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Partie A : Le cancer colorectal 

1. Epidémiologie 

Le cancer demeure un enjeu majeur de santé public dans les pays développés malgré la 

diminution globale de l’incidence et du taux de mortalité attribuée à cette pathologie ces 

vingt dernières années. En effet, le cancer représente encore aujourd’hui en France, la 

première cause de mortalité chez l’homme et la seconde chez la femme derrière les 

maladies cardiovasculaires. 

Les carcinomes coliques (CrC) se situent parmi les trois types de cancer les plus représentés 

tous sexes confondus tant en termes d’incidence que de mortalité avec respectivement chez 

l’homme et chez la femme 23 226 et 18 926 nouveaux cas par an, et 9 275 et 8 447 décès 

(Inca, 2016). Cette observation à l’échelle nationale suit une tendance mondiale comme 

l’indiquent les derniers chiffres du rapport GLOBOCAN. En effet, les carcinomes coliques sont 

l’un des plus représentés dans le monde avec 1,7 millions et 1,4 millions de nouveaux cas 

recensés, les positionnant juste derrière les cancers mammaires et du poumon (Ferlay et al., 

2015). 

Dans 90% des cas, les CrC touchent des personnes âgées de 50 ans et plus, d’où la nécessité 

du dépistage à cet âge. En effet, lorsque le dépistage est réalisé chez des personnes dont 

l’âge est compris entre 55 ans et 64 ans, l’incidence des CrC est réduite de 33% et la 

mortalité de 43% (Jemal et al., 2011). Lors d’un diagnostic précoce, les CrC sont 

généralement curables avec une probabilité de survie à 5 ans de 90%. Cependant, le taux de 

survie à 5 ans diminue à 67% lors de l’envahissement des organes adjacents et des ganglions 

lymphatiques et, à seulement 8% chez les patients atteints d’un cancer colorectal 

métastatique (Comella et al., 2010).  

Les causes des CrC peuvent être d’origine externe liée au vieillissement et/ou au mode de 

vie telle que l’alimentation, l’alcool, le tabac, la sédentarité mais elles peuvent également 

être d’origine génétique. En effet, 75% d’entre eux sont d’origine sporadique c’est-à-dire 

provenant principalement de mutations et 25% à prédisposition héréditaire (Boisdron-Celle 

et al., 2013). Les CrC peuvent également avoir comme origine, une maladie inflammatoire 

chronique de l’intestin telle que la maladie de Crohn, un diabète de type II ou encore 

l’utilisation chronique d’anti-inflammatoires non stéroïdiens (Lafay et al., 2015). 
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Dans le cas des CrC, une bonne prise en charge thérapeutique en vue d’un effet curatif 

repose sur le diagnostic précoce de la tumeur. Ainsi, l’évaluation du stade d’évolution de la 

pathologie au moment du diagnostic est primordiale et reflète un caractère pronostic 

déterminant pour le patient. 

2. Classifications et stades de progression des carcinomes coliques 

2.1 Classification anatomopathologique 

La classification TNM (Tumor, Nodes, Metastasis) est un système de classification moderne 

des tumeurs solides établi sur des critères anatomiques datant des années 60s. Cette 

classification est aujourd’hui acceptée à l’échelle internationale et constitue encore un 

langage universel. Elle permet aux cliniciens et scientifiques à travers le monde de pouvoir 

échanger leurs observations ainsi que leurs résultats mais également d’établir un protocole 

thérapeutique des plus adaptés pour le patient diagnostiqué. 

Les critères de classifications TNM rendent compte de l’invasion tumorale locale « T », 

régionale « N, ganglions » et périphériques « M, métastases » à un moment t (Tableau 1). De 

plus, des indications supplémentaires pour les cliniciens distinguant le stade clinique pré-

thérapeutique « cTNM » du stade anatomopathologique post-opératoire noté « pTNM », 

sont nouvellement apportées afin d’orienter et/ou revoir le protocole thérapeutique après 

exérèse chirurgicale (Uehiro et al., 2014). 

Tableau 1. Classification anatomopathologique TNM des carcinomes coliques. D’après la 7ème édition 

du TNM, 2010 

Carcinomes coliques 

T = Tumeur primitive 

T0 Absence de tumeur primitive 

Tis Carcinome in situ : Tumeur localisée dans la paroi interne de colon ou du rectum 

T1 Invasion de la sous muqueuse 

T2 Invasion de la paroi épaisse du colon ou du rectum 

T3 Invasion totale de la paroi 

T4  La tumeur pénètre le péritoine viscéral et envahit ou adhère aux organes périphériques 

N = Ganglions lymphatiques régionaux 

N0 Absence de métastase ganglionnaire 

N1 Entre 1 et 3 ganglions périphériques sont envahis par les cellules tumorales 

N2 Plus de 4 ganglions sont atteints 

M = Métastases 

M0 Absence de métastase à distance 

M1 La tumeur s’est propagée à un ou plusieurs organes à distance 
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L’évolution de la pathologie est déterminée par la classification de l’UICC (Union for 

International Cancer Control) reposant sur les critères TNM et attribuant un score 

représentatif de la malignité des tumeurs en fonction de leurs invasions primaire et 

secondaire (Tableau 2 ; Figure 1). Les données épidémiologiques indiquent que ce score est 

inversement proportionnel aux taux de survie à 5 ans des patients et soulignent l’importance 

d’un dépistage précoce et d’une bonne évaluation du stade de développement tumoral au 

moment du diagnostic pour la réussite thérapeutique (Washington, 2008). 

Tableau 2. Stades UICC des carcinomes coliques. D’après la 7ème édition de la classification TNM 2010 

Stades UICC Carcinomes coliques 

 T N M 

0 T0, Tis N0 M0 

I T1, T2 N0 M0 

IIA T3 N0 M0 

IIB T4 N0 M0 

IIIA T1, T2 N1 M0 

IIIB T1, T2, T3 N1, N2 M0 

IIIC T3, T4 N1, N2 M0 

IV Tous T Tous N M1 

 

 

Figure 1. Classification TNM et stades UICC des carcinomes coliques. Exemple illustré des carcinomes 

coliques. Version modifiée d’après Johns Hopkins medecine colorectal cancer 
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2.2 Classification moléculaire 

Afin de permettre une prise en charge personnalisée et plus efficace de la pathologie, trois 

grandes catégories de biomarqueurs ont été identifiées. Les biomarqueurs dits de diagnostic 

complètent la classification anatomique TNM et permettent d’évaluer plus précisément le 

stade de développement des tumeurs au moment du dépistage. Les marqueurs pronostics 

renseignent quant à eux sur l’évolution de la pathologie cancéreuse et ce, indépendamment 

du traitement. Enfin, les marqueurs prédictifs permettent de prédire la réussite ou l’échec 

des traitements par une chimiothérapie conventionnelle et d’orienter ainsi le protocole 

thérapeutique en fonction des caractéristiques moléculaires de la tumeur (Chung and 

Christianson, 2014; Kalia, 2015). Ces biomarqueurs sont aujourd’hui utilisés en routine sur 

des biopsies ou dans le sang circulant et sont principalement utilisés pour le diagnostic 

moléculaire des cancers du poumon, des leucémies myéloïdes chroniques, du mélanome et 

des cancers coliques et mammaires (Tableau 3). 

Tableau 3. Biomarqueurs de diagnostic, de pronostic et prédictif des cancers coliques. D’après Chung 

and Christianson, 2014 

Biomarqueurs Anomalie génétique Valeur biologique Thérapie indiquée 

EpCam Expression Diagnostic  

B-raf Mutation Mauvais pronostic 
Panitumubab 

(Anti-EGFR) 

EGFR Expression 

Prédictive d’une réponse aux 

inhibiteurs de la voie de 

signalisation induite par l’EGF 

Imatinib 

(Anti-tyrosine 

kinase) 

K-ras Mutation 
Prédictive d’une résistance aux 

anti-EGF 

Cetuximab 

(Anti-EGFR) 

EpCam : Epithelial Cell adhesion molecule ; EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor 

Afin de mieux prendre en charge les patients atteints de CrC, la compréhension de ce qu’est 

une tumeur est primordiale. 

3. Physiopathologie du cancer colorectal 

3.1 Généralités 

Une cellule cancéreuse est une cellule dérivée du « soi », caractérisée par l’acquisition de 

mutations et une grande instabilité génétique et épigénétique qui affecte les gènes 

suppresseurs de tumeurs ainsi que les oncogènes. Ces cellules vont donc acquérir de 

nouvelles caractéristiques. Dans les années 2000, il a été proposé que la formation d’une 
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tumeur résulte de l’acquisition par la cellule tumorale de six caractéristiques majeures 

(Figure 2) : le maintien des signaux de croissance, l’insensibilité aux signaux anti-prolifératifs, 

la perte d’adhésion à la matrice extracellulaire (MEC) conduisant ainsi à la capacité 

d’invasion et à la formation de métastases, l’immortalisation c’est-à-dire une population de 

cellules qui présentent une réplication illimitée échappant à la senescence ainsi qu’à la mort 

cellulaire, la capacité anormale d’induire une néo-angiogenèse et enfin, l’échappement à la 

mort cellulaire programmée (Hanahan and Weinberg, 2000). 

 

Figure 2. Les six caractéristiques fondamentales d’une cellule tumorale. D’après Hanahan and 

Weinberg, 2000 

Plus récemment, les mêmes auteurs ont proposé quatre nouvelles caractéristiques que doit 

acquérir la cellule tumorale en vue du développement d’une tumeur (Hanahan and 

Weinberg, 2011). Ces caractéristiques illustrées sur la figure ci-contre (Figure 3) sont 

l’échappement à la surveillance du système immunitaire (permettant aux cellules 

cancéreuses d’éviter leur élimination par le système immunitaire, plus précisément par les 

lymphocytes T et B, les macrophages ainsi que les cellules NK), la capacité à induire une 

réponse inflammatoire par les cellules du système immunitaire inné, une grande instabilité 

génomique lui permettant ainsi de s’adapter rapidement aux variations du 

microenvironnement et enfin, la dérégulation du métabolisme énergétique. 
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Figure 3. Caractéristiques émergeantes d’une cellule tumorale. D’après Hanahan and Weinberg, 2011 

L’établissement d’une réponse inflammatoire chronique ainsi que l’échappement à la 

surveillance du système immunitaire sont de nouveaux points forts dans l’implication du 

microenvironnement tumoral dans le développement des tumeurs. L’étude du 

microenvironnement tumoral prend ainsi une place importante dans la recherche en 

cancérologie et il est désormais admis que la cellule cancéreuse seule ne peut conduire à la 

formation d’une tumeur mais que le microenvironnement joue un rôle majeur dans le 

développement de celle-ci. Le pronostic vital du patient étant étroitement lié au caractère 

invasif de la tumeur primitive et à la dissémination éventuelle de métastases, une meilleure 

identification des acteurs du microenvironnement tumoral est nécessaire pour le 

développement de nouvelles approches thérapeutiques et représente un enjeu majeur pour 

l’amélioration des traitements actuels (Zitvogel et al., 2008). 

3.2 Le microenvironnement tumoral 

A la suite de perturbations favorisant la transformation néoplasique des cellules, le 

microenvironnement subit des modifications. En effet, une tumeur solide est composée de 

cellules cancéreuses, mais également de cellules souches cancéreuses, de cellules 

immunitaires, de cellules du stroma, de la matrice extracellulaire (MEC), constituant le 

microenvironnement tumoral (Figure 4). 
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Figure 4. Composition cellulaire du microenvironnement tumoral. D’après Hanahan and Weinberg, 

2011 

3.2.1 Microenvironnement tumoral et stroma tumoral 

La MEC constitue un élément fondamental du microenvironnement. Cette MEC est 

composée majoritairement de protéoglycanes, collagènes et de fibronectines qui sont des 

macromolécules sécrétées par les cellules du tissu. L’architecture principale des tissus et des 

organes repose sur ces fibroblastes et cette MEC adressant des signaux d’adhésion reconnus 

par les récepteurs cellulaires dédiés à cet effet, tels que les intégrines et permettant 

l’ancrage des cellules. De plus, la MEC agit sur des processus cellulaires variés tels que la 

différenciation, la prolifération, la survie et la migration cellulaire (Hynes, 2009). 

Les nombreuses altérations génétiques acquises au cours de la transformation néoplasique 

permettent à la cellule tumorale de rompre ses liens avec la MEC avec par exemple la perte 

de récepteurs d’adhésions telles que la E-cadhérine, l’induction de la transition épithélio-

mésenchymateuse, la protéolyse de la MEC ainsi que l’activation des fibroblastes (Gupta and 

Massagué, 2006) ; (Marsh et al., 2013). Tous ces mécanismes sont impliqués dans la 

formation de métastases qui représente aujourd’hui une des principales causes de décès de 

patients atteints d’un cancer. 

3.2.2 Microenvironnement immunitaire des tumeurs 

Le microenvironnement tumoral comprend un certain nombre de cellules du système 

immunitaire dont leurs rôles peuvent être variables selon le stade de développement de la 

tumeur. 

 



19 

 

3.2.2.1 Rôle de l’immunité dans la biologie du cancer 

L’immunologie des tumeurs repose essentiellement sur deux concepts qui sont 

l’immunosurveillance des tumeurs et l’échappement à cette immunosurveillance par des 

mécanismes mis en place par les cellules tumorales afin de contourner leur élimination. En 

effet, au cours du développement tumoral, les cellules néoplasiques semblent être sous 

contrôle séquentiel des cellules immunitaires selon trois phases distinctes pouvant être 

qualifiées ainsi : une phase précoce dite d’élimination, une phase d’équilibre et une phase 

plus tardive dite d’échappement (Figure 5). 

 

Figure 5. Implication des cellules immunitaires dans la formation de tumeurs. D’après Vesely et al., 

2011 
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Durant la phase d’élimination, connu également sous le nom d’immunosurveillance des 

tumeurs, les cellules immunitaires cytotoxiques innées et adaptatives telles que les 

macrophages, les lymphocytes CD4+, CD8+, les cellules Natural Killer (NK), les cellules Natural 

Killer like T cells (NKT) et les cellules dendritiques (DC, Dendritic Cells) coopèrent pour 

inhiber le développement tumoral et favoriser le développement d’un tissu normal. Cette 

première étape est suivie d’une période de latence n’impliquant plus que les effecteurs de 

l’immunité adaptative (Lymphocytes T CD4+ et CD8+). Durant cette seconde phase appelée 

également phase d’équilibre, les cellules du système immunitaire et les cellules néoplasiques 

entrent dans un état d’équilibre dynamique. Cette phase voit l’apparition de cellules 

tumorales devenues insensibles à la surveillance immunologique et qui échappent à 

l’élimination par les cellules effectrices et/ou induisent un état de tolérance immunologique 

favorable à leur expansion. Les cellules tumorales entrent alors dans la troisième phase dite 

d’échappement conduisant ainsi au développement de tumeurs malignes cliniquement 

détectables. A ce stade, il n’y a donc plus aucune surveillance exercée par le système 

immunitaire, et l’apparition d’une inflammation chronique (Vesely et al., 2011). 

3.2.2.2 Cellules immunitaires et microenvironnement tumoral 

Le stroma tumoral contient donc des cellules immunitaires pouvant contribuer à l’inhibition 

ou à la progression tumorale. L’infiltrat immunitaire tumoral est hétérogène et varie selon 

les stades de progression de la pathologie. Il est composé majoritairement de macrophages, 

de DCs, de mastocytes, de cellules NK et de lymphocytes B et T, naïfs mais aussi mémoires. 

Ces lymphocytes T comprennent les effecteurs T CD4+ helper (TH1 et TH2), les effecteurs T 

régulateurs (Treg), les effecteurs T helper folliculaire (TFH) ainsi que les lymphocytes T CD8+ 

cytotoxiques. 

Ces cellules semblent répondre à une organisation bien définie au sein des tumeurs. Ainsi, 

les macrophages, mastocytes, granulocytes et MDSCs (Myeloid Derived Suppressor Cells) 

suivent une répartition aléatoire au sein du lit tumoral, au centre de la tumeur ou alors au 

front invasif. A l’inverse, les cellules d’origine lymphoïde semblent occuper une place plus 

définie dans ce réseau cellulaire tumoral complexe. Les cellules NK, n’entretenant pas de 

liens directs avec les cellules néoplasiques intra-tumorales, sont observées en périphérie du 

microenvironnement tumoral. Les lymphocytes B sont quant eux majoritairement 

représentés dans la marge invasive et dans les structures tertiaires lymphoïdes (TLS, Tertiary 
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Lymphoïd Structures). Enfin, les lymphocytes T, et plus particulièrement les lymphocytes T 

CD8+, se localisent préférentiellement dans la marge invasive mais peuvent également être 

observés au centre de la tumeur et dans les TLS. Enfin, les DCs, présentatrices de l’antigène, 

se distribuent entre le centre de la tumeur, les organes lymphoïdes secondaires et les TLS 

proximaux. Les cellules dendritiques immatures migrent au centre de la tumeur où elles se 

chargent d’antigènes tumoraux et effectuent leur maturation. Puis, les DCs matures 

rejoignent ensuite les ganglions lymphatiques proximaux ou les TLS où elles activent les 

lymphocytes T naïfs (Gajewski et al., 2013). Dans la majorité des tumeurs solides, la densité 

de l’infiltration lymphocytaire est le signe d’un pronostic favorable pour la survie globale du 

patient (Marsh et al., 2013 ; Gajewski et al., 2013). Notamment, dans le cas des carcinomes 

coliques, la forte densité de cellules immunitaires au centre de la tumeur et dans le front 

invasif est corrélée avec la survie sans récidive de la pathologie chez ces patients (Galon et 

al., 2006). 

Outre cet aspect quantitatif, la nature de l’infiltrat et l’orientation de ces effecteurs sont 

déterminantes dans l’évolution de la maladie. 

4. Traitements des cancers du côlon 

4.1 Traitements conventionnels des cancers du côlon 

Le traitement des cancers colorectaux réside principalement en l’exérèse par chirurgie de la 

tumeur associée ou non à des chimiothérapies et/ou radiothérapie néo-adjuvantes ou 

adjuvantes. Lorsque le cancer atteint un stade avancé, c’est-à-dire métastatique, la 

chimiothérapie est alors utilisée comme traitement de première ligne pour soulager et 

contrôler les symptômes de la maladie, améliorer la qualité de vie du patient ainsi que sa 

survie (Aschele et al., 2009). 

4.1.1 Traitement locorégional 

Le traitement des CrC pour les patients diagnostiqués à un stade précoce, c’est-à-dire aux 

stades 0-I, est principalement locorégional. Ainsi, l’exérèse chirurgicale complète de la 

tumeur et d’une marge saine lorsque cela est possible peut être curatif et constitue la 

première décision thérapeutique. De plus, en fonction de la localisation primaire de la 

tumeur et de son degré d’invasion, l’ablation des vaisseaux lymphatiques la drainant et/ou 
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un curage ganglionnaire peuvent également être nécessaires (Giuliano et al., 1994; West et 

al., 2010). Cette chirurgie, dite « R0 », est prescrite seule ou accompagnée d’un traitement 

néo-adjuvant pour les stades II et III à hauts risques. 

