [’homogénat
tissulaire colique de souris traitées au DMH/DSS. Nitrites (A), Activité Arginase (B). *p <

0.05 et ***p < 0.001 vs groupe contréle, ##p < 0.01 et ###p <0.001 vs groupe DMH/DSS.

4.4 Meécanisme moléculaire associé a I’effet antioxydant et anti-inflammatoire du DMF

Le NRF2 est un facteur de transcription clé qui régule la réponse anti-oxydante et joue un
role crucial dans la protection cellulaire contre le stress oxydatif. Nous avons évalué

I'expression de NRF2 par immunohistochimie (Fig. 37).
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Dans le groupe contréle, I'expression du NRF2 était relativement faible au sein de la
mugqueuse colique. Cette expression modérée suggere un niveau de base d'activité anti-
oxydante, qui est crucial pour maintenir I'noméostasie cellulaire et protéger contre le stress
oxydatif. En revanche, dans le groupe traité avec du DMH/DSS, une diminution marqueée voire
absente de I'expression du NRF2 a été observée dans la muqueuse colique. Cette réduction
significative met en évidence les effets néfastes de I'inflammation chronique sur la régulation

de NRF2 et suggere une réponse anti-oxydante compromise (Fig. 37 A).
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Figure 37. Evaluation de [ ’expression des facteurs de transcription NRF2 et p53 dans le tissu

colique de souris traitées au DMH/DSS. Détection immunohistochimique des facteurs NRF2

sur des colons issus des groupes controle et DMH/DSS. Grossissement x400, x1000.

Conformément & nos attentes, le traitement avec une faible dose de DMF a entrainé une
augmentation significative de I'expression du NRF2 au sein des cryptes de Lieberkihn (Fig. 37
B). Cette amélioration suggére que le DMF30 stimule effectivement la voie anti-oxydante
médiée par le NRF2, favorisant ainsi les mécanismes de défense cellulaire contre le stress
oxydatif. L'augmentation de I'expression du NRF2 dans ce contexte indique une restauration de
la capacité anti-oxydante au sein de la mugueuse colique, ce qui pourrait contribuer a atténuer

les effets néfastes de I'inflammation induite par le DMH/DSS
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Il est intéressant de noter que le traitement avec une dose elevée de DMF a également
conduit & une augmentation de I'expression de NRF2, similaire a celle observée avec la faible
dose. Cependant, le marquage a été observé principalement dans les cellules immunitaires, y

compris les macrophages, les neutrophiles et les lymphocytes situés dans la lamina propria
(Fig. 37 B).
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Figure 37. Evaluation de l’expréssion des fa
colique de souris traitées au DMH/DSS. Détection immunohistochimique des facteurs NRF2
sur des colons issus des groupes DMF30, DMF100 et OXA. Grossissement x400, x1000.

En paralléle, nous avons exploré I'expression de la p53, une protéine qui joue un role

essentiel dans la régulation du cycle cellulaire et la réponse aux dommages de I'ADN. La p53
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est souvent qualifiée de "gardien du génome" en raison de sa fonction cruciale dans la détection
des anomalies cellulaires et la prévention de la progression tumorale (Fig. 38)
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de souris traitées au DMH/DSS. Détection immunohistochimique des facteurs p53 sur des

colons issus des groupes controle et DMH/DSS. Grossissement x400, x1000.

Dans notre modele de CAC, nous avons observé une augmentation notable de I'expression
de la protéine p53 dans le groupe traité avec DMH/DSS. Cette elévation a été constatéee a la fois
dans la lamina propria et au fond des cryptes de Lieberkiihn (Fig. 38 A). L'augmentation de
I'expression de p53 dans ces régions suggere que l'inflammation chronique induite par
DMH/DSS active ce régulateur clé du cycle cellulaire et des réponses aux dommages de I'ADN.
Cette activation pourrait avoir des conséquences importantes, notamment en favorisant la
production de cytokines pro-inflammatoires, ce qui pourrait aggraver l'inflammation et
contribuer & un cercle vicieux ou l'inflammation chronique favorise davantage d'atteintes

tissulaires et, potentiellement, la progression vers le cancer colorectal.

En réponse au traitement par DMF a faible dose, nous avons noté une augmentation
significative de l'expression de la p53, mesurée a environ 100 % par rapport au groupe
DMH/DSS (p < 0,05) dans les cellules immunitaires de la lamina propria. De maniére encore
plus marquée, le traitement avec une dose élevée de DMF a entrainé une augmentation encore
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plus significative de l'expression de p53, atteignant environ 155 % par rapport au groupe
DMH/DSS (p < 0,001) dans les cellules immunitaires de la lamina propria (Fig. 38 B). Ces
résultats indiquent que le DMF pourrait moduler I'expression de p53, ce qui pourrait avoir des
implications pour la régulation de la réponse inflammatoire et la protection contre les lésions

cellulaires.
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Figure 38. Evaluation de / ‘expression des facteurs de transcription p53 dans le tissu colique

de souris traitées au DMH/DSS. Détection immunohistochimique des facteurs p53 sur des
colons issus des groupes DMF30, DMF100 et OXA. Grossissement x400, x1000.

Enfin, dans le groupe traité avec lI'oxaliplatine, nous n‘avons pas observé d'augmentation
significative de I'expression de la p53 par rapport au groupe DMH/DSS. Cela indique que le
traitement par oxaliplatine n'a pas réussi a stimuler les mécanismes régulateurs associés a p53

dans le contexte d'une inflammation chronique. L'absence d'effet sur I'expression de p53
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suggere que l'oxaliplatine pourrait ne pas offrir les mémes bénéfices en termes de modulation

des réponses inflammatoires que ceux observés avec le traitement par DMF.

4.5 Altération structurale et fonctionnelle hépatique associée au traitement

Dans la derniere partie expérimentale de notre étude, nous nous sommes intéresses a
I'évaluation de I'hépatotoxicité du DMF par rapport a la toxicité hépatique préétablie induite par
I’oxaliplatine. L'oxaliplatine €tant un agent chimiothérapeutique connu pour provoquer des
Iésions hépatiques significatives, notre objectif était d'évaluer le profil de sécurité du DMF sur
la fonction hépatique, mais aussi pour éclairer les décisions cliniques concernant la prise en
charge des patients subissant une chimiothérapie pour des pathologies malignes associées au

foie.