D’une manière générale, une simple surveillance du patient après résection chirurgicale est 

suffisante lorsque celui-ci est diagnostiqué à un stade précoce et/ou avec un faible taux de 

récurrence. Par contre, lorsque des patients sont diagnostiqués à des stades plus avancés ou 

pour des patients à haut risque de récidive, d’autres stratégies thérapeutiques sont 

appliquées telles que des thérapies néo-adjuvantes. 

4.1.2 Traitements néo-adjuvants et adjuvants 

Au moment du dépistage et en amont d’une intervention chirurgicale, il peut être décidé sur 

des critères diagnostiques, notamment moléculaires (Imagerie et/ou biopsie), au moment 

du dépistage, de mettre en place une thérapie néo-adjuvante en vue de diminuer le volume 

de la tumeur. 

4.1.2.1 Radiothérapie 

Ces stratégies néo-adjuvantes peuvent faire appel à la radiothérapie, qui, comme l’exérèse 

chirurgicale est un traitement locorégional de la tumeur. En effet, cette technique de 

médecine nucléaire utilise des rayonnements ionisants afin d’irradier spécifiquement les 

cellules de la masse tumorale, tout en essayant d’épargner les tissus sains à la périphérie et 

les organes avoisinants. Ces rayonnements ionisants induisent des cassures et des 

dommages à l’ADN de manière irréversible et provoquent donc la sénescence réplicative des 

cellules tumorales ou alors, la mort cellulaire via l’apoptose, la nécrose, l’autophagie, 

l’induction de catastrophes mitotiques (Golden and Apetoh, 2015). 

La radiothérapie est proposée en fonction du type de cancer, de sa localisation ainsi que de 

son stade d’évolution mais également en fonction de l’état général du patient. Elle peut être 

utilisée dans deux buts majeurs. Selon le stade d’évolution de la maladie, son premier 

objectif est de guérir un cancer en visant à détruire la totalité des cellules cancéreuses, on 

parle alors de radiothérapie curative. Son deuxième objectif est de réduire l’évolution de la 

maladie et/ou d’en traiter les symptômes, on parle alors de radiothérapie palliative ou de 

radiothérapie symptomatique. 
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Concernant les CrC, la radiothérapie occupe une place importante en tant que pilier du 

traitement, parallèlement à la chirurgie. Une radiothérapie combinée ou non avec une 

chimiothérapie a démontré de meilleurs bénéfices que lorsqu’elle est proposée après 

intervention chirurgicale (Häfner and Debus, 2016 ; van Gijn et al., 2011). 

4.1.2.2 Chimiothérapie 

Tout comme la radiothérapie, la chimiothérapie néo-adjuvante va avoir comme but la 

diminution du volume tumoral. 

Le 5-Fluorouracile (5-Fu) est couramment utilisé en tant que chimiothérapie néo-adjuvante. 

Il a été démontré récemment que le 5-Fu associé à de la radiothérapie avant chirurgie 

améliore la survie sans progression mais également la survie globale chez des patients 

atteints d’un cancer colorectal localement avancé, de stade T3 et T4 (Jalilian et al., 2016). 

La capécitabine peut également être utilisé en tant que chimiothérapie néo-adjuvante chez 

des patients atteints d’un cancer colorectal localement avancé (Hofheinz et al., 2012). En 

effet, il a été démontré que le 5-Fu et la capécitabine associés à de la radiothérapie ont une 

efficacité comparable. Cependant, les complications possibles liées à l’injection du 5-Fu 

suggère que l’utilisation de la capécitabine combinée à de la radiothérapie peut être un 

choix favorable dans le traitement néo-adjuvant des CrC (Chen et al., 2012). 

Plus récemment, des patients atteints d’un cancer colorectal localement avancé, de stade 

T3/T4 ont reçu en thérapie néo-adjuvante, une association de deux chimiothérapies 

composée de capécitabine et d’oxaliplatine associée à de la radiothérapie (Hess et al., 2016). 

4.1.3 Traitement systémique 

Le traitement systémique des cancers du côlon repose principalement sur la chimiothérapie 

adjuvante. Cette chimiothérapie peut être supplée par et/ou associée à l’hormonothérapie 

ou à une thérapie ciblée. Ces agents chimiothérapeutiques sont utilisés en clinique 

seulement depuis les années 70s (DeVita and Chu, 2008). Aujourd’hui, ces molécules sont 

utilisées seules ou en combinaison et peuvent être administrées à différents temps de la 

prise thérapeutique. 

En ce qui concerne les chimiothérapies, il en existe de nombreuses dont les modes d’action 

sont très différents. Par exemple, elles peuvent potentialiser l’apoptose des cellules 
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cancéreuses ou inhiber la prolifération cellulaire. Néanmoins, elles peuvent entrainer à 

fortes doses de lourds effets secondaires. Afin de potentialiser l’efficacité du traitement tout 

en étant mieux toléré, des associations de chimiothérapies sont donc utilisées. Ces 

associations de chimiothérapies permettent de combiner différents modes d’action et ainsi 

diminuer la concentration de chaque composant. 

Concernant les CrC, trois molécules majeures composent actuellement les protocoles 

thérapeutiques. 

4.1.3.1 5-Fluorouracile 

Parmi ces molécules, le 5-Fluorouracile est un des anti-métabolites les plus utilisés 

aujourd’hui pour le traitement de divers cancers (Longley et al., 2003). Il demeure à ce jour 

la molécule standard composant les protocoles thérapeutiques pour le traitement des 

carcinomes gastriques et coliques (Lescut et al., 2015). 

Le 5-Fu est un analogue de l’uracile qui, par la succession de réactions enzymatiques est 

converti en métabolites cytotoxiques actifs que sont le 5-FdUMP, le 5-FdUDP et le 5-FdUTP. 

Ces métabolites actifs vont être incorporés à l’ARN et l’ADN, mais vont également inhiber la 

thymidilate synthase et ainsi induire l’inhibition de la biosynthèse de l’ADN, l’arrêt du cycle 

cellulaire ainsi que la mort par apoptose de la cellule (Thirion et al., 2004). L’efficacité du 5-

Fu est accentuée par un apport exogène d’acide folique, un co-inhibiteur de la thymidilate 

synthase, constituant le principe actif de la leucovorine par exemple (Longley et al., 2003). 

Le 5-Fu est utilisé seul ou en combinaison avec d’autre molécules et ce en fonction du stade 

de la tumeur, du moment de l’administration c’est-à-dire s’il s’agit d’une chimiothérapie 

néo-adjuvante ou adjuvante et des caractéristiques moléculaires de la tumeur. 

Malheureusement, les patients ayant un cancer colorectal liés à une instabilité génétique 

induite par une défaillance du système de réparation de l’ADN conduisant à l’instabilité des 

microsatellites, acquièrent une résistance au 5-Fu. Une chimiothérapie associant le 5-Fu à 

l’oxaliplatine est alors plus adaptée pour ces patients (Jover et al., 2009). 
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4.1.3.2 Oxaliplatine 

L’oxaliplatine (OXA) appartient à la famille des DACH (Diaminocyclohexane) platine qui 

comprend également le cisplatine et le carboplatine. Il est à noter que l’OXA est un analogue 

du cisplatine. Il s’agit d’une molécule composée d’un atome de platine complexé d’une part 

à un dianion oxalate et d’autre part, à une molécule de 1,2-diaminocyclohexane. Ces 

caractéristiques lui confèrent des propriétés anticancéreuses uniques qui le distinguent des 

autres platines. En effet, ces agents alkylants peuvent induire la formation d’adduits inter- 

ou intra-brins de l’ADN et inhiber par ce biais, la réplication de l’ADN des cellules 

cancéreuses coliques.  

L’OXA est un composé qui ne présente aucune toxicité rénale mais qui présente une activité 

antitumorale dans le cas de cancer colorectal (Extra et al., 1990). En effet, l’OXA représente 

un composé majeur dans le traitement des cancers du côlon, de rectum et celui du pancréas 

(Soulié et al., 1997). Dans le cadre du traitement des cancers métastatiques, l’oxaliplatine a 

une efficacité limitée en monothérapie mais lorsque l’OXA est associé au 5-Fu et à l’acide 

folinique (FOLFOX), il donne de bons résultats (de Gramont et al., 2000). En effet, le FOLFOX 

compose aujourd’hui le protocole de référence pour le traitement des cancers du côlon 

métastatique. 

4.1.3.3 Irinotecan 

Enfin, la dernière molécule majeure qui compose actuellement les protocoles 

thérapeutiques est l’irinotecan (IRI). 

L’IRI est un analogue semi-synthétique d’un alcaloïde naturel appelé CPT-11 ou encore 

Camptothecin-11. Il s’agit d’un pro-médicament métabolisé dans la cellule par différentes 

carboxylesterases afin de produire le métabolite actif, le SN-38. Le SN-38 inhibe la 

topoisomérase 1, entrainant des cassures au niveau de l’ADN simple brin et inhibe ainsi sa 

réplication. 

L’IRI constitue aujourd’hui l’un des composants d’un protocole couramment utilisé pour le 

traitement des CrC, le FOLFORI qui est l’association du 5-Fu, de l’acide folinique et de l’IRI. 

D’une manière générale, le 5-Fu est proposé seul chez des patients atteints de carcinomes 

coliques diagnostiqués à un stade II (Ribic et al., 2003). Chez les patients atteints de 
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carcinomes coliques diagnostiqués à un stade II à hauts risques ou à un stade III ou IV, le 5-

Fu est associé à l’oxaliplatine (FOLFOX) ou à l’irinotecan (FOLFIRI). En l’absence de facteurs 

prédictifs disponibles à ce jour pour l’orientation thérapeutique vers l’un ou l’autre de ces 

protocoles, le FOLFOX demeure la combinaison de chimiothérapies privilégiée en première 

ligne thérapeutique des CrC. Le FOLFIRI est alors proposé en cas d’échec thérapeutique. 

Malgré un potentiel effet immunostimulateur des chimiothérapies conventionnelles, la 

maladie va tendre vers un échappement des cellules cancéreuses à la chimiothérapie. Cet 

échec thérapeutique se traduit par la persistance des cellules néoplasiques à échapper à la 

surveillance immunitaire. En effet, de multiples mécanismes d’immunosuppression ont été 

caractérisés empêchant l’immunité antitumorale, d’où l’utilisation d’agents réactivant le 

système immunitaire. 

4.2 Immunothérapie 

Les immunothérapies peuvent se diviser en deux groupes distincts, selon qu’elles utilisent 

des molécules de l’immunité (immunothérapie passive) ou qu’elles vont avoir pour objectif 

d’activer le système immunitaire (immunothérapie active). 

4.2.1 Immunothérapie passive ou thérapie ciblée 

L’immunothérapie à base d’anticorps monoclonaux, dite « passive » occupe aujourd’hui une 

place majeure dans la prise en charge des patients atteints de CrC. En effet, son efficacité, sa 

spécificité ainsi que le peu d’effets secondaires qu’elle engendre lui confère des avantages 

considérables sur les autres molécules utilisées pour le traitement systémique des cancers. 

Par exemple, le Cetixumab, un anticorps murin humanisé, dirigé contre l’EGF-R (Epidermal 

Growth Factor Receptor) améliore significativement le taux de réponse des patients atteints 

de CrC traités par le FOLFOX, et plus particulièrement chez les patients porteurs du gène ras 

non muté (Bokemeyer et al., 2015; De Roock et al., 2010). D’autres anticorps monoclonaux 

comme le Trastuzumab, dirigé contre le récepteur de l’EGF, ou le Bevacizumab, dirigé contre 

le récepteur du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), sont également utilisés dans les 

CrC (Degirmenci et al., 2010). 
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L’association de ces anticorps monoclonaux aux molécules de chimiothérapies 

conventionnelles semble prometteuse pour la prise en charge thérapeutique des cancers 

mais reste encore très couteuse. 

4.2.2 Immunothérapie active 

L’objectif de l’immunothérapie active consiste à moduler la réponse immunitaire afin que 

celle-ci puisse contrecarrer les mécanismes d’échappement mis en œuvre par les cellules 

tumorales. On parle alors d’immunothérapie anticancéreuse, visant à éliminer la tumeur 

primitive mais également à éliminer les cellules tumorales ayant déjà migré et devenues 

potentiellement résistantes aux chimiothérapies. Cette stimulation du système immunitaire 

peut être aspécifique ou spécifique. 

4.2.2.1 Immunothérapie active aspécifique 

L’immunothérapie active aspécifique repose sur l’utilisation de composés tels que des 

cytokines ou des dérivés bactériens, susceptibles de stimuler le fonctionnement général du 

système immunitaire. Il est maintenant clairement établi que l’immunothérapie par 

utilisation du Bacille de Calmette et Guérin (BCG) est le traitement de référence pour 

contrôler l’évolution des tumeurs superficielles de vessie à haut grade (Herr et al., 1988).  

Une immunothérapie à base de lipide A (partie active des lipopolysaccharides), plus 

précisément de l’OM-174, a également été utilisée dans différents types de cancers solides 

(Isambert et al., 2013). De plus, lorsque ce lipide A est associé à de l’oxaliplatine, son 

efficacité est alors augmentée. En effet au sein de notre équipe, il a été démontré que 

l’association lipide A / Oxaliplatine induit une importante régression tumorale des tumeurs 

colorectaux chez 95% des rats. Cette efficacité anti-tumorale est corrélée in vivo et in vitro à 

l’induction de la sénescence cellulaire par l’oxaliplatine et de l’apoptose induite 

principalement par le lipide A (Seignez et al., 2014). 

4.2.2.2 Immunothérapie active spécifique 

Un autre type d’immunothérapie, impliquant la vaccination ou l’utilisation de thérapies 

ciblant les points de contrôles immunitaires, est également employé. On parle alors 

d’immunothérapie active spécifique. 
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L’objectif de la vaccination thérapeutique antitumorale est d’induire la réponse immunitaire 

spécifique due aux lymphocytes T CD4+ et CD8+. Plusieurs stratégies s’appuyant sur le rôle 

fondamental des DCs sont aujourd’hui à l’étude. En effet, des DCs peuvent être « chargées » 

en antigènes tumoraux in vitro puis réinjectées au patients. De plus, l’utilisation de particules 

produites par les DCs, les exosomes, ou encore leur stimulation in vivo sont également 

envisageables (Viaud et al., 2010). Par exemple, une étude clinique de phase I utilisant des 

exosomes pour l’immunisation de patients atteints de mélanome de stade III/IV a été 

réalisée (Escudier et al., 2005). Plusieurs stratégies s’appuient sur le rôle fondamental des 

cellules dendritiques mais aujourd’hui les thérapies révolutionnant la cancérologie reposent 

sur l’utilisation d’inhibiteurs de points de contrôle négatif immunitaires. 

La présence de points de contrôle négatif immunitaire est nécessaire à la survie de l’homme. 

En effet, dans des conditions physiologiques, ces molécules sont à l’origine de la tolérance 

du système immunitaire pour le « soi » afin d’éviter toutes réactions auto-immunes. Sachant 

qu’une cellule tumorale est une cellule du soi ayant acquis des mutations, elle a donc la 

capacité d’exprimer des néo-antigènes mais aussi d’exprimer à sa membrane des molécules 

inhibitrices des lymphocytes T, empêchant alors une réponse adaptée de l’organisme pour 

lutter contre les cellules cancéreuses.  

Il existe deux types de points de contrôle immunitaire, les co-activateurs ainsi que les co-

inhibiteurs. Lors de la fixation du TCR (T Cell Receptor) d’un lymphocyte T au CMH (Complexe 

Majeur d’Histocompatibilité) de classe I ou II d’une cellule présentatrice de l’antigène, il est 

nécessaire d’avoir un second signal afin d’activer les lymphocytes T. Ce second signal est 

apporté par la fixation de CD80 sur son ligand CD28. A l’inverse, les molécules présentes à la 

surface des lymphocytes T telles que KIR (Killer Cell Immunoglobulin-like Receptor), LAG3 

(Lymphocyte Activation Gene 3), Tim3 (T-cell immunoglobulin mucin domain-3), et les deux 

plus étudiées PD-1 (Programmed Cell Death) et CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4), 

sont des molécules co-inhibitrices du système immunitaire (Pardoll, 2012). Ces molécules 

régulatrices peuvent interagir avec leurs propres ligands qui sont respectivement PDL-1 et 

CD80, des molécules fortement exprimées au sein du microenvironnement tumoral et 

apparaissant comme de mauvais pronostic pour les patients (Figure 6). 
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Figure 6. Interactions co-activatrices (   ) et inhibitrices (   ) régulant la réponse des lymphocytes T. 

D’après Pardoll, 2012 

Ces points de contrôle négatif peuvent être bloqués par des anticorps monoclonaux ciblant 

ces protéines. L’utilisation de ces anticorps réactive alors le système immunitaire et lui 

permet ainsi de lutter plus efficacement contre les cellules tumorales. En effet, le blocage de 

ces points de contrôle négatif a montré une efficacité remarquable chez des patients 

atteints de cancers de type mélanome métastatique ou dans des cancers avancés de 

poumons (NSCLC), rénaux et dans les lymphomes de Hodgkin (Ansell, 2015 ; Brahmer et al., 

2012 ; Hamid et al., 2013). Malgré les effets spectaculaires de ces thérapies, un grand 

nombre de patients ne répondent pas à ces traitements et d’autres rechutent. Concernant 

les CrC, l’efficacité des thérapies utilisant des inhibiteurs de points de contrôle immunitaires 

reste limitée (Brahmer et al., 2012; Topalian et al., 2012). Cependant, des études cliniques 

de phase I/II sont en cours afin d’évaluer l’efficacité de l’association de chimiothérapies avec 

un anticorps anti-PD-1 (Pembrolizumab) ou anti-PDL-1 (Durvalumab) chez des patients 

atteints d’un cancer colorectal à un stade avancé. 
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La Figure 7 résume les différents traitements utilisés chez les patients atteints de CrC. 

 

5-Fu : 5-Fluorouracile ; OXA : Oxaliplatine ; IRI : Irinotecan ; TS : Thymidilate synthase ; Topo I : 

Topoisomérase I 

Figure 7. Différentes stratégies thérapeutiques utilisées dans le traitement des CrC. Les cibles de ces 

thérapies peuvent être l’ADN via des dommages directs (Agent alkylant) ou indirects (Anti-métabolite 

et alcaloïde), mais également l’inhibition de voies de signalisation (Thérapie ciblée) ou encore le 

blocage des points de contrôle négatif du système immunitaire. 