Pour ceux-1a, nous avons d’abord effectué¢ une coloration a I'hématoxyline et a I'éosine
d’événements significatifs d’altérations de l'architecture tissulaire tels qu’une stéatose

hépatique, hépatite médicamenteuse voire une nécrose hépatocellulaire (Fig. 39).

45.1 Le DMF a un effet dual sur les altérations hépatiques au DMH/DSS

L'architecture histologique du groupe témoin révéle des hépatocytes polygonaux
mononucléés et binucléés organisés en cordons, ou travées, rayonnant a partir de la veine
centrale et formant la structure classique du lobule hépatique. Les sinusoides hépatiques tissent
un réseau structuré parmi ces travees d'hépatocytes, convergeant finalement dans la veine

centrale.

Dans le groupe traité avec une faible dose de DMF, larchitecture hépatique est
globalement préservée, indiquant une intégrité cellulaire et tissulaire maintenue. Cependant, on
observe la présence de microsteatose, caractérisée par des petites gouttelettes de graisse dans le
cytoplasme des hepatocytes, comme une forme de stéatose hepatique, bien que modéreée,

suggere une accumulation de lipides au niveau cellulaire.

En revanche, dans le groupe traité avec une forte dose de DMF, des modifications
histopathologiques significatives ont été observées. Le DMF100 a induit une dilatation des
sinusoides, suggérant une congestion et une perturbation de la microcirculation hépatique, et

un ballonnement des hépatocytes, caracterisé par une augmentation du volume cellulaire due a
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I'accumulation de lipides et d'eau accompagné d'une stéatose, indiquee par la présence de

vacuoles lipidiques dans les hépatocytes.
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Figure 39. Effet du DMF et de I'OXA sur [’architecture tissulaire hépatique de souris
traitées au DMH/DSS. Photographies de cdlons apres coloration H&E issus des groupes
contrdles, DMF30, DMF100 et OXA. Grossissement x400.

Enfin, la chimiothérapie a entrainé des altérations histologiques séveres, notamment la
destruction des sinusoides, entrainant une perturbation majeure de la circulation sanguine,
I’altération du parenchyme hépatique avec des modifications notables dans la structure des
hépatocytes qui ont été observé avec des noyaux fragmentés et une rupture des membranes

plasmatiques, reflétant une nécrose cellulaire étendue (Fig. 39).
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MDA level

4.5.2 Lafaible dose de DMF n’altére pas le statut redox hépatique

Dans une seconde partie, nous avons entrepris une évaluation quantitative des marqueurs
clés associés aux systemes oxydant et antioxydant; a savoir les niveaux de MDA et I’activité

de la catalase afin de caractériser I'équilibre redox de notre modele expérimental au niveau du

foie.
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Figure 40. Evaluation du statut redox dans [’homogénat tissulaire hépatique de souris
traitées au DMH/DSS. Taux de Malondihaldehyde (A), Activité Calatase (B). *p < 0.05 et
***p < 0.001 vs groupe controle, ##p < 0.01 et ###p <0.001 vs groupe DMH/DSS.

Nos résultats ont révélé une augmentation significative du MDA dans le groupe de souris
induit par le DMH/DSS (p<0.05). L'administration d'une faible dose de DMF a entrainé une
réduction remarquable des niveaux hépatiques de MDA de plus de 65% par rapport au groupe
DMH/DSS (Fig. 40 A, p< 0.05). Cette diminution substantielle suggere que le DMF a faible
dose pourrait exercer un effet protecteur contre la peroxydation lipidique, atténuant les
dommages oxydatifs hépatique causés par 1’administration du carcinogéne. En revanche, la
forte dose de DMF n'a montré aucun impact significatif sur les niveaux de MDA, mais a induit
une réduction significative de l'activité de la catalase d'environ 60 % par rapport au controle

(Fig. 40 B, p < 0,001).
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L’administration de la chimio thérapeutique de référence a induit une augmentation
dramatique des niveaux hépatiques de MDA, avec une ¢lévation de 316 % par rapport aux
groupes témoins (Fig. 40 A, p < 0.001) et une diminution notable de l'activité¢ de la catalase
hépatique d'environ 35% (Fig. 40 B, p< 0.05). Ces résultats indiquent un renforcement

significatif du stress oxydatif associ¢ a 1’effet pharmacologique de chimio-thérapeutique.

453 Le DMF n’altére pas la fonction des enzymes hépatiques

Par la suite, nous avons mesuré biochimiquement les activités de l'aspartate
aminotransférase (ASAT) et de I'alanine aminotransférase (ALAT) en tant que biomarqueurs de
dommages hépatiques. Ces enzymes sont des indicateurs cruciaux de lésions hépatiques,
fournissant un apercu de 1'é¢tendue des dommages cellulaires et de l'impact des différents

traitements sur la fonction hépatique (Tableau IV).

Tableau 1V. Tableau des enzymes hépatiques (ALAT, ASAT).

Groupes ASAT ALAT
UL % Change uL®t % Change
Contréle 54,04 + 11,17 - 15,53 +4,90 -
DMH/DSS 90,45 + 32,33 67,37 36,34 + 8,98 133,99
DMF 30mg/kg 52,82 £15,83 0 33,53+£6,15 115,90
DMF 100mg/kg 67,60 +12,71 25,09 46,79 + 14,56 201,28
Oxaliplatin 109,44 + 47,67 102,51 50,69 + 16,04 226,40

L’analyse biochimique sérique des activités ASAT et ALAT a montré une augmentation
par rapport au groupe controle, respectivement 67% et 133%. Pour le DMF, quelle que soit la
dose administrée, nous n’avons pas observé de différence significative dans les taux d’ASAT.
Toutefois, nous avons remarqué une augmentation significative des niveaux d’ALAT dans les

groupes traités avec une forte dose de DMF de (200%, p < 0,001).