L’immunothérapie anticancéreuse a pour but de moduler la réponse immunitaire afin que 

celle-ci puisse contrecarrer les mécanismes d’échappement mis en œuvre par les cellules 

tumorales. Récemment, il a été mis en évidence que des traitements tels que certaines 

chimiothérapies mais également la radiothérapie peuvent également stimuler le système 

immunitaire via le mécanisme de mort cellulaire immunogène. 
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Partie B : La mort cellulaire immunogène 

Comme évoqué précédemment, les cellules tumorales adoptent un comportement anormal 

caractérisé par dix caractéristiques dont l’échappement à la réponse immunitaire. Il y a donc 

une inefficacité des défenses immunitaires naturelles d’où l’intérêt de l’immunothérapie 

mais également de certaines thérapies conventionnelles qui, en plus de leurs effets 

cytotoxiques sur les cancers colorectaux, peuvent également activer le système immunitaire 

par un mécanisme appelé « mort cellulaire immunogène » ou ICD (Immune Cell Death) 

(Golden and Apetoh, 2015). 

1. Caractéristiques de la mort cellulaire immunogène 

La mort cellulaire immunogène présente les caractéristiques de l’apoptose classique, telles 

que l’externalisation des phosphatidylsérines, l’activation des caspases ainsi que la 

dépolarisation des mitochondries. Elle va également présenter d’autres caractéristiques 

importantes telles que la présentation à la surface des cellules de la calréticuline (CRT) et de 

protéines de chocs thermiques (HSP, Heat Shock Protein), mais également la sécrétion de 

facteurs immunogènes solubles tels que l’ATP (Adénosine Triphosphate) et HMGB1 (High-

mobility group box 1) (Figure 8) (Rébé and Ghiringhelli, 2015). 

 

Figure 8. Mécanismes de mort cellulaire 

immunogène. Certaines chimiothérapies dites 

« immunogènes », ont la capacité de tuer les 

cellules cancéreuses par activation des 

lymphocytes T CD4+ et CD8+ après exposition à 

la membrane cellulaire de la CRT, sécrétion 

d’ATP et HMGB1 permettant ainsi d’activer les 

DCs. Les chimiothérapies « non 

immunogène », ne peuvent pas induire 

l’activation du système immunitaire par ce 

mécanisme. D’après Rébé and Ghiringhelli, 

2015 
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Lorsqu’une tumeur est traitée par certaines chimiothérapies ou alors lorsqu’elle est irradiée, 

la CRT intracellulaire est rapidement externalisée à la surface des cellules tumorales et va 

pouvoir activer les cellules dendritiques (DCs) et ainsi activer les lymphocytes T pouvant 

alors venir tuer les cellules tumorales. Certaines protéines chaperons telles que HSP90, 

peuvent également se relocaliser à la surface des cellules tumorales, favorisant l’interaction 

entre les cellules tumorales et les DCs et induisant alors les premières étapes de maturation 

de ces dernières. Plus tardivement, les cellules tumorales libèrent une protéine constitutive 

de la chromatine, HMBG1, protéine appartenant à la famille des DAMPs (Damage-

Associated Molecular Patterns), qui va reconnaître le récepteur Toll-like 4 (TLR4) sur les DCs 

induisant la phagocytose des cellules tumorales par les DCs. Enfin, les cellules tumorales 

sécrètent des signaux de maturation tels que l’ATP, l’interféron de type Ι (INF-γ) et 

l’interleukine-1 (IL-1) contribuant également à la phagocytose des cellules tumorales 

entrainant à son tour l’activation des LT cytotoxiques (Rébé and Ghiringhelli , 2015; Zitvogel 

et al., 2008). 

2. Facteurs clés de la mort cellulaire immunogène 

• La calréticuline 

La CRT est une protéine chaperon du réticulum endoplasmique (RE) qui, après traitement 

des cellules tumorales par certaines chimiothérapies ou radiothérapie, est relocalisée à la 

surface de ces cellules, dans un complexe avec la protéine disulfure isomérase (ERp57). Ces 

cellules se trouvent alors au début du stade pré-apoptotique (Obeid et al., 2007). Le RE est 

perturbé lorsqu’il y a une accumulation de protéines mal repliées ou alors en présence 

d’inducteurs de stress du RE tels que certains agents chimiothérapeutiques, qui peuvent 

induire une production accrue de ROS (Reactive Oxygen Species). Ce stress du RE est 

nécessaire mais pas suffisant pour induire l’externalisation de la CRT (Martins et al., 2011). 

En effet, lors de ce stress, trois modules sont activés à savoir un module de stress du RE, un 

module apoptotique ainsi qu’un module de transfert. Lors du stress du RE, la protéine RNA-

like endoplasmic réticulum kinase (PERK) est activée par phosphorylation et va alors pouvoir 

phosphoryler le facteur d’initiation de la traduction eIF2α. Cet évènement est suivi d’une 

activation partielle de la caspase-8 qui va par la suite cliver Bap31, une protéine du RE qui 

interagit avec les protéines anti-apoptotiques telle que Bcl-2 et qui est nécessaire pour 
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l’externalisation de la CRT (Panaretakis et al., 2009). Ce clivage est suivi de l’activation de Bax 

et de Bak. Enfin, après exocytose via la fusion entre les vésicules de l’appareil de Golgi et la 

membrane plasmique des cellules cancéreuses via les protéines SNARE, la calréticuline est 

externalisée au niveau de la surface membranaire (Figure 9) (Panaretakis et al., 2009). 

 

Figure 9. Mécanisme d’externalisation de la calréticuline. L’utilisation de chimiothérapies 

immunogènes ou d’irradiation va conduire à l’externalisation de la CRT selon un schéma séquentiel. 

En effet, lors du stress du RE, trois modules sont activés à savoir un module de stress du RE 

(Phosphorylation de PERK puis de eIF2α), activant alors le module apoptotique (Activation de la 

caspase 8 puis activation de Bac / Bak), activant à son tour un module de transfert (Exocytose via les 

protéines SNARE puis externalisation de la CRT). D’après Panaretakis et al., 2009 

Plus récemment, l’implication des intégrines a également été mise en évidence dans la 

régulation de l’externalisation de la CRT (Liu et al., 2016). La recherche d’un mécanisme 

unique régulant l’externalisation de la CRT et pouvant être modulé lors d’une thérapie reste 

donc un challenge déterminant. 

L’externalisation de la CRT représente un signal pour les cellules présentatrices d’antigènes 

telles que les DCs qui phagocytent les cellules engagées dans le processus de mort. Ce signal 
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peut être atténué par l’expression de CD47 qui empêche la phagocytose des cellules 

cancéreuses (Chao et al., 2010). En revanche, plusieurs études ont pu montrer que le 

blocage  de l’externalisation ou la déplétion de la CRT induit une inhibition de la phagocytose 

des cellules tumorales traitées par les anthracyclines, et conduit à une abolition de 

l’immunogénicité chez la souris (Tesniere et al., 2008). De plus, il a également été montré 

que les tumeurs possédant un défaut intrinsèque du mécanisme de translocation de la CRT 

deviennent résistantes aux anthracyclines en raison de leur incapacité à induire une réponse 

immunitaire anticancéreuse (Panaretakis et al., 2008). 

• Les protéines de chocs thermiques HSP 

D’autres protéines peuvent être externalisées en réponse à certaines chimiothérapies 

comme les protéines de chocs thermiques (HSP). En effet, en réponse à différents agents 

cytotoxiques, les cellules tumorales peuvent activer la transcription d’une série de molécules 

chaperons appartenant à la classe des HSP inductible. Ces HSP sont connues pour protéger 

de la mort cellulaire, via leur activité de chaperons moléculaires. Elles peuvent également 

inhiber l’apoptose aux niveaux pré et post-mitochondriales. Ces HSP peuvent également 

stimuler le système immunitaire à plusieurs niveaux en favorisant la reconnaissance des DCs 

par les cellules engagées dans le processus de mort (Zitvogel et al., 2008). 

• HMGB1 

La protéine HMBG1 fait partie de la superfamille des protéines HMG (High Mobility Group) 

découverte en 1973 par Goodwin (Goodwin et al., 1973). De manière générale, HMGB1 est 

une protéine constitutive de la chromatine qui se lie à l’ADN double brin et facilite un 

nombre de fonctions nucléaires incluant la stabilisation du nucléosome, la transcription, la 

réplication et la recombinaison (Bustin, 1999 ; Thomas and Travers, 2001). Cette protéine est 

principalement localisée au niveau du noyau des cellules tumorales, cette localisation étant 

régulée par acétylation et par phosphorylation de son signal de localisation nucléaire (Youn 

and Shin, 2006). A la suite d’un stress et lorsque les cellules tumorales entrent en apoptose 

tardive, HMGB1 est alors externalisée dans le cytoplasme puis libérée par exocytose (Apetoh 

et al., 2007a). Elle est ensuite reconnue par les DCs via son interaction avec les récepteurs 

TLR2 ou TLR4. HMGB1 va alors permettre l’activation de la réponse immunitaire 

anticancéreuse, plus précisément l’activation des cellules CD4+ Th1, mais également 
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l’activation des lymphocytes T cytotoxiques CD8+, afin d’éradiquer les cellules 

cancéreuses (Ladoire et al., 2014). 

Une étude a pu montrer in vitro mais également in vivo sur des cellules tumorales engagées 

dans le processus de mort que la déplétion de la protéine HMGB1 avec des siRNA, ou sa 

neutralisation à l’aide d’anticorps spécifiques, inhibe la présentation aux DCs par le 

récepteur TLR4 de ces cellules (Apetoh et al., 2007b). La libération d’HMGB1 semble donc 

nécessaire pour l’immunogénicité de la mort cellulaire. Ces mêmes auteurs ont pu montrer 

in vivo que des souris TLR4-/- ne peuvent pas être vaccinées par des cellules tumorales 

préalablement traitées par un agent immunogène (Apetoh et al., 2007b). L’activation de la 

réponse immunitaire par HMGB1 semble donc dépendante de son interaction avec le 

récepteur TLR4.  

L’importance d’HMGB1 dans le mécanisme de l’ICD a également été mis en évidence en 

clinique puisque  la perte d’HMGB1 des cellules malignes affecte négativement le pronostic 

chez des patients atteints de cancer du sein traités avec des chimiothérapies adjuvantes à 

base d’anthracyclines (Yamazaki et al., 2014). Cependant, le mécanisme de libération 

d’HMGB1 pour le traitement des cancers reste à élucider (Galluzzi et al., 2016). 

• ATP 

Le mécanisme de sécrétion de l’ATP associé à l’ICD est complexe. En effet, il implique des 

molécules qui sont essentielles pour des procédés tels que l’autophagie, la voie lysosomale 

d’exocytose (LAMP-1), l’apoptose via la cascade des caspases induisant des protrusions de la 

membrane plasmique ainsi que la perméabilisation de la membrane plasmique (PANX1). Un 

défaut moléculaire au sein de l’un de ces procédés est suffisant pour abolir la sécrétion 

d’ATP à partir de cellules préalablement traitées avec des agents immunogènes, laissant 

supposer que des modifications au sein de ces différents mécanismes peuvent contribuer au 

développement de résistance à la thérapie anticancéreuse (Figure 10) (Martins et al., 2014). 
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Figure 10. Mécanismes de sécrétion d’ATP impliqué dans la mort cellulaire immunogène. 

L’autophagie via la voie lysosomale d’exocytose (LAMP-1) et l’apoptose via l’activation des caspases 

induisant des protrusions ainsi que la perméabilisation de la membrane plasmique (PANX1) sont 

impliqués dans le mécanisme de sécrétion d’ATP. D’après Martins et al., 2014 

L’ATP interagit alors avec ses récepteurs purinergiques P2Y2 (P2RY2) et P2X7 (P2RX7) 

présents à la surface membranaire des cellules présentatrices d’antigène et des lymphocytes 

T. Ainsi, l’immunogénicité de la mort cellulaire est abrogée non seulement lorsque l’ATP ne 

parvient pas à être accumulée dans le microenvironnement des cellules engagées dans le 

processus de mort mais également lorsque ses récepteurs P2RY2 et P2RX7 sont absents dans 

le compartiment myéloïde de l’hôte (Ghiringhelli et al., 2009 ; Ma et al., 2013). 

Des travaux réalisés sur des cellules dendritiques de souris ont montré que la signalisation 

via P2X7 favorise l’activation de l’inflammasome NLRP3, qui déclenche à son tour l’activation 

de la caspase-1 ainsi que la maturation et la libération d’IL-1β. Cette libération d’IL-1β est 

nécessaire pour la réponse lymphoïde initiale à l’ICD conduite par l’IL-17, favorisant la 

prolifération des lymphocytes T γδ (Ghiringhelli et al., 2009 ; Ma et al., 2011). L’interleukine 

1β va donc polariser les cellules CD8+ vers la production d’INF-γ (Lignage Th1). En 

conséquence, les souris NLRP3 -/-, les souris IL-17 -/- ainsi que les souris ayant reçu un 

anticorps neutralisant l’IL-β sont incapables de mettre en place une réponse immunitaire 

adaptées contre les cellules cancéreuses préalablement traitées par un agent immunogène 

(Galluzzi et al., 2016). 
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3. Mise en évidence de la capacité à induire la mort cellulaire immunogène 

La mise en évidence de la capacité de chimiothérapies ou autres agents à induire l’ICD va 

nécessiter de déterminer si ces agents induisent l’externalisation de la CRT, la libération des 

facteurs immunogènes solubles HMGB1 et ATP mais surtout, il va falloir vérifier le caractère 

immunogène de ce traitement par un test de vaccination (Kepp et al., 2014). Dans ce type 

d’expérience, des cellules cancéreuses syngéniques préalablement traitées avec une 

chimiothérapie et/ou radiothérapie sont injectées en sous-cutanée dans le flanc de souris 

immunocompétentes. Une semaine plus tard, le même type de cellules viables est injecté en 

sous-cutanée dans le flanc controlatéral de ces souris. L’absence de développement de 

tumeur par la souris démontre un mécanisme de vaccination et prouve le caractère 

immunogène de la mort cellulaire induite par ces agents (Kroemer et al., 2013 ; Obeid et al., 

2007). 

Seuls quelques agents cliniquement approuvés comme la doxorubicine (anthracycline), la 

cyclophosmamide (agent alkylant) ou encore l’oxaliplatine présentent toutes les 

caractéristiques de la capacité à induire l’ICD (Casares et al., 2005 ; Vacchelli et al., 2014). En 

effet, une étude a pu montrer que la doxorubicine vaccine 80% des souris (Obeid et al., 

2007). En revanche, la mitomycine C et l’étoposide sont elles, des chimiothérapies non 

immunogènes (Apetoh et al., 2008). 

Ces différents tests caractéristiques de l’ICD ont permis d’établir une liste de 

chimiothérapies plus ou moins immunogènes. Certaines chimiothérapies peuvent induire 

une externalisation de la CRT mais pas de libération des facteurs immunogènes solubles, ou 

encore pas d’induction d’ICD (Tableau 4) (Bezu et al., 2015). Mais, pour qu’une 

chimiothérapie soit qualifiée d’immunogène, elle doit posséder toutes ces caractéristiques. 
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Tableau 4. Immunogénicité de la mort cellulaire induite par des chimiothérapies. D’après Bezu et al., 

2015 

Chimiothérapies Externalisation 

de la CRT 

Sécrétion     

d’ATP 

Libération 

d’HMGB1 

Induction de 

l’ICD* 

5-Fluorouracile Controversé Non Oui n.d. 

Cisplatine Non Oui Oui Non 

Cyclophosphamide Oui Oui Oui Oui 

Doxorubicine Oui Oui Oui Oui 

Etoposide Non Oui Oui Non 

Gemcitabine Non Partiellement Oui Non 

Irinotecan n.d. n.d. Oui n.d. 

Mitomycine C Controversé Non Oui Non 

Mitoxantrone Oui Oui Oui Oui 

Oxaliplatine Oui Oui n.d. Oui 

CRT : Calréticuline ; HMGB1 : High-mobility group box 1 ; ICD : Immunogenic cell death ; n.d. : non 

déterminé 

* Déterminée par des expériences de vaccinations 

En conclusion, l’ICD est principalement caractérisée par des changements de composition en 

protéines de la surface cellulaire, plus précisément de la CRT mais également par la 

libération des facteurs immunogènes solubles tels que l’HMGB1 et l’ATP. 

En vue de ces résultats, il serait intéressant d’étudier la modulation de l’immunogénicité de 

chimiothérapies anticancéreuses non immunogènes en les associant avec d’autres molécules 

induisant l’ICD dans le but d’augmenter l’efficacité anti-tumorale. 

4. Importance de la mort cellulaire immunogène 

L’importance de l’ICD dans le traitement des cancers a été mise en évidence au sein d’études 

précliniques et cliniques. Une étude préclinique a montré que l’inoculation intra-tumorale de 

la doxorubicine peut déclencher la régression des tumeurs établies chez des souris 

immunocompétentes, mais non chez des souris immunodéficientes, mettant en évidence le 

caractère immunogène de cette chimiothérapie (Kepp et al., 2014). 

En clinique, il a pu être montré chez des patients présentant des mutations dans le gène 

TLR4 ou P2X7 que l’efficacité des thérapies à bases d’anthracyclines et de radiothérapie était 

dépendante de l’induction de l’ICD. En effet, la perte de fonction du gène codant le 

récepteur TLR4 (récepteur à la protéine HMGB1), chez des patientes atteintes d’un cancer 

du sein traité par des anthracyclines, est associé à un pourcentage significativement plus 

élevé de métastases (Apetoh et al., 2007b). De plus, la mutation de TLR4 apporte une 
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diminution significative du temps sans progression de la maladie mais également de la survie 

globale des patients atteints de cancer colorectal métastatique traités avec une 

chimiothérapie à base d’oxaliplatine. Ces effets observés chez ces patients sont spécifiques à 

la chimiothérapie car en absence de traitement, la survie des patients est similaire, qu’ils 

soient porteurs ou non d’une mutation sur le gène codant le récepteur TLR4 (Tesniere et al., 

2010). De la même façon, la perte de fonction du récepteur P2X7 a un impact négatif sur le 

pronostic en terme de survie sans métastases chez des patients atteints d’un cancer du sein 

traités par des anthracyclines (Ghiringhelli et al., 2009). 

Malgré le développement de thérapies anticancéreuses, les échecs restent encore trop 

nombreux chez les patients porteurs de cancers coliques aux stades avancés, rendant la 

recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques nécessaire. Une des stratégies pour 

améliorer l’efficacité de ces traitements pourrait être de combiner ces agents 

chimiothérapeutiques à des molécules potentialisant leur effet anti-tumoral. L’association 

d’un « donneur de monoxyde d’azote » à des chimiothérapies conventionnelles pourrait être 

une stratégie prometteuse afin d’améliorer ces thérapies. 
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Partie C : Le monoxyde d’azote (NO) 

1. Rôles physiologique et physiopathologique du NO 

1.1 Généralités 

En 1980, Furchgott & Zawadzki  mettent en évidence pour la première fois la présence 

d’EDRF (Endothelium Derived Relaxing Factor), un facteur sécrété par les cellules 

endothéliales, indispensable à la relaxation du muscle lisse artériel stimulé par 

l’acétylcholine (Furchgott and Zawadzki, 1980). Quelques années plus tard, Ignarro et ses 

collègues montrent alors que l’EDRF n’est autre que le monoxyde d’azote (Ignarro et al., 

1987). Il s’en suit en 1998, un prix Nobel de Médecine et de Physiologie pour leur travaux en 

physiologie cardiovasculaire et l’identification d’un régulateur clé dans ces processus 

biologique : le monoxyde d’azote (SoRelle, 1998). 