La chimiothérapie, a notre attente, a marqué une augmentation significative des niveaux
d’ASAT (102%, p < 0,05) et hautement significative des taux d’ALAT (226%, p < 0,001) par
rapport au contrdle (Tableau IV).
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5 Discussion

Le CCR demeure un probléme de santé mondiale et son association avec des conditions
inflammatoires chroniques, telles que les IBD, ajoute une complexité supplémentaire aux
stratégies de detection et de diagnostic. Le pronostic des patients reste sombre, en partie en
raison de la difficulté d’un diagnostic précoce (Carethers et al., 2015). Compte tenu de ce
pronostic défavorable, il devient urgent de trouver de nouvelles stratégies thérapeutiques pour
lutter contre ce sous-type de CCR. Le DMF, un composé doté de puissantes propriétés anti-
oxydantes, anti-inflammatoires et immunomodulatrices, s'est révélé étre un candidat prometteur

pour le traitement du cancer tout particulierement le CAC (Bresciani et al., 2023).

Pour comprendre la pathogenése du CAC et les effets curatifs de I'administration de DMF,
un modeéle murin préétabli de CAC, initié par le DMH et promu par le DSS, a été induit dans

notre étude.

5.1 Le modeéle translationnel DMH/DSS reproduit fidelement le CAC humain

Pour des raisons éthiques et pratiques, il est extrémement complexe d'étudier en détail le
développement d'un CAC chez I'homme, en particulier les stades précoces de la maladie. En
effet, les biopsies répétées nécessaires pour suivre I'évolution des lésions précancéreuses
représentent un risque non négligeable pour le patient. De plus, les patients ne consultent
souvent qu'a des stades avancés, rendant difficile I'accés aux stades précoces. Enfin, la grande
variabilité interindividuelle rend difficile I'établissement de corrélations fiables entre les
différents parametres. C'est pourquoi il est essentiel de recourir a des modéles animaux
translationnels, qui reproduisent fidelement les altérations histologiques, moléculaires et
génétiques observees chez I'nomme. Ces modéles permettent d'étudier en détail la séquence des
événements menant de I'inflammation chronique au cancer, ouvrant la voie a de nouvelles

stratégies de dépistage et de prévention.

Le modéle DMH/DSS a émergé comme un outil précieux pour étudier I'évolution du
CAC. Dans ce modéle murin, le carcinogene DMH est administré pour induire des dommages
a I'ADN et initier la carcinogeneése, tandis que le DSS est utilisé pour déclencher des cycles
d'inflammation et de lésions coliques. Cette combinaison imite efficacement la sequence
d’événements observés dans le CAC chez I'homme, avec une phase inflammatoire initiale

progressant vers la dysplasie et, finalement, un carcinome invasif (Neufert et al., 2007).
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Des études ont montré que le DMH induit des dommages a I'ADN et active des voies de
signalisation oncogéniques, telles que la voie Wnt/B-caténine, qui favorisent l'initiation et la
progression tumorale (Kansal et al., 2014). D'autre part, le DSS déclenche une réponse
inflammatoire caractérisée par l'infiltration de cellules immunitaires, la production de cytokines
pro-inflammatoires et I'activation des voies de signalisation NF-kB et STAT3 (Viennois et al.,
2013; Bollrath et al., 2009). L'interaction entre ces voies conduit & une instabilité génomique, a

des altérations épigénétiques et a I'acquisition des caractéristiques des hallmarks du cancer.

En s'appuyant sur le modele DMH/DSS, les chercheurs peuvent explorer de nouvelles
stratégies thérapeutiques pour le CAC qui ciblent des voies clés impliquées dans lI'inflammation
et la carcinogenése (Neufert et al., 2007). Dans ce contexte, plusieurs études ont exploré
I’efficacité de certains médicaments anti-inflammatoires, antioxydants et méme
immunomodulateurs afin de prévenir ou de retarder I'apparition du CAC (Kawamori et al.,
1999; Tanaka et al., 2007).

Notre modélisation expérimentale in vivo a reproduit fidélement les altérations précoces
observées chez les patients atteints de CAC. Les groupes de souris traités au DMH/DSS
présentent une symptomatologie similaire a celle des patients atteints de CAC, avec des
diarrhées sanglantes et une perte de poids, ce qui est en accord avec un précédent travail sur ce
modele (Snider et al., 2016). L'étude de Tanaka et al. (2003) a aussi démontré que
I'administration combinée de DMH et de DSS accélere le développement du CCR, en
comparaison a la DMH seule, ce qui était en accord avec notre protocole qui nous a permis de
réduire la durée totale jusqu'au développement des stades précoces du CCR, d'environ plusieurs

semaines (Tanaka et al., 2003).

Au niveau histologique, le modéle DMH/DSS a reproduit fidélement la cascade
d’événements néoplasiques associés au CAC, comprenant 1’apparition des ACF dés 9 semaines
et devenant plus prononcées a 12 semaines avec formation d’adénomes. Ces changements
histologiques caractérisés par une perturbation de la relation structure-fonction du tissu colique
associant la distorsion de ’architecture cryptique a une déplétion en mucine. Le DSS a favorisé
un microenvironnement inflammatoire propice a la tumorigenese colique, via une inflammation
chronique associée a I’infiltration de cellules immunitaires au niveau de la lamina propria. En
effet, le milieu d'inflammation intestinale chronique joue un réle vital dans la transformation
de la colite en cancer colique en facilitant la prolifération cellulaire et I'angiogenese, ce qui

promeut le développement, la croissance et la progression du cancer (Babu et al., 2023).
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52 Le modéle translationnel DMH/DSS reproduit le microenvironnement

inflammatoire et immunitaire associé a la pathogenése du CAC

Dans le modéle de CAC induit par le DMH/DSS, le DSS joue un réle central dans
I’induction d’une colite et la promotion de I'infiltration des cellules inflammatoires dans le tissu
colique. Le mécanisme par lequel le DSS induit une inflammation intestinale n'est pas clair,
mais des études récentes ont indiqué que c’est probablement dd a la disruption de la barriére
épithéliale dans le gros intestin. Cette disruption permet la translocation de contenus intestinaux
pro-inflammatoires, y compris des bactéries et leurs produits de dégradation, dans les tissus

sous-jacents (Yang et al., 2024).

Le recrutement inflammatoire se caractérise par une augmentation significative des
neutrophiles, des macrophages et des lymphocytes, cruciaux pour initier et maintenir la réponse
inflammatoire. Des études ont montré que le traitement par DSS entraine I'activation de voies
qui augmentent I'expression des molécules d'adhésion sur les cellules endothéliales telles que
I’ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1), facilitant ainsi la migration de ces cellules
immunitaires dans le tissu enflammé (Horuluoglu et al., 2022 ; Danne et al., 2024). De plus,
l'infiltration de ces cellules immunitaires contribue a la production de médiateurs
inflammatoires supplémentaires, perpétuant le cycle de l'inflammation et favorisant la
progression du CCR (Babu et al., 2023).

Les polynucléaires neutrophiles (PN) et les macrophages constituent la premiére ligne de
défense immunitaire mobilisée lors d'un processus inflammatoire. Leur intervention rapide est
cruciale pour endiguer l'invasion par des pathogénes microbiens. De plus, ces cellules jouent
un role essentiel dans la résolution adéquate de I'inflammation (Bain & Mowat., 2014; Wéra et
al., 2016).

Cependant, lorsque ces mécanismes ne sont pas rigoureusement régulés, il peut
s'ensuivre un emballement des boucles de rétroaction positive qui amplifient 1’infiltration et
I’activation de ces cellules ainsi que la libération de ces médiateurs pro-inflammatoires. Cette
dérégulation engendre alors des dommages tissulaires conséquents et favorise la chronicisation
de la pathologie (Bain et Mowat., 2014 ; Wéraet al., 2016). Les neutrophiles et les macrophages
sont detectés dans la muqueuse enflammée des patients atteints d’IBD et bien que le role de ces
cellules ait été étudié depuis de longue date dans differents modeles animaux de maladies
inflammatoires intestinales, leur contribution exacte a la physiopathologie reste encore mal

comprise, pouvant avoir des effets a la fois protecteurs et nocifs, ce qui rend difficile de
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déterminer leurs roles exacts (Saez et al., 2023). A ce jour, aucune molécule thérapeutique

ciblant spécifiquement les neutrophiles n'a été validée pour le traitement de ces affections.

Notre modéle de CAC induit par le DMH/DSS a entrainé une inflammation chronique,
marquée par une infiltration significative de neutrophiles et de macrophages, ce qui est en
adéquation avec les données de la littérature. Des études antérieures ont démontré que
I'infiltration de neutrophiles est un marqueur clé de I'inflammation dans les modeles de colite
et de CCR, renforcant I'idée que ces cellules jouent un rdle central dans la pathogenese du CAC,
via la production de cytokines et chimiokines telles que le CXCL1 et le CXCL2, les
neutrophiles favorisent leur propre recrutement, et le recrutement d’autres cellules
inflammatoires, instaurant un microenvironnement inflammatoire favorable au développement
du CAC dans le modéle translationnel murin (Bain et Mowat., 2014; Kvorjak et al., 2020;
Zheng et al.,2022).

D’autre part, les résultats de 1’étude de Kamada et al., (2018) a démontré que le
microenvironnement inflammatoire de la muqueuse intestinale chez les patients atteints d’IBD
affectait la différenciation des macrophages via I’l[FN-y et modifiait leur phénotype en
macrophages anormaux avec un nouveau phénotype CD14" hyper-producteur d'IL-23 et qui
sont associées a une réponse inflammatoire perturbée caractérisée par une maturation
morphologique anormale des macrophages, une survie bactérienne intracellulaire prolongée et
des différences dans I'expression des marqueurs de surface, avec une capacité accrue d’induire

la conversion et I'expansion des cellules Th17 pathogenes (Kamada et al., 2008).

Les macrophages sont représentés par une population cellulaire hétérogéne avec un effet
pro-tumoral ou anti-tumoral en fonction du contexte, de la séquence tumorale et du stade de
progression. Nous nous sommes donc intéressés a la polarisation des macrophages au cours des

stades précoces du CAC.

Les macrophages (phénotype M1) jouent un rdle trés important dans l'initiation et la
progression des IBD vers un CAC. Inversement, les macrophages anti-inflammatoires
(phénotype M2) inhibent I’inflammation chronique associée au CAC. On retrouve souvent une
polarisation majoritairement M1 aux stades precoces du CAC, et M2 aux stades tardifs du CAC
(Zhang et al., 2023).

La polarisation des macrophages est régulée par diverses voies de signalisation, telles que
les voies NF-kB et MAPK, ainsi que par d’autres facteurs de transcription. La présence de ROS

joue un rdle particulierement influent dans 1’activation de ces voies et la différenciation des
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macrophages vers le phénotype M1. La NADPH oxydase 2 (NOX2) contribue a I’induction de
la polarisation M1 des macrophages par la génération de ROS, en particulier le O2.-. Ces
derniers peuvent a leur tour activer la voie NF-kB en favorisant la dégradation de 1’IxB, un
inhibiteur de NF-xB. Une fois libéré, le NF-kB peut induire la transcription de génes pro-

inflammatoires associés au phénotype M1 (Xu et al., 2016).

Les résultats sur notre modele DMH/DSS corroborent ceux de 1’étude de Wang et al.,
(2016) qui ont démontré une prédominance du phénotype M1 dans le modéle murin de CAC,
soulignant I'importance de la polarisation des macrophages dans la pathogenése du CAC (Wang
et al., 2016). Il a été par la suite démontré que le facteur de transcription NF-xB favorise le
phénotype M1 des macrophages via la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, telles que le
TNF-a et l'interleukine-1 béta (IL-1B), qui contribuent a l'inflammation chronique et a la
promotion de I'angiogenése. Cette inflammation persistante peut engendrer des dommages a
I'’ADN et des mutations, favorisant ainsi I'instabilité génomique, un élément fondamental dans

la progression vers le cancer (Wang et al., 2016, Liu et al., 2021a ; Liu et al., 2021b).

La pathogenése des UC est caractérisée par une réponse immune de type Th2, qui joue
un role crucial dans sa pathogénie. Cette réponse immune se manifeste par des niveaux éleves
de cytokines telles que I'lL-5 et I'lL-13, qui sont produites en plus grande quantité par les
patients atteints d’UC par rapport a ceux souffrant de la maladie de CD (Fuss et al., 1996; Fuss
et Strober., 2008). La voie Th2 est principalement une réaction immune humorale qui implique
I'infiltration et [I'activation des cellules B, entrainant une augmentation des niveaux
d'immunoglobuline G (IgG) dans la muqueuse intestinale des patients atteints d’UC (Hevia et
al., 2014).