De nombreux travaux portant sur le NO ont alors permis de mettre en évidence son 

implication dans des processus physiologiques très variés, allant de la vasorelaxation à la 

neurotransmission, en passant par les réponses immunitaires innées, l’inflammation, le choc 

septique, l’hypertension ou bien encore le rejet de greffes (SoRelle, 1998). Au sein de 

l’organisme, le NO est un radical libre présent sous forme gazeuse dans la majorité des 

tissus, son caractère lipophile lui permettant une diffusion passive au travers des 

membranes cellulaires. 

1.2 Sources du monoxyde d’azote 

1.2.1 Origine du NO dans l’organisme 

La production de NO dans les cellules résulte de l’oxydation de la L-Arginine en L-Citrulline 

par des enzymes appartenant à la famille des NO-Synthases (NOS), libérant alors du NO. 

Cette réaction chimique nécessite la présence de co-facteurs tels que le NADPH 

(Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate), la FAD (Flavine Adénine Dinucléotide), la 

FMN (Flavine Mononucléotide), ainsi que la présence d’O2 (Oxygène) et du BH4 

(Tétrahydrobioptérine) (Figure 11) (Mocellin et al., 2007 ; Moncada and Higgs, 1993). 
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Figure 11. Principales sources de NO dans les cellules : les NOS. Dans la cellule, le monoxyde d’azote 

résulte de l’oxydation de la L-Arginine en L-Citrulline plus NO par une famille d’enzyme : les NOS 

A ce jour, trois isoenzymes de NOS sont connues, les NOS neuronale (nNOS ou NOS-1), 

endothéliale (eNOS ou NOS-3) et la NOS inductible (iNOS ou NOS-2). Ces trois isoformes 

peuvent se différencier selon leur dépendance au calcium (Ca2+) et leur expression 

constitutive ou non. En effet, la nNOS et la eNOS sont deux enzymes dont l’expression est 

constitutive et l’activité dépendante du taux de Ca2+ intracellulaire, respectivement dans les 

cellules neuronales, les myocytes et dans les cellules endothéliales. Ces deux enzymes sont 

caractérisées par la production de faibles concentrations de NO sur un temps court de 

l’ordre de la minute. 

En revanche, la iNOS est une enzyme inductible dont l’expression est sous le contrôle de 

divers facteurs de transcription dont NF-κB et STAT-1. C’est une enzyme dont l’activité est 

indépendante du taux de Ca2+ intracellulaire et qui va générer de fortes concentrations de 

NO sur des temps plus long de l’ordre du jour. Cette enzyme peut être exprimée dans divers 

types cellulaires tels que les cellules endothéliales, les macrophages, les cellules dendritiques 

ou encore les hépatocytes (Kolyada et al., 1996 ; Vannini et al., 2015). L’expression de la 

iNOS peut être induite dans ces différentes cellules en réponse à des cytokines 

inflammatoires telles que l’IL-1β, l’INFγ, le TNF-α ou au contraire, elle peut être inhibée via 

des facteurs anti-inflammatoires tels que le TGF-β et le facteur de transcription p53. Plus 

généralement, cette enzyme est activée dans un contexte pathologique infectieux et peut 

être impliquée dans la carcinogenèse (Bogdan, 2001). A ce jour, de nombreux essais 

expérimentaux et cliniques mettent en évidence l’implication des iNOS et de la production 

de NO, dans la pathologie cancéreuse (Chung et al., 2003 ; Vannini et al., 2015). 
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1.2.2 Apport exogène de NO par des « donneurs de NO » 

A ce jour, il existe plusieurs catégories de pro-drogues délivrant du NO qui peuvent se 

différencier selon leur mode d’action :  

• Les donneurs de NO spontanés 

• Les donneurs de NO nécessitant une activation enzymatique ou non (oxydation ou 

réduction) 

• Des molécules délivrant indirectement du NO en transférant une entité NO sur leur 

cible (par l’intermédiaire de l’ion nitrosonium NO+) 

En clinique, il existe également plusieurs catégories de médicaments dont le principe actif 

repose sur la libération de NO. En effet ces médicaments regroupent les dérivés organiques 

nitrés, les sydnonimines, le nitroprussiate de sodium et le nicorandril (Hickok and Thomas, 

2010; Thatcher et al., 2004). Ces molécules présentent des propriétés pharmacocinétiques 

différentes et sont principalement indiquées jusqu’à aujourd’hui pour le traitement des 

troubles cardiovasculaires tels que l’angine de poitrine, l’insuffisance cardiaque ou encore le 

traitement des crises hypertensives. Depuis quelques années, ces donneurs de NO font 

également l’objet de nombreuses études en cancérologie et sont porteurs de certaines 

promesses thérapeutiques (Hogg, 2000 ; Keefer, 2003). Parmi eux, nous nous intéressons 

plus particulièrement aux propriétés antitumorales du Glyceryl Trinitrate (GTN) ou 

nitroglycérine, retrouvé sous la forme de patchs de Trinitrine en cardiologie. 

Le GTN est un donneur intracellulaire de NO. Il appartient à la famille des nitrates 

organiques qui ne délivrent pas de NO spontanément dans la cellule mais nécessitent d’être 

bioactivés, permettant ainsi la libération de formes stables du NO, les nitrites (NO2
-). Cette 

bioactivation du GTN, catalysée par l’aldéhyde déshydrogénase (ALDH) mitochondriale, 

conduit préférentiellement à la formation de 1, 2-glyceryl dinitrate (GDN) plus NO2
- 

conduisant à la formation de NO ou de nitrosothiols (S)-NO. De plus le métabolisme 

dégradatif du GTN conduit à la formation majoritaire de 1, 3-GDN plus NO2
- (Figure 12) 

(Klemenska and Beresewicz, 2009). Deux estérases, appartenant à la famille des ALDHs sont 

impliquées dans les mécanismes moléculaires permettant la libération de NO2
- par le GTN 

dans les cellules : l’ALDH1 et l’ALDH2 (Chen et al., 2002). Cependant, l’isoforme 
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mitochondriale ALDH2 est la principale responsable de l’activation biologique du GTN qui 

conduit à la libération de 1, 2-GDN et de nitrites ou directement de NO (Chen et al., 2005). 

 

Figure 12. Métabolisme du Glyceryl Trinitrate (GTN). La bioactivation du GTN, catalysée par les 

ALDHs, conduit à la formation de 1, 2-glyceryl dinitrate (GDN) plus NO2
- aboutissant à la formation de 

NO ou de nitrosothiols (S-NO) (A). Le métabolisme dégradatif du GTN conduit à la formation de 1, 3-

GDN plus NO2
- (B). L’équation globale illustre le mécanisme d’oxydoréduction impliqué dans la 

bioactivation du GTN. D’après Klemenska and Beresewicz, 2009 

2. Mécanismes d’action du NO 

D’un point de vue moléculaire, le NO possède la capacité d’agir à différents niveaux de la 

physiologie cellulaire. En effet, le NO possède des propriétés biochimiques permettant 

d’induire des modifications directes ou indirectes de ses cibles moléculaires. 

2.1 Mécanismes directs 

Par une action directe sur ses cibles, le NO à faible concentration peut moduler l’expression 

de gènes incluant les oncogènes mais également des gènes suppresseurs de tumeurs et ce 

par désamination des bases puriques et pyrimidines (Kawanishi et al., 2006). En effet, le NO 

peut induire une modification structurale de la guanylate cyclase soluble (GCs), entraînant 

une augmentation de la concentration d’Adénosine Monophosphate cyclique (AMPc) dans 

les cellules cibles. L’AMPc va alors réguler l’activation de nombreuses enzymes comme par 

exemple la protéine kinase A. 

 

 

A 

B 
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2.2 Mécanismes indirects 

Le NO à plus forte concentration va pouvoir former des espèces réactives nitrées (RNS, 

Reactive nitrogen species) en présence d’espèces radicalaires de l’oxygène (ROS), ces RNS 

vont alors induire des modifications post-traductionnelles telles que la tyrosine nitration et 

la S-nitrosylation des cystéines.  

La formation d’espèces réactives nitrées repose sur le microenvironnement redox. Au sein 

de l’espace inter-membranaire mitochondrial, le NO réagit avec l’oxygène moléculaire (O2) 

ou avec l’anion superoxyde (O2
-). A concentration équimolaire de NO et d’O2

-, il est formé du 

peroxynitrites (ONOO-), favorisant ainsi l’induction d’un stress oxydatif et conférant au NO la 

capacité de modifier les protéines par tyrosine nitration. En revanche, lorsque le NO et l’O2
- 

interagissent ensemble ou encore lorsque celui-ci à une concentration plus faible que l’O2
-, 

c’est-à-dire un environnement oxydant, il se forme du trioxyde de diazote (N2O3) générant 

un stress nitrosatif et pouvant affecter les protéines par S-nitrosylation des cystéines (Figure 

13) (Leon et al., 2008). 

 

Figure 13. Influence des espèces réactives de l’oxygène sur les modifications post-traductionnelles 

induites par le NO. Des concentrations égales de NO et d’O2
- conduisent à la formation de 

peroxinitrites (ONOO-) et à la formation de tyrosine nitrées (A). Un excès de NO par rapport au O2
- ou 

lorsqu’ils interagissent ensemble produit du trioxyde de diazote (N2O3) et conduit à la S-nitrosylation 

des protéines (B). D’après Leon et al., 2008 

• Nitration des tyrosines 

La nitration des protéines correspond à l’incorporation irréversible d’un groupement NO2 sur 

un résidu tyrosine formant ainsi la 3-nitrotyrosine. Cette modification post-traductionnelle 

est dépendante de la présence de peroxynitrites (ONOO-) ou d’autres RNS (Figure 14). Dans 

les cellules, l’incorporation du groupement NO2 sur un résidu tyrosine peut se produire par 

B 

A 



45 

 

différents mécanismes, impliquant la présence d’une espèce radicalaire de l’azote et d’un 

radical tyroxyl. La nitration de la tyrosine cible peut alors résulter de l’interaction directe de 

ces deux espèces radicalaires ou bien être catalysée par des métaux de transition ou des 

peroxydases (Franco and Estévez, 2014). De plus, il semblerait que toutes les tyrosines ne 

soient pas susceptibles d’être modifiées par le NO. 

 

Figure 14. Mécanisme de la tyrosine nitration induit par le NO. L’incorporation irréversible d’un 

groupement NO2 sur un résidu tyrosine induit la formation de 3-nitrotyrosine, dépendant de la 

présence de peroxinitrites (ONOO-) 

La nitration des tyrosines peut être associée à un effet antitumoral, puisqu’en effet, elle peut 

induire l’apoptose dans des conditions physiopathologiques variées. Comme évoqué 

précédemment, il a été démontré in vitro au sein de notre équipe, que le NO généré par 

l’utilisation du GTN à forte concentration induit l’apoptose des cellules coliques humaines 

via la tyrosine nitration de la β-caténine (Prévotat et al., 2006). A l’inverse, la nitration des 

tyrosines peut être corrélée à l’inhibition de l’apoptose et elle peut également être 

impliquée dans les mécanismes d’actions prolifératifs du NO. A titre d’exemple, la nitration 

du récepteur Fas induite notamment par un apport exogène de NO dans des cellules 

cancéreuses hépatiques humaines, inhibe la phosphorylation du récepteur et, par 

conséquent, la formation du complexe de mort. Ces observations offrent des cibles pour le 

développement de nouvelles stratégies anticancéreuses à base de NO. 

• S-nitrosylation des cystéines 

La S-nitrosylation correspond à la fixation non enzymatique du NO sur le groupement thiols 

(-SH) des cystéines conduisant à la formation de S-nitrosothiols (RSNO) (Figure 15). A la 

différence de la nitration des protéines, la spécificité des cystéines pouvant être les cibles du 

NO est relativement bien caractérisée. La S-nitrosylation affecte les résidus cystéines qui 

jouent eux-mêmes un rôle majeur dans la structure, la stabilité, l’activité, la fonction et la 

localisation subcellulaire des protéines. Cette modification post-traductionnelle est 
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aujourd’hui considérée comme un mécanisme majeur de régulation des protéines, affectant 

de nombreuses voies de signalisation cellulaire (Gould et al., 2013). 

 

Figure 15. Mécanisme de S-nitrosylation induit par le NO. La fixation du NO sur le groupement thiols 

(-SH) des cystéines induit la formation de S-nitrosothiols (RSNO) 

Comme la nitration des tyrosines, la S-nitrosylation peut être impliquée dans la 

sensibilisation à la mort de cellules tumorales. Il a été démontré au sein de l’équipe que le 

NO sensibilise les cellules cancéreuses coliques et mammaires à la mort induite par Fas 

ligand en induisant la S-nitrosylation de son récepteur Fas (Leon-Bollotte et al., 2011). A 

l’inverse, la S-nitrosylation peut être également impliquée dans la résistance à la mort de 

cellules tumorales par une perte de fonction de protéines et/ou d’enzymes pro-

apoptotiques. Par exemple, les caspases, des acteurs moléculaires clés de la mort cellulaire 

par apoptose, possèdent au sein de leur site catalytique une cystéine indispensable à leur 

activité enzymatique. La S-nitrosylation des caspases participe à la résistance à l’apoptose 

des cellules cancéreuses et constitue l’illustration la mieux caractérisée de l’effet inhibiteur 

d’une telle modification induite par le NO (Kim and Tannenbaum, 2004). A ce jour, plus 

d’une centaine de protéines ont été décrites comme cibles de la S-nitrosylation, ces 

protéines pouvant être associées à la promotion tumorale comme le récepteur des 

androgènes, NF-κB, STAT3, PI3K/Akt, HSP90, pour lesquels des approches thérapeutiques 

ont été développées. Ces modifications entrainent de nombreuses modifications sur la 

fonction des protéines telles que la modulation de leur activité, de leur stabilité, des 

interactions protéine-protéine et de leur localisation subcellulaire (Bettaieb et al., Springer 

2015 ; Plenchette et al., 2015). Ces mécanismes sont associés à la progression ou à 

l’inhibition de la progression tumorale et ce, en fonction de ses cibles qui sont nombreuses 

dans la pathologie cancéreuse. 
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3. NO et cancer 

La concentration en NO semble influencer ses propriétés pro- et antitumorales (Mocellin et 

al., 2007). En effet, à faible concentration c’est-à-dire à des doses pharmacologiques de 

l’ordre du nanomolaire, le NO aurait plutôt un effet pro-tumoral en agissant sur la 

prolifération et l’invasion des cellules cancéreuses, l’angiogenèse ainsi que sur la formation 

de métastases. A l’inverse, à forte concentration, le NO serait cytotoxique et aurait donc un 

effet antitumoral. Dans ces conditions, le NO est capable d’induire des dommages à l’ADN, 

des stress radicalaires ainsi que l’apoptose conduisant à la mort des cellules cancéreuses 

(Figure 16) (Bal-Price et al., 2006; Siegert et al., 2002). 

Au sein de l’équipe, il a été démontré in vitro que le NO généré par l’utilisation de GTN à 

forte concentration (500 µM) induit l’apoptose des cellules coliques humaines (Millet et al., 

2002). Il a également été montré in vitro qu’à cette concentration, le NO augmente 

l’expression membranaire du récepteur Fas et sensibilise les cellules tumorales à la mort 

induite par FasL (Leon-Bollotte et al., 2011). Cependant in vitro, lorsqu’il est utilisé seul à des 

doses pharmacologiques, le GTN perd toute toxicité. Par contre, lorsqu’il est associé à 

d’autres composés tels que des inhibiteurs de protéines kinases comme par exemple le H89 

(isoquinolinesulfonamide), une cytotoxicité est observée (Cortier et al., 2015). De plus, la 

cytotoxicité de cette combinaison GTN / H89, peut être accentuée en associant un inhibiteur 

de kinase Akt, la triciribine (Boina-Ali et al., 2013). 

 

Figure 16. Influence de la concentration en NO sur les propriétés des cellules cancéreuses. Les 

propriétés du NO telles que la prolifération des cellules cancéreuses ou à l’inverse l’apoptose, 

l’invasion ou encore des dommages à l’ADN sont dépendantes de la concentration en NO 
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Ces propriétés antitumorales des « donneurs de NO », et du NO lui-même, font l’objet de 

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques anticancéreuses afin de potentialiser 

et/ou de sensibiliser les patients aux molécules de chimiothérapies conventionnelles. 

• Etudes précliniques 

Plusieurs études in vitro mettent en évidence l’effet sensibilisateur de donneurs de NO à la 

mort par apoptose des cellules cancéreuses traitées ou non par chimiothérapies ou 

radiothérapie. A de fortes concentrations, le NO sensibilise les cellules cancéreuses 

mammaires MCF-7 à la doxorubicine ou bien encore les cellules cancéreuses coliques 

métastatiques SW620 et les cellules cancéreuses de la prostate au cisplatine (Evig et al., 

2004; Huerta et al., 2009). De plus, des travaux de l’équipe démontrent que le GTN est 

capable d’induire l’apoptose des cellules cancéreuses coliques humaines SW480, SW420 et 

HCT116 selon un effet dose-dépendant (Leon-Bollotte et al., 2011; Millet et al., 2002). Enfin, 

le NO sensibilise également les cellules cancéreuses coliques à la mort induite par radiation 

(Chung et al., 2003). 

In vivo, une régression tumorale a été observée dans différents modèles murins de 

xénogreffes de tumeurs humaines traitées par un « donneur de NO » associée à une 

chimiothérapie et/ou radiothérapie. En effet, l’association d’un « donneur de NO » au 

cisplatine induit une régression tumorale efficace au sein de plusieurs types de cancers 

humains tels que le cancer du côlon (Huerta et al., 2009). Le GTN sensibilise également des 

tumeurs de la prostate humaine in vivo à la doxorubicine (Frederiksen et al., 2007). 

L’ensemble de ces arguments précliniques démontrent le potentiel antitumoral de cette 

molécule et a ainsi motivé l’exploration de ses propriétés antitumorales chez l’homme. 

• Etudes cliniques 

En clinique, l’utilisation d’un « donneur de NO » comme agent anticancéreux a été confortée 

par plusieurs études cliniques de phase II. Un premier essai clinique de phase II montre que 

l’administration de GTN sous forme de patchs dermiques améliore significativement 

l’efficacité d’une chimiothérapie associant la vinorelbine et le cisplatine chez des patients 

atteints de cancers du poumon non à petites cellules à des stades avancés c’est-à-dire des 

stades IIIB/IV. De plus, cet effet est associé à un ralentissement de la progression de la 
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pathologie et à une nette augmentation du temps de survie comparativement aux patients 

ayant reçu la combinaison vinorelbine/cisplatine seule (Yasuda et al., 2006). Un second essai 

clinique de phase II démontre que l’administration de faibles concentrations de GTN chez 

des patients porteurs de cancers de la prostate présentant une rechute après 

prostatectomie et/ou radiothérapie limite le temps de doublement de PSA (Prostate Specific 

Antigen) et retarde la progression de la pathologie, comparativement aux patients n’ayant 

pas reçu de traitement (Siemens et al., 2009). 

Plus récemment, un essai clinique de phase II a été conduit en associant le GTN avec de la 

radiothérapie mais également avec une chimiothérapie à base de vinorelbine et cisplatine 

chez des patients atteints de cancers de poumons non à petites cellules (Arrieta et al., 2014). 

Un essai clinique de phase I a également été conduit en associant le GTN à de la 

radiothérapie et une chimiothérapie à base de 5-Fu en tant que chimiothérapie néo-

adjuvante chez des patients atteints de cancer du rectum (Illum et al., 2015). Lors de ces 

deux essais cliniques, le GTN montre un effet bénéfique. 

Toutes ces données sont en faveur de la recherche d’association du GTN à des traitements 

anti-cancéreux dans le but de potentialiser leurs effets.  
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Partie D : Objectifs 

Les protocoles thérapeutiques anticancéreux actuels reposent sur l’utilisation de traitements 

locorégionaux ainsi que l’utilisation de traitements systémiques pouvant être proposés en 

association en fonction du stade de la pathologie au moment du diagnostic. L’efficacité de 

ces traitements est cependant limitée par l’acquisition de résistances par les cellules 

tumorales vis-à-vis de ces traitements ainsi que par leurs nombreux effets secondaires. 

L’objectif aujourd’hui est donc de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques visant 

à associer les chimiothérapies de référence à d’autres molécules pouvant potentialiser leurs 

effets ou sensibiliser à nouveau les patients ayant acquis des résistances durant le temps de 

leur traitement.  

Dans le cas du cancer colorectal, les chimiothérapies de référence sont à base de 5-

Fluorouracile combiné ou non à l’oxaliplatine et à l’acide folinique (FOLFOX) ou à l’irinotecan 

(FOLFIRI). Ces différents protocoles thérapeutiques bien que très efficaces, ont prouvé leurs 

limites par l’apparition d’un grand nombre d’échecs dû à l’apparition de ces résistances. 

Dans cette étude, nous nous proposons d’associer le FOX (5-Fluorouracil et Oxaliplatine) à 

un donneur de NO, le GTN, afin de potentialiser l’effet anti-tumoral de ces chimiothérapies. 

En effet, le GTN est en passe de devenir un facteur anti-tumoral prometteur comme 

l’attestent de nombreuses études précliniques et cliniques.  

Au cours de cette étude, je me suis intéressée à l’effet potentialisateur du GTN sur l’action 

anti-tumorale de la combinaison chimiothérapeutique FOX, combinée ou non à de la 

radiothérapie en réalisant des études in vitro (cellules CT26) et in vivo dans le modèle de 

tumeur sous-cutanée d’origine colique CT26 chez la souris Balb/c. Après avoir mis en 

évidence l’implication du système immunitaire dans cet effet anti-tumoral, j’ai alors 

recherché le mécanisme d’action du GTN et plus particulièrement son rôle dans le 

mécanisme de la mort cellulaire immunogène. Le GTN s’étant révélé être un inducteur de 

l’externalisation de la calréticuline, mes travaux ont alors porté sur le rôle du NO dans ce 

mécanisme en focalisant sur les modifications post-traductionnelles pouvant être générées 

par le NO soit directement sur la calréticuline, soit indirectement via la régulation du 

mécanisme de stress du réticulum endoplasmique. 
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1. Modèles murins et lignées cellulaires 

1.1 Modèles murins 

Au cours de ce travail, nous avons été amenés à travailler sur différents modèles murins 

(Charles River Laboratoires). L’ensemble de ces expérimentations s’est déroulé au centre de 

zootechnie de l’Université de Bourgogne (n° agrément : C2146404EA). Ces expérimentations 

ont été approuvées par le comité d’éthique de l’expérimentation animale du Grand Campus 

de Dijon (n° 105). De plus, les animaux sont traités selon la loi Européenne, en respectant la 

règle des 3R et selon les lignes directrices du Ministère de la Recherche et de la Technologie. 

La nourriture et l’eau des rongeurs sont fournis ad libitum. 

Sur le plan génétique, la souris est très similaire à l’homme. En effet, 99% de ses gènes 

présentent un gène homologue chez l’humain. De plus, elle possède des atouts majeurs tels 

qu’une descendance nombreuse, un développement rapide ainsi qu’une taille réduite. Pour 

ce projet, nous avons travaillé sur des souris immunocompétentes Balb/c provenant d’une 

lignée consanguine albinos due à une mutation bloquant la production de mélanine mais 

également sur des souris immunodéficientes telles que des Nude et des NOD scid gamma. 

Les souris Nude présentent une aplasie congénitale du thymus générant une absence de 

lymphocytes T. Ces souris présentent des lymphocytes B normaux et une activité des cellules 

NK et des macrophages augmentés. Les souris NOD scid gamma sont quant à elles, 

dépourvues de récepteur γ à l’interleukine 2 et présentent une absence de lymphocytes B et 

T mais également une absence de cellules NK (Figure 17). 

 

Figure 17. Modèles murins utilisés au cours de notre étude : des souris de type sauvage Balb/c (A) et 

des souris immunodéficientes Nude (B) et NOD scid gamma (C) 

 

 

 

 

A B C 
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1.2 Lignées cellulaires 

Notre étude a été réalisée sur une lignée de cellules cancéreuses coliques murines, les 

cellules CT26 (ATCC® CRL-2638TM), établie à partir d’un carcinome colique. 

Ces cellules cancéreuses coliques murines ont été cultivées dans un milieu Roswell Park 

Memorial Institute medium (RPMI 1640, Dominique Dutscher), supplémenté de 10% de 

sérum de veau fœtal (SVF, PAN Biotech), à 37°C sous atmosphère humide en présence de 5% 

de CO2. 

Lorsque les cellules en culture atteignent 80% de confluence, elles sont alors rincées avec 

une solution de Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Dominique Dutscher) qui ne contient ni 

calcium, ni magnésium puis, détachées de leur support à l’aide d’une solution de trypsine à 

0,5 g.L-1 et d’EDTA (Ethylene Diamine Tetra-acetic Acid) à 0,2 g.L-1 (Dominique Dutscher). Les 

cellules sont alors récupérées puis centrifugées pendant 5 minutes à 450g. Le culot cellulaire 

est repris dans du milieu complet, les cellules vivantes sont alors dénombrées à l’aide d’une 

cellule de Malassez, après coloration au bleu de Trypan (coloration d’exclusion). Les cellules 

sont ensuite ensemencées à la densité voulue selon le test réalisé par la suite. 

1.3 Modèles de tumeurs coliques chez la souris 

Afin d’étudier l’effet de la combinaison de chimiothérapies FOX avec un donneur de NO 

associée ou non à de la radiothérapie, des cellules cancéreuses murines syngéniques 

coliques (CT26) sont injectées à raison de 5.105 cellules en sous-cutanée dans le flanc de 

souris Balb/c, Nude ou NOD scid gamma. 

Pour l’étude de la combinaison FOX / GTN, le lendemain de l’injection des cellules 

cancéreuses, du Nitronal qui est la forme injectable du GTN est injecté en sous-cutanée à 

raison de 5mk.kg-1, trois fois par semaine et ce, tout au long de l’expérimentation. Lorsque 

les tumeurs atteignent un volume tumoral d’environ 50 mm3 (Environ sept jours post-

injection des cellules tumorales), l’injection de la chimiothérapie FOX est alors réalisée, c’est-

à-dire de l’oxaliplatine à 6mg.kg-1 et du 5-Fu à 5mg.kg-1 en intra-péritonéale (i.p.), une fois 

par semaine, tout au long de l’expérimentation (Figure 18). 
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Figure 18. Protocole d’étude de la combinaison FOX / GTN dans les modèles murins CT26 / Balb/c, 

Nude et NOD scid gamma. Des cellules CT26 sont injectées en sous-cutanée dans le flanc de modèles 

murins. Ces souris sont par la suite traitées par du Nitronal trois fois par semaine dès J1 post-

injection des cellules cancéreuses et par du FOX environ sept jours post-injection (Volume tumoral 

d’environ 50 mm3) puis une fois par semaine. Un suivi de croissance tumoral est réalisé trois fois par 

semaine. Les souris sont sacrifiées lorsque les tumeurs atteignent un volume tumoral de 2000 mm3 

Pour l’étude de la combinaison FOX / GTN associée à de la radiothérapie, le même protocole 

que précédemment est réalisé. En revanche, le lendemain de la première injection de la 

combinaison chimiothérapeutique FOX, les tumeurs sont irradiées par deux faisceaux 

opposés de photons de 225 kV (Figure 19). Les tumeurs sont irradiées à 10 Gy durant 124 

secondes ou alors de manières fractionnées c’est-à-dire trois fois 8 Gy durant 99 secondes à 

l’aide de la machine SARRP (Small Animal Radiation Research Platform), au Centre 

anticancéreux Georges François Leclerc à Dijon. 

 

Figure 19. Protocole d’étude de la combinaison FOX / GTN / Radiothérapie dans le modèle murin 

CT26 / Balb/c. Des cellules CT26 sont injectées en sous-cutanée dans le flanc de souris Balb/c. Ces 

souris sont par la suite traitées par du Nitronal trois fois par semaine dès J1 post-injection des 

cellules cancéreuses et par du FOX environ sept jours post-injection (volume tumoral d’environ 50 

mm3) puis une fois par semaine. Le lendemain de la première injection du FOX, les tumeurs sont 

irradiées de manière fractionnées ou non. Un suivi de croissance tumoral est réalisé trois fois par 

semaine. Les souris sont sacrifiées lorsque les tumeurs atteignent un volume tumoral de 2000 mm3 

Tout au long de ces expériences, un suivi de croissance tumorale est réalisé tous les trois 

jours par mesure des tumeurs sous-cutanées à l’aide d’un pied à coulisse. Lorsque celles-ci 

atteignent un volume tumoral critique, les souris sont sacrifiées. 
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1.4 Formation de nodules pulmonaires dans un modèle murin 

Afin d’étudier l’effet de la combinaison FOX / GTN sur un modèle mimant la formation de 

métastases, des cellules cancéreuses murines syngéniques d’origine colique (CT26) sont 

injectées à raison de 5.105 cellules en intraveineuse dans la queue de souris Balb/c. Ces 

cellules vont alors former des nodules pulmonaires d’origine colique. Dès le lendemain de 

l’injection de ces cellules, du Nitronal est injecté en sous-cutanée à 5mk.kg-1 à raison de trois 

fois par semaine et ce, tout au long de l’expérimentation. Dix jours post-injection des cellules 

cancéreuses, le traitement par le FOX est réalisé, soit 6mg.kg-1 d’oxaliplatine et 5mg.kg-1 de 

5-Fu en intra-péritonéale (i.p.). Les souris sont mises à mort cinq jours post-traitement au 

FOX, ce nombre de jours étant déterminé grâce à l’expérience acquise sur ce modèle mais 

également avant que les souris ne meurent par suffocation. Les poumons sont par la suite 

récupérés afin d’observer l’effet des différents traitements sur l’invasion tumorale des 

poumons (Figure 20). 

 

Figure 20. Protocole d’étude de la combinaison FOX / GTN dans le modèle murin CT26 / Balb/c de 

formation de métastases. Des cellules CT26 sont injectées en intraveineuse dans la queue de souris 

Balb/c. Ces souris sont par la suite traitées par du Nitronal trois fois par semaine dès J1 post-injection 

des cellules cancéreuses et par du FOX dix jours post-injection de ces cellules.  Les souris sont 

sacrifiées cinq jours post-traitement au FOX 

2. Traitement des cellules 

Afin de réaliser différents tests in vitro après traitement (chimiothérapies, GTN, 

radiothérapie…), les cellules sont implantées dans du milieu complet RPMI contenant 10% 

de SVF. Le lendemain, le milieu complet est renouvelé et les différents traitements sont 

réalisés. Concernant le traitement par des chimiothérapies et/ou GTN à 1% dans de l’éthanol 

(Merck), ces traitements sont appliqués pendant 6H ou 24H à 37°C selon le test réalisé par la 

suite. Concernant les irradiations, ces cellules sont irradiées à 2 Gy durant 100 secondes ou 5 

Gy durant 250 secondes, en plaque six puits. Cette irradiation se réalise avec des photons 
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d’une énergie de 225 kV. L’irradiation se réalise à l’aide de la machine SARRP au Centre 

anticancéreux Georges François Leclerc à Dijon. 

3. Analyses par cytométrie en flux 

Lors de l’analyse de la mort cellulaire ou de la calréticuline membranaire, le surnageant de 

culture des cellules préalablement traitées est transféré dans des tubes Facs. Les cellules 

sont alors récupérées par trypsination, avant d’être centrifugées 5 minutes à 450g. 

3.1 Analyse de la mort cellulaire 

Lorsque les cellules entrent en apoptose, une externalisation des phosphatidylsérines se 

produit par un phénomène de flip-flop entre les feuillets de la membrane plasmique. Les 

cellules entrant en apoptose tardive ou en nécrose vont quant à elles perdre leur intégrité 

membranaire et vont donc devenir perméables. 

Afin de suivre ce phénomène, nous avons réalisé un marquage à l’aide du kit Annexine V / 7-

Aminoactinomycine D (7AAD). L’Annexine V qui est couplé à un fluorochrome FITC va se fixer 

sur les phosphatidylsérines alors que le 7AAD qui est un intercalant de l’ADN, va se fixer sur 

l’ADN. 

Après avoir récupéré les cellules, ces cellules sont rincées avec une solution de PBS 1X puis 

centrifugées 5 minutes à 450g. Le culot cellulaire est alors repris avec un mélange contenant 

l’Annexine V-FITC ainsi que le 7AAD dans du tampon commercial riche en calcium (BD 

Biosciences), le tout incubé 15 minutes à température ambiante et à l’obscurité. Avant le 

passage au cytomètre (BDFacsCanto), du tampon commercial est ajouté afin de diluer les 

échantillons. En parallèle, des contrôles tels que les cellules seules non marquées, des 

cellules monomarquées avec seulement l’Annexine V-FITC ou le 7AAD sont réalisés dans le 

but de réaliser des réglages optimaux. Les résultats sont par la suite analysés à l’aide du 

logiciel FlowJo. 

3.2 Immunomarquage de la calréticuline membranaire 

Afin d’observer l’externalisation de la CRT en réponse à différents traitements, les cellules 

sont récupérées puis centrifugées 5 minutes à 450g. Elles sont ensuite incubées avec un 

anticorps (Ac) primaire anti-calréticuline de lapin (Abcam) pendant une heure sur la glace en 

solution de saturation (PBS + 1% de Sérum Albumine Bovine (SAB)). Après lavage puis 
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centrifugation, les cellules sont incubées une heure sur la glace à l’obscurité avec un Ac 

secondaire anti-lapin couplé au fluorochrome Alexa-488 (Fisher Scientific) en solution de 

saturation. Enfin, les cellules sont lavées, centrifugées puis resuspendues dans du PBS afin 

d’analyser les cellules marquées par cytométrie en flux (BDFacsCanto). En parallèle, un 

contrôle isotypique de l’anticorps primaire utilisé est réalisé. Les résultats sont par la suite 

analysés à l’aide du logiciel FlowJo. 

4. Dosage de l’ATP 

La sécrétion du facteur immunogène soluble ATP est un des facteurs clé du mécanisme de la 

mort cellulaire immunogène. Afin d’évaluer la sécrétion d’ATP, nous avons réalisé des tests 

de bioluminescence à l’aide du kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega) 

sur les surnageants de culture. 

Ce type de dosage permet de mesurer la lumière émise par la réaction enzymatique de 

bioluminescence utilisant la luciférine et la luciférase de luciole, ainsi que de l’ATP. En 

présence d’un complexe luciférine / luciférase et d’un catalyseur, l’ATP libère de l’énergie 

sous forme de lumière (Figure 21). 

 

Figure 21. Réactions ayant lieu lors du dosage d’ATP. L’ATP se lie à la luciférine et va permettre 

d’émettre de la lumière lors de la formation du complexe luciférine / luciférase 

L’ensemencement des cellules ainsi que le traitement se réalise dans un milieu complet 

supplémenté de 5% de BSA et de 1% d’HEPES. Dans une plaque noire 96 puits à fond plat, les 

surnageants de culture purs sont déposés en duplicat. En parallèle, une gamme étalon d’une 

solution d’ATP (Sigma) est réalisée avec des dilutions en cascades d’ordre 10 couvrant une 

gamme de 10 nM à 1 µM.  Le révélateur contenant la luciférase est préalablement réchauffé 

à température ambiante pour ensuite être ajouté. Enfin, le tout est incubé 15 minutes à 
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température ambiante et à l’obscurité puis mesuré sur un luminomètre pendant 1 seconde 

(EnVision Multilabel Reader ; PerkinElmer®). 

5. Dosage HMGB1 

La sécrétion du facteur pro-inflammatoire HMGB1 est également un des facteurs clé du 

mécanisme de la mort cellulaire immunogène. Afin d’évaluer la sécrétion d’HMGB1, nous 

avons réalisé des tests ELISA à l’aide du kit HMGB1 (Chondrex) sur les surnageants de 

culture. 

Dans une plaque ELISA, une solution d’Ac de capture anti-HMGB1 est tout d’abord incubée à 

4°C sur la nuit. Il s’agit d’une étape dite de « coating » qui consiste en une adsorption passive 

de l’Ac de « capture » sur le plastique. Le lendemain, trois lavages sont réalisés à l’aide d’une 

solution de lavage diluée au 1/10 avant d’incuber en duplicat, les surnageants de culture 

préalablement centrifugés 3 minutes à 10 000 rpm, à 4°C et dilués au 1/2. En parallèle, une 

gamme étalon d’une solution standard d’HMGB1 est réalisée avec des dilutions en cascade 

d’ordre 2 couvrant une gamme de 0,8 ng.mL-1 à 50 ng.mL-1. Une solution d’Ac de révélation 

biotinylé est ensuite ajoutée, le tout est incubé une nuit à 4°C. 

Le lendemain, après trois lavages, une solution de streptavidine peroxydase est ajoutée 

durant 30 minutes à température ambiante. Une dernière série de trois lavages est ensuite 

effectuée avant d’ajouter une solution de TMB (3,3’,5,5’-tétraméthylbenzidine), le substrat 

de l’enzyme. Enfin, une solution « Stop » contenant de l’acide sulfurique est ajoutée. A ce 

stade, le développement d’une coloration jaune est corrélé à la concentration d’HMGB1 

présent dans les surnageants de culture. Le développement de cette coloration est alors 

mesuré par lecture de l’absorbance à 450 nm contre 630 nm par spectrophotométrie (Asys 

UVM 340 ; BioSerV). 