5.3 Le modéle translationnel DMH/DSS perturbe I’homéostasie redox dans la

pathogenése du CAC

Le cross-talk entre le stress oxydatif et I'inflammation pro-tumorale joue un réle crucial
dans la progression du CAC (Babu et al., 2023). Le stress oxydatif, caractérisé par une
accumulation excessive de ROS suite a un excés de production ou un défaut du systeme
antioxydant, peut étre induit par I’administration du DMH et DSS. Concrétement, la DMH et
ses métabolites actifs, a savoir I’Azoxymethane (AOM) et Methylazoxymethanol (MAM),
entrainent la production accrue ROS en perturbant les mécanismes de réparation de I'ADN et

en provoquant des dommages cellulaires (Kansal et al., 2014; Babu et al., 2023).



Discussion

L’inflammation chronique induite par le DSS stimule encore plus la libération de ROS par les
cellules immunitaires activées. Cette accumulation de ROS engendre un stress oxydatif qui, a
son tour, active des voies de signalisation pro-inflammatoires, établissant un cercle vicieux

favorisant le développement tumoral dans le c6lon (Frick et al. 2018 ; Kang et al., 2021).

Les ROS jouent un role significatif dans la signalisation cellulaire, en particulier dans
I'activation de la voie des MAPK a travers I’oxydation des résidus de cystéine sur les protéines,
entrainant des changements conformationnels qui activent d’autres kinases en aval ou en
inhibant les phosphatases des protéines tyrosine (PTP) empéchant la déphosphorylation des
MAPK et maintenant ainsi leur activation. Ainsi que par activation de la voie ERK par la
cascade Ras-Raf-MEK-ERK. De plus, les ROS peuvent activer les voies JNK et p38 (Setia et
al., 2014; Xie et al., 2015). Ces kinases sont impliquées dans divers processus cellulaires,
notamment la prolifération, la différenciation et I'apoptose, mais aussi activent la voie
PI3K/AKT, qui favorise la survie et la croissance cellulaires, contribuant ainsi a la tumorigenéese
(Setia et al., 2014). En conséquence, la compréhension de cette interaction est essentielle pour

développer des stratégies thérapeutiques ciblées (Fig. 41).

Les PN, qui jouent un réle central dans l'inflammation associée aux IBD et dans le
développement du CAC, établissent un lien crucial entre I'inflammation et le stress oxydatif
(Weéraetal., 2016). L'enzyme MPO, fortement exprimée par les neutrophiles, exerce un double
role, pro-inflammatoire et pro-oxydant, dans ces processus. Lors de [l'activation des
neutrophiles, la MPO est libérée apres dégranulation dans la muqueuse colique, ou elle catalyse
la conversion du peroxyde d'hydrogéne (H20:) en acide hypochloreux (HOCI), un oxydant

puissant qui peut entrainer des dommages cellulaires et tissulaires (Marrocco et al., 2017).

Des études ont montré que I'activité de la MPO augmente chez les souris traitées avec du
DSS dans des modeles d'IBD, indiquant une forte activation des neutrophiles (Marrocco et al.,
2017). De plus, des niveaux plasmatiques de MPO élevés sont souvent corrélés a la gravité de
la maladie chez les patients, soulignant son role en tant que marqueur de la fonction
pathologique des neutrophiles. Nos observations suggeérent que les neutrophiles, par le biais
d’une augmentation de I’activit¢ MPO, peuvent contribuer a la transformation de la colite en
cancer en favorisant un environnement pro-inflammatoire et en exacerbant le stress oxydatif
(Danne et al., 2024).
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Figure 41. Voies de signalisations dépendantes des ROS (Trombetti S et al., 2021).

D’autre part, les macrophages M1, activés par des stimuli inflammatoires, synthétisent le
NOe via I'enzyme iNOS. Ce NO- a des effets a la fois protecteurs et déléteres. D'une part, il
peut exercer des propriétés antitumorales en inhibant la prolifération cellulaire et en induisant
I'apoptose des cellules tumorales dans les phases avancées du cancer. D'autre part, une
production excessive de NO+ dans un environnement inflammatoire chronique, comme celui
observé dans les stades précoces du CAC, peut contribuer a des dommages tissulaires (Kang et
al., 2021).
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En effet, le NO- réagit avec des ROS pour former des composés nitrés, tels que le
peroxynitrite (ONOO"), qui peut provoquer des Iésions oxydatives sur I'ADN, les lipides et les
protéines. Ces dommages peuvent entrainer des mutations génétiques et une instabilité
génomique, favorisant ainsi la progression vers le cancer. De plus, le stress nitrosatif résultant
de I'accumulation de NOe et de ses dérivés peut exacerber l'inflammation, créant un cercle
vicieux qui contribue & la carcinogenese dans le colon. Notre modele de DMH/DSS a
parfaitement retranscrit 1’altération des stades précoces du CAC, caractérisé par un phénotype
M1 pro-inflammatoire producteur le NOe, favorisant ainsi les dommages nitrosatifs
(Horuluoglu et al., 2020; Kamada et al., 2008).

Dans notre modéle, nous avons observé une altération significative de I'équilibre redox
chez les souris soumises au DMH/DSS, caractérisée par une augmentation des marqueurs
d’oxydation lipidique et protéique. Ceci suggere que les réactions médiées par la MPO et le
NO- contribuent a la formation des AOPPs dans le colon. Les AOPPs sont connus pour étre
élevés chez les patients atteints d’IBD et sont impliqués dans l'activation du facteur de
transcription NF-kB, conduisant ainsi a la transcription de cytokines pro-inflammatoires et
perpétuant le cycle inflammatoire (Krzystek-Korpacka et al., 2008). Nos résultats corroborent
les conclusions de 1’étude Lou A et al., (2021) qui ont démontré que les AOPPs peuvent induire
une inflammation en favorisant la libération de cytokines telles que TNF-a et IL-6, qui sont
cruciales dans la pathogenése d’IBD. La corrélation entre les niveaux d'’AOPPs et la gravité de
la maladie souligne I'importance du stress oxydatif dans la progression des IBD (Lou A et al.,
2021).