6. Détection en microscopie à fluorescence de la calréticuline membranaire 

Afin de réaliser des marquages en immunofluorescence, les cellules sont ensemencées sur 

des lamelles rondes (VWR international) déposées au fond des puits de plaques de culture. 

Afin de permettre une meilleure adhésion des cellules, les lamelles sont préalablement 

traitées avec une solution de 0,01% de Poly-L-Lysine (Sigma Aldrich), 10 minutes à 

température ambiante, stérilisées par de l’éthanol 70° puis rincées deux fois avec du PBS. Le 
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lendemain de l’ensemencement, les cellules sont traitées par différentes chimiothérapies 

associées ou non avec du GTN durant six heures. 

Après six heures de traitement, les cellules sont tout d’abord fixées à l’aide de 0,25% de 

Paraformaldéhyde (PFA) durant 5 minutes à température ambiante. Les cellules sont par la 

suite lavées deux fois avec du PBS puis incubées avec une solution de PBS contenant 3% BSA 

30 minutes à 4°C afin de réaliser une saturation des sites antigéniques non spécifiques. L’Ac 

primaire anti-calréticuline de lapin (Abcam) dilué au 1/200ème en solution de saturation est 

ensuite incubé 30 minutes à 4°C. Les cellules sont par la suite lavées deux fois 5 minutes avec 

du PBS sous agitation. L’Ac secondaire anti-IgG de lapin couplé au fluorochrome Alexa-488 

(Abcam) dilué au 1/500ème en solution de saturation est ensuite incubé 30 minutes à 4°C et à 

l’obscurité. Une série de deux lavages avec du PBS à l’obscurité et sous agitation est 

effectuée avant de fixer les cellules avec du PFA 4%, 20 minutes à 4°C. Une dernière série de 

deux lavages au PBS à l’obscurité est effectuée. Enfin, les lamelles sont rincées à deux 

reprises avec de l’eau DNase/RNase free afin d’éliminer au maximum les sels minéraux puis 

montées sur des lames (Thermo Scientific) en y déposant du milieu de montage contenant 

du DAPI (Invitrogen), un intercalant de l’ADN qui permet de visualiser les noyaux des 

cellules. Après 30 minutes de séchage à température ambiante, les lamelles sont observées 

au microscope à fluorescence. Des images de microscopie ont été réalisées sur un 

microscope Axio Imager 2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH), avec un objectif 40x. Les images 

obtenues sont par la suite analysées à l’aide du logiciel ImageJ. Le DAPI étant un intercalant 

de l’ADN, il nous a donc permis d’évaluer le nombre total de noyaux. Le fluorochrome Alexa-

488 nous a quant à lui permis de déterminer les cellules externalisant la calréticuline. Cette 

analyse est réalisée de manière systématique sur l’ensemble des lamelles dans cinq champs 

choisis au hasard. Le pourcentage de cellules externalisant la calréticuline est déterminé par 

le rapport entre le nombre de cellules externalisant la calréticuline et le nombre total de 

noyaux par champs. 

7. Analyse des transcrits 

Afin de détecter les modifications d’expression de différents gènes en réponse aux 

traitements par le FOX et/ou GTN, nous avons réalisé des qRT-PCR à partir de cellules 

préalablement traitées ou non. 
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7.1 Extraction des ARN totaux 

Les cellules sont lysées et les acides ribonucléiques (ARN) totaux sont extrait à l’aide d’une 

solution de Trizol (Thermofisher Scientific). Après homogénéisation, une solution de 

chloroforme est ajoutée afin d’isoler les acides nucléiques. Les échantillons sont par la suite 

vortexés 15 à 20 secondes, incubés quelques minutes à température ambiante puis 

centrifugés à 16 000 g durant 15 minutes à 4°C. La phase aqueuse qui contient les ARN est 

alors récupérée. Les ARN sont par la suite précipités à l’aide d’une solution d’isopropanol. 

Les échantillons sont alors vortexés, incubés 10 minutes à température ambiante et 

centrifugés à 16 000 g durant 10 minutes à 4°C. Le culot d’ARN est ensuite lavé à deux 

reprises à l’aide d’une solution d’éthanol 75% puis centrifugé à 16 000 g pendant 5 minutes à 

4°C. A l’issue de cette centrifugation, un maximum de surnageant est éliminé puis les culots 

sont laissés sous une hotte aspirante afin de permettre l’évaporation de l’éthanol. Après 

évaporation totale de l’éthanol, les ARN sont alors repris dans de l’eau DNase/RNase free 

puis dosés par densité optique (DO) à 260 nm à l’aide d’un NanoDrop 2000 (Thermo 

Scientific). 

La non contamination par des protéines est vérifiée en effectuant le rapport des [DO 260nm 

/ DO 280nm] qui doit être compris entre 1,8 et 2. De plus, l’absence de contamination par 

des molécules organiques est également vérifiée en effectuant le rapport des [DO 260nm / 

DO 230nm] qui doit être compris entre 1,8 et 2,2. 

7.2 Reverse Transcription 

La Reverse Transcription (RT) permet de synthétiser une chaîne d’acide désoxyribonucléique 

monocaténaire complémentaire (ADNc) à partir d’une chaîne monocaténaire d’ARN mature 

(ARNm). Cette technique utilise une transcriptase inverse qui est une ADN polymérase ARN 

dépendante. Pour cela, on utilise les réactifs du fournisseur Promega®. 

La RT est effectuée à partir de 500 ng à 1 µg d’ARN. Dans un premier temps, un mélange 

contenant l’ARN, des Random Primers et l’enzyme RNasin Plus RNase Inhibitor est réalisé. 

Les Random Primers vont s’hybrider sur des sites consensus de l’ARN et permettent ainsi 

d’initier la transcriptase inverse. L’enzyme RNasin Plus RNase Inhibitor permet quant à elle 

d’inhiber les RNases qui dégradent l’ARN. Les échantillons sont ensuite agités puis chauffés à 

70°C durant 5 minutes afin de permettre l’hybridation des amorces et la dénaturation des 
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structures secondaires de l’ARN. Ces échantillons sont ensuite directement placés 5 minutes 

dans la glace afin d’éviter la formation de structures secondaires qui pourraient interférer 

avec la réaction de transcription inverse. 

Dans un second temps, un mélange contenant de l’eau RNase free, du tampon 5X, 0.7 µM de 

dNTP et extemporanément 200 U/µL d’enzyme Transcriptase Inverse est ajouté. Le mélange 

de dNTP contient toutes les bases nucléiques nécessaires à la formation du brin d’ADNc. 

Enfin, les échantillons sont placés dans un thermocycleur (Biorad) et sont incubés 1 heure à 

37°C. Ce cycle permettant la synthèse d’un brin d’ADN monocaténaire complémentaire. 

7.3 RT-qPCR 

La réaction de PCR (Polymerase Chain Reaction) permet de synthétiser le brin 

complémentaire de l’ADNc obtenu après la réaction de RT et également d’amplifier les 

fragments d’ADNc. 

Plus précisément, la technique de RT-qPCR permet de suivre l’amplification des ADNc en 

temps réel grâce à l’utilisation de Syber Green, une cyanine asymétrique qui se lie au petit 

sillon de l’ADN. Cette cyanine asymétrique a la capacité de se lier aux acides nucléiques 

doubles brins nouvellement synthétisés provoquant ainsi une fluorescence. Cette 

fluorescence permet par la suite d’évaluer la quantité totale d’ADN amplifiée. Pour cela, on 

utilise une solution de Syber Green (Thermo Scientific) qui contient une polymérase 

catalysant la réaction ainsi que des dNTPs. 

L’amplification d’ADN pouvant être réalisée à partir d’une petite quantité d’ADNc, les ADNc 

préalablement obtenus sont dilués au demi. 

Un mélange contenant du Syber Green, 0.3 µM d’amorce sens (Forward : Fw), 0.3 µM 

d’amorce anti-sens (Reverse : Rv) et de l’eau RNase free est ajouté dans une plaque PCR. Les 

échantillons d’ADNc sont ensuite déposés en triplicat. En parallèle, des échantillons témoins 

ne contenant pas d’ADNc sont réalisés. La plaque PCR est ensuite centrifugée 1 minute à 450 

g puis placée dans un thermocycleur spécifique à la Q-PCR (StepOnePlusTM) suivant le 

programme suivant :  
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- 10 minutes à 95°C afin de dénaturer les brins d’ADN 

- 15 secondes à 95°C afin de dénaturer les brins d’ADN 

- 1 minute à 60°C qui permet l’hybridation des amorces ainsi que la phase d’extension 

- 15 secondes à 95°C 

- 1 minute à 60°C 

- 15 secondes à 95°C 

A l’issue de la qPCR, les résultats sont traités à l’aide du logiciel StepOne Software qui nous 

permet de comparer l’expression des ARNm des différents gènes analysés à un gène de 

référence qui est l’actine. Cela permet d’observer les différences d’expression d’un 

échantillon pour un gène donné par rapport à une expression stable d’un gène exprimé de 

façon ubiquitaire. 

Les amorces utilisées lors de notre étude sont résumées ci-dessous (Tableau 5). 

Tableau 5. Amorces utilisées lors des q-PCR 

Gène cible Séquence du gène 

Actine 
Fw : TTC-TTT-GCA-GCT-CCT-TCG-TT 

Rv : ATG-GAG-GGG-AAT-ACA-GCC-CC 

iNOS 
Fw : ATG-CAG-CTT-GTC-CAG-GGA-TT 

Rv : GAC-CCT-AAG-AGT-CAC-CAA-AAT-GG 

PDL-1 
Fw : ATG-GAG-GGG-AAT-ACA-GCC-CC 

Rv : TTC-TTT-GCA-GCT-CCT-TCG-TT 

Fw : Forward ; Rv : Reverse 

8. Analyse protéique par Western Blot 

8.1 Extraction protéique 

Afin d’étudier la phosphorylation de certaines protéines en réponse aux traitements par le 

FOX et/ou GTN, des culots secs de cellules préalablement traités ou non sont obtenus. 

Les cellules sont par la suite lysées durant 30 minutes sur la glace tout en vortexant 

régulièrement à l’aide d’un tampon de lyse « phospho » qui permet de conserver les formes 

phosphorylées des protéines (Tableau 6). Les échantillons sont par la suite centrifugés 15 

minutes à vitesse maximale à 4°C. Le surnageant est alors prélevé afin de réaliser un dosage 

des protéines. 

 

40 cycles 

Courbes de dissociation qui permet de déterminer la spécificité 

des amorces utilisées 
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Tableau 6. Composition du tampon de lyse « phospho » 

Composants Concentrations 

TrisHCl pH 7.5 50mM 

Glycérol 10% 

NP-40 0.5% 

Triton 100X 0.5% 

NaCl 100mM 

MgCl2 10mM 

NaF 10mM 

Sodium orthovanadate 1mM 

Protease inhibitor cocktail (Roch Diagnostics) 1X 

Phosphatase inhibitor cocktail II (Sigma) 1X 

Phosphatase inhibitor cocktail III (Sigma) 1X 

 

8.2 Dosage protéique 

Afin de doser la quantité de protéines dans nos différents échantillons, nous avons réalisé un 

dosage protéique sur les lysats, à l’aide du kit DCTM Protein Assay Kit II (Bio-rad) qui utilise la 

méthode de Folin-Lowry. Ce dosage est un dosage colorimétrique des protéines. Les 

protéines réagissent tout d’abord avec un réactif cuivrique alcalin, le réactif de Gornall, puis 

avec un second réactif, le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif permet la réduction des acides 

aminés aromatiques conduisant à la formation d’un complexe soluble et coloré dont on 

mesurera l’absorbance à 690nm à l’aide d’un spectrophotomètre. 

Dans une plaque 96 puits à fond plat, les échantillons sont déposés en duplicat. En parallèle, 

une gamme étalon de BSA couvrant une gamme de 0 à 6mg.mL-1 est réalisée. Par la suite, un 

premier mélange contenant le réactif de Gornall ainsi qu’un stabilisateur est déposé puis 

dans un second temps, le réactif de Folin-Ciocalteu est également déposé. Enfin, après 15 

minutes d’incubation à température ambiante, l’absorbance à 690 nm est lue par 

spectrophotométrie. 

8.3 Western Blot 

Le western blot permet la détection semi-quantificative de protéines. Les protéines sont 

séparées selon leurs masses moléculaires sur un gel SDS-PAGE (Sodium Dodécyl Sulfate - 

PolyAcrylamid Gel Electrophoresis) puis transférées sur une membrane de nitrocellulose. 

Enfin, les protéines d’intérêt sont révélées à l’aide d’un complexe anticorps primaire 
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spécifique de la protéine d’intérêt / anticorps secondaire couplé à la peroxydase, dirigé 

contre l’anticorps primaire. 

Après avoir réalisé le dosage des protéines, la quantité de protéines que l’on veut, comprise 

entre 30 µg et 50 µg, est diluée dans un tampon de charge contenant 20% de glycérol, 10% 

de β-mercaptoéthanol, 4,6% de SDS, 0,125 mM de TrisHCl à pH 6,8 ainsi que du bleu de 

bromophénol. Les échantillons sont par la suite chauffés à 95°C pendant 5 minutes afin de 

dénaturer les protéines et ainsi de cliver les ponts disulfures mais également de charger 

négativement les protéines. 

En parallèle, des gels SDS-PAGE sont réalisés. En effet, un gel de séparation dont le 

pourcentage d’acrylamide varie entre 7% et 10% ainsi qu’un gel de concentration à 4% sont 

coulés en utilisant le système Biorad. Les échantillons ainsi qu’un marqueur de poids 

moléculaire sont ensuite déposés au sein du gel de concentration où les échantillons sont 

concentrés durant 15 minutes à 50 V. Enfin, les protéines sont séparées pendant environ 

1H30 à 100 V dans un tampon de migration qui contient 200 mM de Glycine, 0,1% de SDS et 

25 mM de TrisHCl à pH 7,8. Après migration, les protéines initialement séparées sont ensuite 

transférées sur une membrane de nitrocellulose dans un tampon de transfert qui contient 

50 mM de Tris-base et 50 mM d’acide borique durant 1H30 à 500 mA. Après transfert, la 

membrane de nitrocellulose est colorée au rouge Ponceau. Cette coloration permet de 

vérifier la qualité du transfert mais également de fixer les protéines. 

Les membranes de nitrocellulose sont incubées 1 heure à température ambiante dans une 

solution de saturation contenant 5% de BSA dilué dans du PBS / Tween 0,1% afin de saturer 

les sites antigéniques non spécifiques. L’anticorps primaire dirigé contre la protéine d’intérêt 

dilué à la concentration voulue dans la solution saturante (Tableau 7), est ensuite incubé une 

nuit, sous agitation à 4°C. Le lendemain, après avoir réalisé trois lavages des membranes à 

l’aide d’une solution de PBS/Tween 0,1%, l’anticorps secondaire spécifique de l’anticorps 

primaire, couplé à l’enzyme Horseradish peroxydase (HRP) et dilué à la concentration voulue 

dans la solution saturante (Tableau 7) est alors incubé durant 45 minutes, à température 

ambiante et sous agitation. Après incubation, les membranes sont lavées trois fois à l’aide 

d’une solution de PBS/Tween 0,1% durant 10 minutes, à température ambiante et sous 

agitation. Enfin, la membrane est recouverte d’une solution de révélation ECL contenant le 

substrat qui est le luminol (ClarityTM Western ECL Substate, Biorad). Grâce à l’enzyme HRP, le 
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luminol va être oxydé en 3-aminophtalate accompagné d’une émission de lumière détectée 

à l’aide d’un ChemiDocTM (Biorad). Les résultats sont par la suite analysés à l’aide du logiciel 

Image Lab. 

Tableau 7. Anticorps utilisés en western blot 

 

9. Tests statistiques 

Les expérimentations in vitro et in vivo ont été répétées trois fois (sauf si mentionné). Les 

résultats de ces expérimentations sont exprimés en moyenne avec l’erreur type sur la 

moyenne (SEM, Standard Error of the Mean). L’expérimentation la plus représentative est 

présentée pour chaque type d’expérience. 

La signification statistique des tests in vitro de mort cellulaire par le marquage Annexine V / 

7AAD mais également in vivo des suivis de croissances tumorales entre nos différents 

groupes est déterminé par un test paramétrique, le test Two-way ANOVA. Pour les 

comptages de cellules externalisant la calréticuline, nous avons utilisé un test non 

paramétrique, le test Mann-Whitney. 

Ces analyses statistiques sont effectuées à l’aide du logiciel GraphPad Prism. Les différences 

sont considérées comme statistiquement significatives à : *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001, 

****p <0,0001. 

  

Anticorps Fournisseur Espèce Dilution Solutions de dilution 

Anticorps primaires 

PERK Cell Signaling Lapin 

1/1000 TBS - 0,1% Tween / 5% BSA 

Phospho-PERK Cell Signaling Lapin 

eIF2α Cell Signaling Lapin 

Phospho-eIF2α Cell Signaling Lapin 

HSC70 Santa Cruz Souris 

Anticorps secondaires 

Anti-lapin HRP Jackson ImmunoResearch Chèvre 
1/10 000 TBS - 0,1% Tween / 5% BSA 

Anti-souris HRP Jackson ImmunoResearch Chèvre 
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1. Effet anti-tumoral de l’association FOX / GTN 

L’acquisition d’une résistance à la chimiothérapie comme par exemple celle observée avec 

l’oxaliplatine (OXA) ou le 5-Fluorouracile (5-Fu), est responsable de nombreux échecs 

thérapeutiques et reste donc un problème majeur de santé publique. Le NO quant à lui, est 

en passe de devenir un facteur anti-tumoral pouvant jouer un rôle dans la levée de 

résistance des cellules cancéreuses à des agents thérapeutiques standards (Hollande et al., 

2010). Dans notre étude nous utilisons le GTN, ou sa forme injectable le Nitronal comme 

donneur de NO, ces agents ayant démontré leur intérêt comme agent anticancéreux. 

1.1 Absence de levée de résistance à l’oxaliplatine par le GTN dans des modèles in vitro 

En collaboration avec l’équipe de Christophe Borg et Yann Godet à Besançon (EFS Besançon), 

nous avons pu montrer que l’utilisation de GTN ne permettait pas de lever la résistance in 

vitro à l’oxaliplatine. Ces travaux ont été réalisés à partir de lignées cancéreuses coliques 

humaines sensibles (Colo205S) ou résistantes à l’oxaliplatine (Colo205R). Le marquage de 

MICA et MICB, deux ligands d’un récepteur activateur NKG2D présent sur les cellules NK, sur 

ces mêmes cellules a permis de montrer que le traitement par le GTN induit une 

augmentation de la quantité de MICA (Major histocompatibility Complex class I-related chain 

A), à la surface des cellules tumorales. Ces données suggèrent que le NO pourrait rendre les 

cellules cancéreuses plus visibles par les cellules NK et donc par le système immunitaire, 

favorisant ainsi leur élimination. Ces résultats permettaient d’émettre l’hypothèse de 

l’utilisation du GTN in vivo combiné ou non à la combinaison chimiothérapeutique FOX (OXA 

+ 5-Fu) afin d’augmenter l’efficacité anti-tumorale. 

Nous avons donc voulu dans un premier temps étudier l’effet anti-tumoral du FOX associé au 

GTN. 

1.2 Effet sensibilisateur du GTN à la mort tumorale induite par le FOX 

Dans un premier temps, nous avons étudié l’effet anti-tumoral du GTN associé ou non à la 

chimiothérapie FOX in vivo chez la souris immunocompétente Balb/c. Pour cela, des souris 

Balb/c ont reçu en injection sous-cutanée des cellules cancéreuses coliques murines CT26 

syngéniques. Ces souris sont par la suite traitées ou non par du Nitronal, forme injectable du 
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GTN et/ou l’association de chimiothérapies FOX. Un suivi de croissance tumorale est alors 

réalisé (Figure 22). 

 

Figure 22. Effet potentialisateur du Nitronal sur l’action anti-tumorale du FOX. Des souris Balb/c 

(n=15 souris par groupe) porteuses de tumeurs sous-cutanées d’origine colique, ont été traitées ou 

non par du Nitronal (5 mg.kg-1) en s.c. trois fois par semaine dès J1 et/ou par du FOX (6 mg.kg-1 d’OXA 

+ 50 mg.kg-1 de 5-Fu) en i.p. une fois par semaine dès J7. Test statistique Two-way ANOVA : *p <0.05, 

****p <0.0001 

Les résultats nous montrent que l’utilisation du Nitronal n’influe pas sur la croissance 

tumorale par rapport au groupe contrôle. Comme il a déjà été décrit, la combinaison FOX 

induit quant à elle un ralentissement significatif de cette croissance tumorale (Gustavsson et 

al., 2015). Cependant, lorsque les souris sont traitées avec la combinaison FOX / Nitronal, 

nous mettons en évidence un effet synergique d’inhibition de la croissance tumorale. En 

effet, le volume tumoral moyen de ce groupe à J22 est d’environ 200 mm3 alors qu’il est 

pour les groupes contrôles et FOX respectivement de 1100 mm3 et 500 mm3. Nous avons 

donc un effet anti-tumoral de cette combinaison. 

Afin de déterminer si cet effet anti-tumoral peut être retrouvé dans des modèles de cancer 

plus avancés, nous avons réitéré cette expérience dans un modèle de nodules pulmonaires 

d’origine colique mimant la formation de métastases pulmonaires. Dans ce cas, des souris 

Balb/c ont reçu en injection intraveineuse des cellules cancéreuses coliques murines CT26 

syngéniques. Ces souris sont par la suite traitées ou non par du Nitronal et/ou du FOX 

(Figure 23). 
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Figure 23. Effet potentialisateur du Nitronal sur l’action anti-tumorale du FOX. Des souris Balb/c (n=5 

souris par groupe) porteuses de nodules pulmonaires d’origine colique, ont été traitées ou non par du 

Nitronal (5 mg.kg-1) en s.c. trois fois par semaine dès J1 et/ou par du FOX (6 mg.kg-1 d’OXA + 50 

mg.kg-1 de 5-Fu) en i.p. une fois par semaine dès J7. L’invasion tumorale des poumons est représenté 

par un score semi-quantitatif avec l’absence de nodules (-) ou l’envahissement total des poumons 

(+++). N=1 expérimentation 

De manière similaire à ce que nous avons observé précédemment, l’association du FOX avec 

le Nitronal induit un effet synergique d’inhibition de l’invasion tumorale (+), le Nitronal seul 

ou le FOX seul semblant bien moins efficaces (++). 

Nous avons donc pu mettre en évidence un effet anti-tumoral de la combinaison FOX / GTN 

in vivo, chez des souris porteuses de tumeurs sous-cutanées d’origine colique ou présentant 

des nodules pulmonaires d’origine colique. Nous nous sommes donc ensuite intéressés aux 

mécanismes qui pouvaient sensibiliser ces cellules tumorales à la toxicité induite par le FOX 

et/ou par le Nitronal. 

1.2.1 Etude de la mort cellulaire induite par la combinaison FOX / GTN 

Afin d’étudier les mécanismes pouvant être à l’origine de l’effet anti-tumoral de l’association 

FOX / GTN, nous avons étudié son effet sur la mortalité des cellules CT26 in vitro. Pour cela 

nous avons réalisé un test de détection de la mort cellulaire par marquage Annexine V / 

7AAD analysé par cytométrie en flux (Figure 24). 
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Figure 24. Absence d’effet sensibilisateur du GTN sur la mort cellulaire induite par le FOX. Des cellules 

CT26 ont été ensemencées à raison de 4,2.104 cellules/cm2 puis traitées le lendemain par du FOX (25 

µg.mL-1 d’OXA + 5 µM de 5-Fu) et/ou par du GTN à 100 µM durant 24H. Test Two-way ANOVA : **p < 

0.01, ***p <0.001 

La combinaison de chimiothérapies FOX induit environ 11% de mortalité, alors que le GTN 

utilisé à faible concentration n’induit aucune mortalité supplémentaire par rapport aux 

cellules non traitées. De plus, lorsque l’on associe le FOX au GTN, nous n’observons aucune 

augmentation du taux de cellules mortes, le GTN ne sensibilise donc pas in vitro les cellules 

cancéreuses à la mort induite par le FOX. 

A ce stade, nous avons pu mettre en évidence in vivo un effet anti-tumoral de la 

combinaison FOX / GTN alors qu’in vitro, le GTN ne potentialise pas la mortalité induite par 

le FOX. Cependant, les résultats obtenus sur les lignées sensibles ou résistantes à 

l’oxaliplatine nous ont permis d’observer une augmentation du ligand MICA sur ces cellules, 

suggérant un rôle du système immunitaire dans l’effet anti-tumoral dû à cette combinaison. 

1.2.2 Implication des cellules immunitaires dans l’effet anti-tumoral de la combinaison 

FOX / GTN 

Afin d’observer l’implication des cellules du système immunitaire dans l’effet anti-tumoral 

de la combinaison FOX / GTN, nous avons réalisé des suivis de croissance tumorale dans 

deux modèles de souris immunodéficientes, les souris NOD scid gamma et les souris Nude. 

: Apoptose 
: Apoptose tardive 

  et/ou nécrose 
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En effet, les souris NOD scid gamma sont dépourvues de lymphocytes B et T et de cellules 

Natural Killer (NK) alors que les souris Nude sont elles, dépourvues de lymphocytes T. 

Ces souris ont reçu en injection sous-cutanée les cellules cancéreuses murines CT26. Ces 

souris sont par la suite traitées ou non par du Nitronal et/ou par la combinaison de 

chimiothérapies FOX, un suivi de croissance tumorale est alors réalisé (Figure 25). 

Figure 25. L’effet anti-tumoral de l’association FOX / GTN est dépendante du système immunitaire. 

Des souris NOS scid gamma (A) et Nude (B) (n=5 souris par groupe) porteuses de tumeurs sous-

cutanées d’origine colique, ont été traitées ou non par du Nitronal (5 mg.kg-1) en s.c. trois fois par 

semaine dès J1 et/ou par du FOX (6 mg.kg-1 d’OXA + 50 mg.kg-1 de 5-Fu) en i.p. une fois par semaine 

dès J7. Test statistique Two-way ANOVA : *p <0.05, **p <0.01. N=1 expérimentation 

D’un point de vue général, nous pouvons tout d’abord observer que la croissance tumorale 

est beaucoup plus rapide dans les souris immunodéficientes par rapport aux souris Balb/c 

(Figure 21). En effet, lorsque l’on observe le suivi de croissance tumorale du groupe contrôle 

à J17 post-injection des cellules cancéreuses, le volume tumoral moyen est d’environ 900 

mm3 pour les souris NOD scid gamma et d’environ 1500 mm3 pour les souris Nude alors qu’il 

est pour les souris Balb/c, d’environ 200 mm3, suggérant une implication des lymphocytes T 

et/ou des cellules NK dans l’inhibition de la croissance tumorale. 

Concernant le suivi de croissance tumoral dans les souris NOD scid gamma, le Nitronal 

associé ou non au FOX ne permet pas d’induire de façon significative l’inhibition de la 

croissance tumorale mettant en évidence un rôle éventuel des lymphocytes B et T et/ou des 

cellules NK. 

En revanche, dans les souris Nude, nous pouvons observer que le FOX est capable d’induire 

un ralentissement de manière significative de la croissance tumorale par rapport au groupe 

contrôle mais aucun effet associatif n’est observé en présence de Nitronal. La comparaison 

des résultats obtenus chez les souris NOD scid gamma et les souris Nude semble indiquer 
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que l’effet anti-tumoral du FOX implique d’autres cellules du système immunitaires que les 

lymphocytes T, potentiellement les cellules NK. 

L’absence d’effet anti-tumoral de la combinaison FOX / Nitronal dans les souris NOD scid 

gamma et l’absence d’effet additif de Nitronal dans les souris Nude sont en faveur de 

l’implication des lymphocytes T dans l’effet de cette combinaison. 

         Pour résumer, nous avons pu mettre en évidence in vitro une absence d’effet 

synergique de la combinaison FOX / GTN sur la mort cellulaire, mais in vivo un effet anti-

tumoral de celle-ci qui serait dépendant des lymphocytes T et/ou des cellules NK. L’effet 

potentialisateur du GTN sur l’efficacité anti-tumorale du FOX nécessiterait un recrutement 

ainsi qu’une activation des lymphocytes T. 

Il est déjà connu que certaines chimiothérapies, tout comme la radiothérapie, ont une 

efficacité dépendante de l’activation du système immunitaire, via l’induction de la mort des 

cellules tumorales mais également l’induction d’une réponse immunitaire par un mécanisme 

appelé mort cellulaire immunogène (ICD) (Apetoh et al., 2008; Golden and Apetoh, 2015). 

Nous avons donc voulu étudier si l’effet anti-tumoral de la combinaison FOX / GTN implique 

l’induction de la mort cellulaire immunogène. Pour cela, nous avons caractérisé les 

mécanismes moléculaires mis en jeu dans cet effet. 

2. Caractérisation de la mort cellulaire immunogène 

Afin de caractériser la mort cellulaire immunogène dû à la combinaison FOX / GTN, nous 

nous sommes plus particulièrement intéressés aux facteurs clés de celle-ci qui sont la 

sécrétion d’ATP, la libération d’HMGB1 ainsi que l’externalisation de la calréticuline. 

2.1 Sécrétion des facteurs immunogènes solubles 

La recherche des facteurs immunogènes solubles, caractérisant la mort cellulaire 

immunogène, est réalisée par un test ELISA anti-HMGB1 et une détection de l’ATP par 

bioluminescence (Figure 26). 
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Figure 26. Absence d’effet synergique du GTN sur la sécrétion des facteurs immunogènes solubles 

induite par le FOX. Des cellules CT26 ont été ensemencées à raison de 4,2.104 cellules/cm2 puis 

traitées le lendemain par du FOX (25 µg.mL-1 d’OXA + 5 µM de 5-Fu) et/ou par du GTN à 100 µM. 

Après 24H de traitement, un dosage HMGB1 (A) ainsi qu’un dosage d’ATP (B) sont réalisés 

D’après ces résultats, nous pouvons observer que le FOX induit une sécrétion deux fois plus 

élevée de la protéine pro-inflammatoire HMGB1 ([HMGB1] = 70 ng.mL-1) comparativement 

aux cellules non traitées ([HMGB1] = 40 ng.mL-1), sécrétion qui n’est pas retrouvée après 

traitement par le GTN seul. De plus, l’association du GTN au FOX n’induit aucune 

augmentation de la quantité d’HMGB1 libérée dans le milieu extracellulaire. 

Concernant la libération d’ATP et contrairement à ce qui a pu être décrit dans la littérature, à 

ce temps de traitement (24H), nous n’observons aucune libération d’ATP en réponse au FOX. 

De manière similaire, l’association FOX / GTN n’induit aucune sécrétion d’ATP. L’ATP libéré 

pouvant déjà être dégradé 24H après traitement par l’oxaliplatine. 

Malgré l’absence de sécrétion de ces facteurs immunogènes solubles à la suite du traitement 

GTN associé ou non à du FOX, nous nous sommes intéressés à l’externalisation de la CRT. En 

effet, certaines chimiothérapies non immunogènes peuvent provoquer seulement une partie 

des phénomènes associés à l’ICD (Bezu et al., 2015). 

2.2 Externalisation de la calréticuline 

Afin de mettre en évidence l’externalisation de la calréticuline qui est un facteur clé de l’ICD, 

nous avons réalisé un marquage membranaire de la calréticuline après traitement des 

cellules par le FOX et/ou GTN, que nous avons analysé par cytométrie en flux mais 

également par observation en microscopie à fluorescence (Figure 27). 
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Figure 27. Effet potentialisateur du GTN sur l’externalisation de la calréticuline induite par le FOX. 

Des cellules CT26 ont été ensemencées à raison de 6.104  cellules/cm2 puis traitées le lendemain par 

du FOX (25 µg.mL-1 d’OXA + 5 µM de 5-Fu) et/ou par du GTN à 100 µM. Après 6H de traitement, un 

marquage membranaire de la CRT est réalisé puis analysé en cytométrie en flux 

Après traitement des cellules par la combinaison FOX, 13,2% de ces cellules présentent une 

externalisation de la calréticuline (CRT). Le GTN induit également l’externalisation de la CRT, 

mais plus faiblement avec un taux de cellules positives de 8,23%. Ce taux de cellules 

présentant la CRT à la membrane est fortement augmenté, 33%, lorsque l’on associe le FOX 

au GTN. L’association FOX / GTN induit donc une augmentation de l’externalisation de la 

CRT. 

Ces résultats ont été confirmés par détection de la CRT membranaire par marquage puis 

détection en microscopie à fluorescence (Figure 28). 

 

Figure 28. Effet potentialisateur du GTN sur l’externalisation de la calréticuline induite par le FOX. 

Des cellules CT26 ont été ensemencées à raison de 4,2.104 cellules/cm2 puis traitées le lendemain par 

du FOX (25 µg.mL-1 d’OXA + 5 µM de 5-Fu) et/ou par du GTN à 100 µM. Après 6H de traitement, un 

marquage membranaire de la CRT et détection par microscopie à fluorescence est réalisé (A), puis 

analysé par comptage (B). Test statistique Mann-Whitney : **p <0,01 
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De manière similaire à ce que nous avons observé précédemment, l’association FOX / GTN 

induit une augmentation significative de l’externalisation de la calréticuline 

comparativement aux cellules non traitées. Le FOX ainsi que le GTN seul induisent peu 

d’externalisation de la CRT. 

         Pour résumer, nous avons pu mettre en évidence in vitro une absence d’effet 

synergique de la combinaison FOX / GTN sur la libération de la protéine pro-inflammatoire 

HMGB1. Les dosages d’ATP ne nous ont pas permis d’observer une libération d’ATP après 

traitement des cellules par le GTN mais également par le FOX seul. Or, il est décrit dans la 

littérature que le FOX induit une libération d’ATP, suggérant un problème de cinétique (Bezu 

et al., 2015). En revanche, nous avons pu mettre en évidence une augmentation de 

l’externalisation de la CRT avec cette combinaison, suggérant que l’externalisation de cette 

protéine pourrait jouer un rôle dans l’effet anti-tumoral de l’association FOX / GTN. 

Il est déjà connu que l’oxaliplatine induit l’ICD et donc l’externalisation de la CRT (Apetoh et 

al., 2008). Nos travaux nous ont alors permis de mettre en évidence qu’un donneur de NO 

tel que le GTN peut également induire l’externalisation de la CRT. Cependant, le rôle 

éventuel du NO dans l’externalisation de la CRT reste encore inconnu. 

Nous avons donc voulu étudier le rôle du GTN et plus particulièrement du NO sur les 

mécanismes d’externalisation de la CRT. 

3. Rôle du NO dans l’externalisation de la calréticuline 

Afin de caractériser le rôle du NO dans l’effet anti-tumoral de la combinaison FOX / GTN, 

nous avons utilisé un agent piégeant le NO, le carboxy-PTIO (cPTIO). 

3.1 Rôle du NO dans la mort cellulaire induite par la combinaison FOX / GTN 

Dans un premier temps, nous avons recherché si le NO pouvait jouer un rôle sur la mort 

cellulaire induite par le FOX et/ou par le GTN. Pour cela, des cellules CT26 sont ensemencées 

puis traitées par du cPTIO avant l’addition de FOX et/ou GTN. Un test de détection de la 

mort cellulaire par un marquage Annexine V / 7AAD analysé en cytométrie en flux a été 

réalisé (Figure 29). 
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Figure 29. La mort cellulaire induite par le FOX et par la combinaison FOX / GTN est indépendante du 

NO. Des cellules CT26 ont été ensemencées à raison de 4,2.104 cellules/cm2, prétraitées ou non le 

lendemain pendant 1H avec 50 µM de cPTIO puis traitées ou non avec du FOX (25 µg.mL-1 d’OXA + 5 

µM de 5-Fu) et/ou du GTN à 100 µM durant 24H 

Ces résultats montrent que les taux de mortalité induits par les traitements FOX et/ou GTN 

sont les mêmes, que ces cellules soient ou non pré-traitées par le cPTIO. En effet, 

l’association FOX / cPTIO induit environ 13% de mortalité contre 11% lorsque les cellules 

sont traitées seulement avec du FOX. De même, la combinaison FOX / GTN associé à du 

cPTIO induit environ 11% de mortalité contre 12% seule. La mort cellulaire induite par le FOX 

et par la combinaison FOX / GTN est donc indépendante du NO. 

Cependant, le NO pourrait jouer un rôle dans l’induction de la mort cellulaire immunogène. 

3.2 Rôle du NO dans la mort cellulaire immunogène 

Afin de mettre en évidence un éventuel rôle du NO dans le mécanisme de la mort cellulaire 

immunogène, nous avons recherché la présence des facteurs immunogènes solubles HMGB1 

et ATP ainsi que l’externalisation de la CRT. 
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3.2.1 Sécrétion des facteurs immunogènes solubles 

Comme précédemment, nous avons réalisé un test ELISA pour mettre en évidence HMGB1 

ainsi que la détection de l’ATP par un test de bioluminescence dans les surnageants de 

culture (Figure 30). 

Figure 30. La sécrétion des facteurs immunogènes solubles induite par le FOX et par la combinaison 

FOX / GTN est indépendante du NO. Des cellules CT26 ont été ensemencées à raison de 4,2.104 

cellules/cm2 prétraitées 1H ou non avec 50 µM de cPTIO avant d’être traitées ou non 24H avec du FOX 

(25 µg.mL-1 d’OXA + 5 µM de 5-Fu) et/ou par du GTN à 100 µM. Après 24H de traitement, un dosage 

d’HMGB1 (A) ainsi qu’un dosage d’ATP (B) sont réalisés 

D’après les résultats de la figure 30, l’ajout de cPTIO n’induit aucune modification sur les 

taux d’HMGB et ATP sécrétés en réponse aux traitements FOX et/ou GTN. Ces mécanismes 

semblent donc indépendants du NO. 