De plus, I'élévation des niveaux de MDA, index de la peroxydation lipidique, confirme
davantage le stress oxydatif observé dans notre étude. Le MDA est connu pour agir comme un
médiateur dans les voies de signalisation inflammatoire et a été associé a la tumorigenese en
raison de ses propriétés mutagenes, provoquant des dommages a I'ADN par divers mécanismes,
y compris des substitutions de paires de bases et des cassures de brins (Jackson et al, 2001;
Waldner et al., 2015).

Par ailleurs, les dommages oxydatifs observés ont aussi été perpétués suite a la baisse de
I’activité des enzymes anti-oxydantes SOD et Catalase. De précédentes études, comme celle
menée par Zhu et al., ont démontré la baisse d'activité de ces deux enzymes anti-oxydantes clés,
SOD et catalase, dans un modeéle similaire de CAC (Wang et al., 2022). Ces travaux ont

également mis en évidence une diminution significative des taux de GSH, un important
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antioxydant non enzymatique. Nos propres résultats corroborent ces observations, révélant une
baisse marquée des niveaux de GSH chez les souris exposées a ce méme traitement pro-oxydant
et pro-inflammatoire. Cette diminution concomitante des défenses anti-oxydantes
enzymatiques et non enzymatiques souligne lI'importance de ce déséquilibre redox dans la
pathogenése du CAC. Ces observations sont en accord avec les données de la littérature, qui
soulignent l'implication majeure de I’inflammation chronique et le stress oxydatif dans la

pathogenese du CAC (Valko et al., 2006 ; Babu et al., 2023).

La DMH et le DSS dans les modeles expérimentaux de CAC ont montré qu'ils peuvent
induire diverses sources d'espéces ROS que nous n’avons pas pu explorer entierement dans
cette étude. Il est tout d’abord reconnu que ce modele favorise les altérations mitochondriales.
La dysfonction mitochondriale peut entrainer une augmentation de la génération de ROS en
raison d'une activité altérée de la chaine de transport d'électrons (Wang et al., 2019a ; Wang et
al., 2019b). De plus, les altérations de I'oxydase xanthine (XO), une enzyme impliquée dans le
métabolisme des purines, peuvent également exacerber la production de ROS, car la XO est
connue pour genérer des superoxydes lors de I'oxydation de I'hypoxanthine en xanthine, puis
en acide urique. En outre, des changements dans l'activité de la glutathion peroxydase (GPX)
et de laNADPH oxydase (NOX) peuvent également jouer des roles critiques dans la modulation
du stress oxydatif (Kuai et al., 2020). Collectivement, ces mécanismes soulignent la complexité
de la production de ROS dans le modéle DMH/DSS.

5.4 Le DMF présente un effet pharmacologique dual dans le modéle DMH/DSS

Le role essentiel du stress oxydatif et de I'inflammation dans le développement du CAC
a été établi par des études antérieures et confirmé par notre étude actuelle. Cela nous a amené
a proposer que l'utilisation d'une molécule possédant des propriétés anti-oxydantes et anti-
inflammatoires pourrait non seulement prévenir lI'apparition du CAC, mais aussi atténuer ses
symptomes. Pour cela, nous avons choisi d'explorer I’effet thérapeutique du DMF, une
molécule initialement utilisee pour traiter la sclérose en plagues, en tant que candidat pour un
repositionnement de médicament dans la prévention du CAC et de l'atténuation de ses

symptémes, en ciblant les mécanismes sous-jacents du stress oxydatif et de I'inflammation.

Le DMF est un ester de 1’acide fumarique, dont la faible taille (144.126 g-mol™) et la
bonne liposolubilité (Log(P)=0.88) lui permettent de traverser les membranes plasmiques

facilement. Reconnu pour ses propriétés anti-inflammatoires et anti-oxydantes, le DMF a
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démontré, dans des recherches antérieures, sa capacité a réduire l'activation des cellules
immunitaires et a diminuer la libération de cytokines pro-inflammatoires. De plus, il favorise
la production de cytokines anti-inflammatoires, contribuant ainsi a un equilibre immunitaire
bénéfique (Han et al., 2016 ; Kastrati et al., 2016 ; Kornberg et al., 2018).

Le DMF est typiquement prescrit a des doses entre 30 mg et 720 mg par jour pour,
équivalant a des doses de 0.4 mg/kg a 10 mg/kg en fonction de la sévérité de 1’inflammation
(Malara et al., 2021). Ces doses sont admises comme sdres et sans effet secondaire majeur
(Corazzaetal., 2021). Dans notre modele, les doses de 30 mg/kg et 100 mg/kg de DMF ont été
choisies sur la base de leur efficacité prealablement établie dans un modele expérimental murin
de maladie de Crohn (Casili et al., 2016).

Notre actuelle étude contribue de maniéere significative a la compréhension des effets du
DMF, en mettant en lumiére un effet dual du DMF en fonction de la dose utilisée. A faible dose,
le DMF réduit significativement le nombre total et la multiplicité des ACF ainsi que les MDF,
qui sont tous deux des précurseurs néoplasiques du CCR (Alrawi et al., 2006; Femia et al.,
2012). Tandis que la forte dose de DMF a aggravé la formation de ces ACF et favorisant
I’apparition du CAC. Par cette étude, nous avons été les premiers a montrer une telle dualité de
I’effet du DMF dans un modéle murin de CAC induit a la DMH/DSS.

Afin de mieux élucider les mécanismes sous-jacents a I’effet dual du DMF, nous avons
évalué les parametres du stress oxydatif. Nous avons observé qu’a faible dose, le DMF a
significativement réduit le taux de MPO ainsi que les niveaux de MDA et d’AOPP, suggerant
un réle thérapeutique potentiel pour cette faible dose dans I'atténuation du stress oxydatif et de
I'inflammation dans les IBD. Cela s'aligne avec la littérature existante qui souligne l'importance
des antioxydants dans la réduction des dommages oxydatifs et de I'inflammation dans des

modeles expérimentaux de colite (Kang et al., 2021).

Au contraire, 1’utilisation du DMF a forte dose a augmenté les taux de peroxydation
lipidique et protéique induisant un stress oxydatif dans notre modéle. Ces résultats
controversent les effets du DMF décrits dans la littérature, en mettant en avant des modes

d’actions dose-dépendants du DMF.

Dans une deuxieme partie, nous avons évalué les parametres inflammatoires ainsi que le
recrutement immunitaire en aval du traitement DMF. La faible dose du DMF a
considérablement atténué l'inflammation chronique en diminuant I'infiltration des neutrophiles,

traduite par un faible taux de MPO. Une réduction marquée par une diminution de la production
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de ROS et RNS par ces lignées cellulaires, comme cité plus haut. Nos résultats sont en accord
avec les précédents travaux de Muller et al. (2016) et Han et al. (2016).

Par ailleurs, les études dans la littérature pointent différents mécanismes de I’effet
suppressif du DMF sur les neutrophiles. Chen H et al., (2016) ont démontré que le DMF a
diminué le nombre de neutrophiles infiltrants de maniére dépendante du récepteur HCA2 dans
un modele expérimental d’encéphalomyélite auto-immunitaire, probablement en interférant
avec l'adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales et la chimiotaxie. D’autre part,
Hoffmann JHO et al., (2018) ont démontré que le DMF inhibe I'activation des neutrophiles, la
production de ROS, induite par le phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA) et la formation de
pieges extracellulaires de neutrophiles (Neutrophil extracellular traps, NET) dans les
neutrophiles de patients atteints de psoriasis humain par épuisement du GSH. Collectivement,
ces résultats suggerent que l'effet anti-inflammatoire du DMF peut également inclure la

suppression de I’infiltration des neutrophiles.

Le DMF a faible dose a aussi protégé de maniere significative les souris de I’inflammation
chronique du DSS en augmentant le nombre de macrophages anti-inflammatoires M2, tout en
diminuant simultanément le niveau de macrophages pro-inflammatoires M1 comme le souligne
les résultats obtenus dans le rapport iNOS/Arginase. Cet effet bénéfique semble étre di a
I'activation du facteur de transcription Nrf2 et de son géne cible, HO-1, qui pourrait faciliter la
polarisation des macrophages vers le type M2. Ce changement est crucial car les macrophages
M2 sont connus pour sécréter des cytokines immunosuppressives telles que I'lL-10 et le TGFp,
qui exercent des effets protecteurs contre la colite (Arranz et al., 2012 ; Weisser et al., 2011).
La capacité des macrophages M2 a atténuer l'inflammation est également soutenue par
I'observation que le PAM3, un agoniste du récepteur TLR1/2, favorise la polarisation M2 et
protége contre la colite induite par le DSS (Horuluoglu et al., 2020). La forte dose, au contraire,
a maintenu un phénotype M1 et a augmenté significativement l'infiltration des cellules B dans
le c6lon comme le confirme 1’augmentation des taux d’estérase lymphocytaire, ce qui implique

une exacerbation de la réponse immune Th2.

Ces régulations complexes peuvent étre expliquées par les fortes propriétés électrophiles
du DMF qui lui permettent d'interagir avec des sites nucléophiles sur les protéines et autres
macromolécules, en particulier ceux contenant des groupes thiols, comme les résidus cystéine
(Satoh et al., 2017). En tant que puissant électrophile, le DMF peut accepter facilement les

électrons, facilitant ainsi la formation d'adduits covalents avec ces sites nucléophiles. Cette
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modification peut entrainer des altérations significatives de la structure et de la fonction des
protéines affectées, impactant leur activité, leur stabilité et leurs voies de dégradation,
renforcant ou inhibant I'activité enzymatique, selon le contexte spécifique de la modification
(Brennan et al., 2015). De plus, la réactivité du DMF ne se limite pas aux protéines ; il peut
également interagir avec d'autres macromolécules, notamment les lipides et les acides
nucleiques, influencant potentiellement les voies de signalisation cellulaire et I'expression des
genes (Saidu et al., 2019). Les modifications resultantes peuvent déclencher une cascade de
réponses cellulaires, notamment l'activation de mécanismes de réponse au stress et la régulation
positive de facteurs protecteurs qui aident la cellule & s'adapter au stress oxydatif et a
I'inflammation (Satoh et al., 2017).

55 Le mécanisme d’action du DMF dépend de I’activation du NRF2

Plusieurs études ont démontré que le DMF est capable d'activer le facteur nucléaire NRF2
par I'oxydation des groupements thiols réactifs sur la protéine associée a ECH de type Kelch 1
(Keapl), ce qui entraine la stabilisation de NRF2, sa translocation dans le noyau et I'activation
de la réponse anti-oxydante cellulaire par la transcription de génes régulateurs sur I’ARE
(Brennan et al., 2016). Nous nous sommes alors intéressés a I’expression de ce dernier comme

un des mécanismes régulateurs possible du DMF dans notre modele de DMH/DSS.

Bien que le DMF soit reconnu pour ses propriétés anti-oxydantes, les résultats de notre
étude sur l'expression de NRF2 dans le modele DMH/DSS ont révélé des observations

surprenantes en fonction de la dose administrée.

A faible dose, nous avons observé un marquage nucléaire du NRF2 dans les cellules
épithéliales coliques. Cette localisation nucléaire du NRF2 indique son activation et sa
translocation du cytoplasme vers le noyau et I’activation de genes impliqués dans la défense
anti-oxydante et la détoxification cellulaire (Brennan et al., 2015). Ces résultats sont en accord
avec la litterature sur les effets thérapeutiques du DMF contribuant a la protection des cellules
contre les dommages oxydatifs et inflammatoires coliques dans les cancers (Loewe et al., 2002 ;
Brennan et al., 2005 ; Saidu et al., 2017).

Cependant, I'administration de DMF a forte dose a entrainé une expression nucléaire de
NRF2 dans les cellules immunitaires infiltrantes, principalement les lymphocytes, exacerbant

ainsi la réponse Th2. Cette localisation du marquage dans les cellules immunitaires suggére que
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le DMF a forte dose peut moduler la réponse inflammatoire en activant le NRF2 dans les
cellules du systeme immunitaire vers un phénotype Th2 suite a la génération d’un stress

oxydatif.

D’un point de vue pharmacodynamique, 1’effet dual du DMF observé peut étre 1i€ a une
saturation des récepteurs se trouvant sur les cellules épithéliales a forte concentration, ciblant
ainsi les cellules immunitaires. Le DMF étant converti en MMF, la saturation des hydrolases
intestinales peut aussi expliquer la différence de réponse entre la faible et forte dose de DMF.
Enfin la capacité électrophile du DMF et du MMF fait qu’a fortes doses, il peut toucher
plusieurs autres cibles, modifiant leurs activités. Ainsi, le DMF peut succinyler le keapl a faible
concentration, libérant le Nrf2, tandis qu’a forte dose, il pourra succinyler les résidus cystéine
du Nrf2 lui-méme, modifiant son activité. Les différents types cellulaires peuvent nécessiter
alors des concentrations différentes de DMF ou de MMF pour produire une réponse similaire
(Rostami-Yazdi et al., 2010).

Pour confirmer notre hypothése, nous avons évalué I’expression du géne TP53. Il est bien
établi que p53 peut étre activé par le stress oxydatif. En effet, le H.O. peut induire la
phosphorylation de p53 par une activation directe de I'ATM (Ataxia-telangiectasia mutated)
(Guo et al., 2010). Dans notre étude, la forte dose a augmenté significativement I’expression de
la p53 par le DMF100 dans les cellules immunitaires infiltrantes, ce qui nous permet de suggérer
un effet de causalité du stress oxydatif généré par la forte dose. Bien que I'activation de p53 soit
généralement bénéfique en induisant des génes pro-apoptotiques dans les cellules épithéliales,
son activation dans les cellules immunitaires peut avoir des effets déléteres sur I'inflammation
chronique. En effet, I’étude de Lowe JM., et al (2014) ont démontré un mécanisme par lequel
les macrophages humains intégrent les signaux via p53 et NF-kB pour I’induction de cytokines
pro-inflammatoires et soulignent dans le rdle du p53 dans le conditionnement du

microenvironnement immunitaire tumoral (Lowe et al., 2014).
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6 Conclusion et perspectives futures

En conclusion, cette étude a démontré un effet dual dose-dépendant du diméthylfumarate
(DMF) dans un modele murin de cancer colorectal associé a une colite (CAC) induit par la
diméthylhydrazine/dextran sulfate sodique (DMH/DSS). Nos résultats ont révelé que le
traitement par DMF a faible dose améliore significativement la progression du cancer CAC,
principalement par I'inhibition des especes réactives de I'oxygene (ROS) et la polarisation des
macrophages vers le phénotype M2. En revanche, le traitement par DMF a forte dose a agi
comme un pro-oxydant, exacerbant I'inflammation colique et favorisant la carcinogenése. Cet
effet dual du DMF met en évidence l'importance de la posologie dans les stratégies
thérapeutiques, car le régime a forte dose peut entrainer des résultats néfastes en augmentant le
stress oxydatif et les réponses inflammatoires.

Il est également important de noter que nos résultats ont indiqué que le DMF a faible dose
est aussi efficace que I'oxaliplatine pour réduire la carcinogenése colique, tout en étant moins
toxique. Cette découverte est particulierement pertinente compte tenu du besoin d'options de
traitement efficaces mais plus sdres pour les patients atteints de cancer colorectal.

En perspective, des investigations supplémentaires utilisant des inhibiteurs de NRF2 et
de p53 pourraient confirmer les implications de ces facteurs de transcription dans le maintien
de la réponse immune Th2 et I'exacerbation du CAC par le DMF a forte dose.

Il serait aussi crucial d’explorer les effets du DMF administré en combinaison avec
d'autres agents chimiothérapeutiques ou immunothérapeutiques sur les phases avancées de la
carcinogenese colorectale, hypothéquant la possibilité d’améliorer 1'efficacité des traitements
existants tout en réduisant leurs effets secondaires.

Des études sur les autres mécanismes moléculaires sous-jacents par lesquels le DMF
exerce ses effets sur les cellules cancéreuses. L'exploration des voies de signalisation, telles que
I'activation des MAPK (p38, JNK, ERK), pourrait fournir des informations précieuses sur la
maniere dont le DMF influence la survie et la prolifération des cellules tumorales.

Les résultats de cette étude pourraient avoir des implications importantes pour la
recherche translationnelle, en fournissant des bases pour des essais cliniques visant a évaluer
I'efficacité du DMF chez les patients atteints de cancer colorectal associé a la colite. La mise en
place d'études cliniques pourrait valider les résultats précliniques et aider a établir des
protocoles de traitement basés sur les données obtenues. Ces perspectives visent a enrichir la
compréhension des effets du DMF dans le traitement du cancer colorectal et a ouvrir de

nouvelles voies de recherche pour améliorer les options thérapeutiques disponibles.
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Résumé

Abstract

Colitis-associated cancer (CAC) is an aggressive subtype of colorectal cancer that can develop in ulcerative
colitis patients and is driven by chronic inflammation and oxidative stress. Current chemotherapy for CAC, based on 5-
fluorouracil and oxalipltin, is not fully effective and displays severe side effects, prompting the search for alternative
therapies. Dimethylfumarate (DMF), an activator of the nuclear factor erythroid 2—related factor 2 (NRF2), is a potent
antioxidant and immunomodelatrory drug used in the treatment of multiple sclerosis and showed a strong anti-
inflammatory effect on experimental colitis. Here, we investigated the chemotherapeutic effect of DMF on an
experimental model of CAC. Male NMRI mice were given two subcutaneous injections of 1,2 Dimethylhydrazine
(DMH), followed by three cycles of dextran sulfate sodium (DSS). Low-dose (DMF30) and high-dose of DMF
(DMF100) or oxaliplatin (OXA) were administered from the 8th to 12th week of the experiment, and then the colon
tissues were analysed histologically and biochemically. DMH/DSS induced dysplastic aberrant crypt foci (ACF),
oxidative stress, and severe colonic inflammation, with a predominance of pro-inflammatory M1 macrophages. As OXA,
DMF30 reduced ACF multiplicity and crypt dysplasia, but further restored redox status, and reduced colitis severity by
shifting macrophages towards the anti-inflammatory M2 phenotype. Surprisingly, DMF100 exacerbated ACF
multiplicity, oxidative stress, and colon inflammation, likely through NRF2 and p53 overexpression in colonic
inflammatory cells. DMF had a dual effect on CAC. At low dose, DMF is chemotherapeutic and acts as an antioxidant
and immunomodulator, whereas at high dose, DMF is pro-oxidant and exacerbates colitis-associated cancer.

Keywords : Colitis-associated cancer, Dimethylfumarate, Macrophage polarization, Oxidative stress, NRF2, p53
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