3.2.2 Externalisation de la calréticuline 

L’externalisation de la CRT a été mise en évidence après traitement des cellules CT26 par le 

FOX et/ou GTN. Nous avons donc réalisé un marquage de la CRT membranaire après pré-

traitement par le cPTIO puis traitement par le FOX et/ou GTN, détectée par la suite par 

microscopie à fluorescence (Figure 31). 
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Figure 31. L’externalisation de la calréticuline induite par le FOX et / ou GTN est dépendante du NO. 

Des cellules CT26 ont été ensemencées à raison de 4,2.104 cellules/cm2, prétraitées 1H ou non avec 50 

µM de cPTIO puis traitées ou non 24H avec du FOX (25 µg.mL-1 d’OXA + 5 µM de 5-Fu) et/ou par du 

GTN à 100 µM. Après marquage de la calréticuline membranaire, les cellules sont observées au 

microscope à fluorescence et les cellules positives sont décomptées. Test statistique Mann-Whitney : 

*p <0,05, ***p <0,001, ****p <0,0001 

Comme nous avons pu le voir précédemment, le traitement par le FOX, le GTN et encore 

plus par l’association des deux induisent l’externalisation de la CRT. Cependant, lorsque ces 

cellules sont pré-traitées par du cPTIO, cette externalisation de la CRT est alors totalement 

inhibée. De manière surprenante, cette inhibition de l’externalisation de la CRT est 

également visualisable lorsque ces cellules sont traitées par le FOX, ce qui suggère que 

l’externalisation de la CRT est dépendante du NO, que l’inducteur du GTN ou une 

chimiothérapie immunogène. 

Ces résultats semblent donc également suggérer que l’utilisation de chimiothérapies comme 

le FOX pourrait induire la production de NO, nécessaire à l’externalisation de la CRT. Nous 

avons alors recherché si ces chimiothérapies pouvaient induire l’expression de la iNOS, une 

enzyme génératrice de NO. 
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3.2.3 Expression de la NOSII en réponse à des chimiothérapies 

L’étude de l’expression de la NOSII en réponse à des chimiothérapies a été réalisée par qRT-

PCR (Figure 32). 

 

Figure 32. Le 5-Fu induit l’expression de la NOSII qui est inhibée par l’ajout de GTN. Des cellules CT26 

ont été ensemencées à raison de 4,2.104 cellules/cm2 puis traitées le lendemain avec 25 µg.mL-1 

d’OXA, 5 µM de 5-Fu, 2 µM de doxorubicine ou 30 µM de cisplatine, le tout associé ou non au GTN à 

100 µM. Après 24H, une qRT-PCR sur les cellules est réalisé afin d’observer l’expression de la NOSII 

par rapport au gène de référence qui est l’actine. Test statistique Two-way ANOVA : **p <0.01 

D’après cette figure, nous pouvons observer que seul le 5-Fu induit une expression 

significative de NOSII comparativement aux cellules non traitées. L’oxaliplatine, la 

doxorubicine et le cisplatine induisent quant à eux peu d’expression de celle-ci. De plus, 

lorsque l’on ajoute 100 µM de GTN, nous pouvons observer que l’expression de NOSII 

préalablement observé en réponse au 5-Fu est inhibée de manière significative. En effet, 

l’expression de celle-ci est inhibée d’un facteur 3. Concernant les autres chimiothérapies, le 

GTN n’induit aucune modification de l’expression de NOSII. 

Le fait que le 5-Fu augmente la transcription de la NOSII, suggère que cette chimiothérapie 

active la voie NF-κB, une voie de signalisation majeure dans la transcription de la NOSII. 

Cette hypothèse est confortée par le fait que le GTN diminue cette transcription. En effet, il 

a été décrit que le NO utilise la voie NF-κB par sa capacité à S-nitrosyler et à inhiber des 
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médiateurs de cette voie tels que l’inhibiteur de NF-κB (IKBα) ainsi que les sous-unités de 

NF-κB qui sont p50 et p65 (Marshall and Stamler, 2001; Reynaert et al., 2004). 

Le NO produit dans les cellules par l’enzyme NOSII ou apporté de façon exogène par le GTN, 

joue donc un rôle majeur dans l’externalisation de la CRT. La suite de cette étude consiste à 

comprendre le rôle du NO dans ce mécanisme en se focalisant sur des protéines dans la 

cascade de signalisation du stress du réticulum endoplasmique comme il a été décrit par 

Nakato et al. en 2015 (Nakato et al., 2015; Uehara et al., 2006). 

3.2.4 Voie de stress du réticulum endoplasmique 

A ce jour, le mécanisme décrit pour induire l’externalisation de la CRT passe par l’induction 

du stress du réticulum endoplasmique générant la phosphorylation de PERK et ainsi la 

phosphorylation de eIF2α (Panaretakis et al., 2009). Nous avons donc étudié l’impact du 

traitement par le GTN sur la phosphorylation de ces deux protéines (Figure 33). 

 

 

Figure 33. Modulation de la cinétique de phosphorylation de PERK et eIF2α en réponse au traitement 

FOX et / ou GTN. Des cellules CT26 ont été ensemencées à raison de 4,2.104 cellules/cm2 puis traitées 

le lendemain durant, 1H, 3H et 6H avec du FOX (25 µg.mL-1 d’OXA + 5 µM de 5-Fu) et/ou du GTN à 

100 µM. Les protéines ont été par la suite extraites puis analysées par WB (A). Une quantification de 

l’intensité des bandes a ensuite été réalisée à l’aide du logiciel Image Lab (B). N=2 expérimentation 
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Ces résultats suggèrent que le traitement des cellules CT26 par le FOX induit une 

phosphorylation rapide de PERK dès 1H de traitement, alors que cette phosphorylation est 

induite plus tardivement, 6H post-traitement par le GTN. En revanche, cette phosphorylation 

n’est pas observée en présence de la combinaison FOX / GTN. Concernant la 

phosphorylation de la protéine eIF2α, aucune différence n’est observée en réponse au 

traitement FOX et/ou GTN. Notre hypothèse est qu’une heure de traitement serait déjà trop 

long. Des expériences sont en cours où les cellules CT26 sont traitées par du FOX et/ou du 

GTN et analysées à des temps plus précoces tels que 30 minutes. 

Le GTN ainsi que le FOX semblent induire des modifications de l’état de phosphorylation des 

protéines de la voie du stress du réticulum endoplasmique impliqué dans l’externalisation de 

la CRT. Après avoir réitéré cette expérience à des temps plus précoces, il restera à 

déterminer si ces modifications sont dépendantes du NO en utilisant comme précédemment 

du cPTIO, un chélateur du NO. 

Nous avons par la suite voulu déterminer si le NO pouvait avoir une implication dans 

l’immunogénicité et l’effet anti-tumoral de traitement associant des chimiothérapies 

immunogènes ou non. 

3.2.5 Modulation de l’effet immunogène des thérapies anticancéreuses par le NO 

Comme discuté en introduction, une chimiothérapie telle que l’oxaliplatine ou la 

doxorubicine induit une ICD dont les caractéristiques sont la libération d’HMGB1, la 

sécrétion d’ATP et l’externalisation de la CRT. En revanche, la mitomycine C ou l’étoposide 

sont connues pour être des chimiothérapies non immunogènes (Apetoh et al., 2008). Nous 

avons alors voulu tester si l’association du GTN à ces chimiothérapies non immunogènes 

peut induire l’externalisation de la CRT, nécessaire à la mort cellulaire immunogène (Figure 

34). 
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Figure 34. L’ajout de GTN à des chimiothérapies non immunogènes induit une externalisation de la 

CRT. Des cellules CT26 ont été ensemencées à raison de 1,5.105 cellules/puit puis traitées le 

lendemain par 25 µg.mL-1 d’OXA, 5 µM de 5-Fu, 2 µM de doxorubicine, 30 µM de cisplatine, 500 nM 

de gemcitabine et 20 µM de mitomycine C, le tout associé ou non avec 100 µM de GTN. Après 24H, un 

marquage membranaire de la calréticuline a été effectué puis analysé par comptages en microscopie 

à fluorescence. Test statistique Mann-Whitney : *p <0,05 

 

Ces résultats confirment les publications préalablement citées. En effet, l’oxaliplatine ainsi 

que la doxorubicine sont des chimiothérapies immunogènes et en tant que telles, induisent 

l’externalisation de la CRT. En revanche, le 5-Fluorouracile, le cisplatine, la gemcitabine ainsi 

que la mitomycine C n’induisent pas l’externalisation de la CRT et ne sont donc pas 

immunogènes. Comme nous avons pu le montrer précédemment, le GTN induit une 

externalisation de la CRT mais de manière plus faible que les chimiothérapies immunogènes. 

Lorsque celui-ci est associé à une chimiothérapie immunogène seule, nous pouvons observer 

qu’aucun effet associatif n’est observé. En revanche, lorsque le GTN est associé à des 

chimiothérapies non immunogènes, nous pouvons observer une forte augmentation de 

l’externalisation de la CRT. En effet, lorsque l’on associe le cisplatine avec le GTN, nous 

pouvons observer une forte augmentation significative de l’externalisation de la CRT 

comparativement aux cellules traitées seulement avec du GTN. 

        Pour résumer la première partie de notre étude, nous avons pu mettre en évidence in 

vivo un effet anti-tumoral de la combinaison FOX / GTN. Cet effet anti-tumoral serait 

dépendant de la présence des cellules du système immunitaire, plus précisément des 

lymphocytes T. Nous avons en effet pu observer une augmentation de l’externalisation de la 
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CRT avec la combinaison FOX / GTN, la CRT étant un facteur clé de l’ICD. Nous avons alors 

montré que cette externalisation de la CRT est dépendante du NO puisqu’elle est totalement 

inhibée en présence d’un chélateur du NO, le cPTIO. L’externalisation de la CRT induite par 

d’autres chimiothérapies est également sous la dépendance du NO et plus précisément de 

l’enzyme NOSII. Enfin, nous avons pu mettre en évidence que l’association du GTN à des 

chimiothérapies non immunogènes, induit l’externalisation de la CRT pouvant ainsi rendre 

immunogène ces chimiothérapies. 

Les chimiothérapies ne sont pas les seuls inducteurs de l’ICD. En effet, la radiothérapie est 

également inductrice de ce mécanisme (Golden and Apetoh, 2015). Nous avons ensuite 

étudié, l’effet de la radiothérapie associée à la combinaison FOX / GTN. 

4. Association de la radiothérapie à la combinaison FOX / GTN 

4.1 Effet anti-tumoral de la combinaison FOX / GTN / Radiothérapie 

Dans un premier temps, nous avons étudié l’effet de la radiothérapie associée ou non à un 

donneur de NO, le Nitronal in vivo chez la souris Balb/c. Pour cela, des souris Balb/c ont reçu 

en injection sous-cutanée des cellules cancéreuses coliques murines CT26 syngéniques. Ces 

souris sont par la suite traitées ou non par du Nitronal et/ou irradiées une fois à 10 Gy, la 

croissance tumorale étant alors analysée (Figure 35). 

 

Figure 35. Absence d’effet additif de la radiothérapie (1 x 10 Gy) en présence de Nitronal. Des souris 

Balb/c (n=5 souris par groupe) porteuses de tumeurs sous-cutanées d’origine colique, ont été traitées 

ou non par du Nitronal (5 mg.kg-1) en s.c. trois fois par semaine dès J1 et/ou irradiées (1 x 10Gy) à J15. 

Test statistique Two-way ANOVA : *p <0.05, ****p <0.0001. N=1 expérimentation 
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Comme nous avons pu le voir précédemment, le Nitronal utilisé seul n’a aucun effet sur la 

croissance tumorale par rapport au groupe contrôle. Lorsque les souris sont irradiées à 10 

Gy au niveau de la tumeur, nous pouvons observer une forte inhibition de la croissance 

tumorale. En effet le volume tumoral de ce groupe à J22 est d’environ 700 mm3 alors qu’il 

est de 1500 mm3 pour le groupe contrôle. Cependant, l’ajout de Nitronal n’induit aucune 

modification de la croissance tumorale. 

Nous avons par la suite étudié l’impact de la radiothérapie sur la croissance tumorale. Pour 

cela, le même protocole expérimental est réalisé dans les souris Balb/c porteuses de 

tumeurs sous-cutanées CT26, avec comme modification une irradiation fractionnée (3 x 8 

Gy) (Figure 36). 
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Figure 36. Absence d’effet associatif de la radiothérapie (3 x 8 Gy) en présence de Nitronal. Des souris 

Balb/c (n=5 souris par groupe) porteuses de tumeurs sous-cutanées d’origine colique, ont été traitées 

ou non par du Nitronal (5 mg.kg-1) en s.c. trois fois par semaine dès J1 et/ou irradiées (3 x 8 Gy) à J15. 

Test statistique Two-way ANOVA : ****p <0.0001.  N=1 expérimentation 

D’un point de vue général, nous pouvons tout d’abord observer que la radiothérapie 

fractionnée (3 x 8 Gy) à un impact nettement meilleur sur la croissance tumorale par rapport 

à une seule dose de radiothérapie (10 Gy) (Figure 35). En effet, lorsque l’on observe le suivi 

de croissance tumoral du groupe irradié à J22 post-injection des cellules cancéreuses, le 

volume tumoral moyen est d’environ 400 mm3 pour l’irradiation fractionnée contre 700 

mm3 avec une seule dose d’irradiation montrant l’importance du fractionnement dans 
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l’inhibition de la croissance tumorale. En revanche, comme nous avons pu le voir avec une 

seule dose d’irradiation, aucun effet associatif n’est observé en présence de Nitronal. 

Le GTN potentialisant l’effet anti-tumoral du FOX, nous avons alors associé la radiothérapie à 

cette combinaison. Le même protocole expérimental est réalisé dans les souris Balb/c, 

porteuses de tumeurs sous-cutanées CT26, avec comme modification l’ajout de la 

combinaison de chimiothérapies FOX, la veille de la radiothérapie (Figure 37). 

  



86 

 

 

 

 

Figure 37. Effet anti-tumoral de la radiothérapie (3 x 8 Gy) associé au Nitronal et / ou FOX. Des souris 

Balb/c (n=5 souris par groupe) porteuses de tumeurs d’origine colique, ont été traitées ou non au 

Nitronal (5 mg.kg-1) en s.c. trois par semaine dès J1 et/ou par du FOX (6 mg.kg-1 d’OXA + 50 mg.kg-1 

de 5-Fu) en i.p. une fois par semaine dès J13 et/ou irradiées (3 x 8 Gy / jour) dès J14. La moyenne du 

volume des tumeurs par groupe de souris (A) et le volume des tumeurs de chaque souris par groupe 

(B) est représenté.  N=1 expérimentation 

CT26 cells growth in Balb/c mice

Days

T
u

m
o

r 
v

o
lu

m
e

 (
m

m
3
)

20 40 60 80
0

1000

2000

3000
NaCl

FOX

3 x 8 Gy

FOX / 3 x 8 Gy

Nitronal / 3 x 8 Gy

FOX / Nitronal / 3 x 8 Gy

CT26 cells growth in Balb/c mice

3 x 8 Gy

Days

T
u

m
o

r 
v

o
lu

m
e

 (
m

m
3
)

20 40 60 80
0

1000

2000

3000

CT26 cells growth in Balb/c mice

FOX / 3 x 8 Gy

Days

T
u

m
o

r 
v

o
lu

m
e

 (
m

m
3
)

20 40 60 80
0

1000

2000

3000

CT26 cells growth in Balb/c mice

Nitronal / 3 x 8 Gy

Days

T
u

m
o

r 
v

o
lu

m
e

 (
m

m
3
)

20 40 60 80
0

1000

2000

3000

CT26 cells growth in Balb/c mice

FOX / Nitronal / 3 x 8 Gy

Days

T
u

m
o

r 
v

o
lu

m
e

 (
m

m
3
)

20 40 60 80
0

1000

2000

3000

A 

B 



87 

 

Comme il est décrit dans de nombreuses publications, les chimiothérapies telles que le FOX 

n’ont pas d’effet à long terme. Après 23 jours post-injection des cellules cancéreuses, on 

peut observer un fort échappement ainsi qu’une progression tumorale. En effet, lorsque l’on 

observe le suivi de croissance tumorale du groupe traité au FOX seul, le volume tumoral 

moyen à J22 post-injection des cellules cancéreuses est d’environ 500 mm3 contre 2000 mm3 

à J43. Concernant les autres groupes de souris où les tumeurs ont été irradiées et traitées au 

Nitronal et/ou au FOX, nous pouvons voir de manière générale que ces différents 

traitements induisent un fort ralentissement de la croissance tumorale mais aucune 

différence significative entre ces quatre groupes n’est observée. 

Lorsque l’on observe les suivis de croissance tumorale des souris prises individuellement 

après irradiation et traitées par le Nitronal et/ou au FOX, nous pouvons observer une 

hétérogénéité de la réponse de ces souris à ces traitements comme ce qui a déjà été montré 

(Duraiswamy et al., 2013). Le premier type de réponse correspond à des tumeurs qui 

échappent rapidement au traitement. En effet, les souris irradiées et traitées au Nitronal 

échappent à ce traitement dès J18 alors qu’elles échappent à l’irradiation associée au FOX 

et/ou au Nitronal dès J28. Le second groupe correspond à des souris dont les tumeurs 

montrent une croissance tumorale plus lente signifiant que ces souris répondent très bien à 

ces traitements. On observe tout de même un échappement à ces traitements mais qui est 

beaucoup plus tardif. En effet, l’échappement à ces traitements est à J40 pour les souris 

irradiées et traitées au Nitronal et à J50 pour les souris irradiées associée au FOX et/ou 

Nitronal. De manière générale, nous pouvons observer que l’association du Nitronal et/ou 

du FOX à la radiothérapie induit une meilleure réponse au traitement comparativement à la 

radiothérapie seule. En effet, deux souris pour le groupe FOX / Radiothérapie et trois souris 

pour les groupes Nitronal et/ou FOX / Radiothérapie répondent très bien à ces traitements 

contre une souris pour que le groupe radiothérapie seule. 

Au vu de ces résultats obtenus sur une expérience unique, il sera primordial de réitérer cette 

expérience en augmentant le nombre d’individus par groupe. De plus, il serait intéressant 

d’étudier de manière plus approfondie ces deux types de réponses aux traitements, en 

analysant par exemple le recrutement des cellules du système immunitaire au sein des tissus 

tumoraux. De plus, afin de contrecarrer ces mécanismes d’échappement mis en œuvre par 

les cellules tumorales, notre hypothèque serait d’utiliser une immunothérapie active 
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spécifique qui consiste à stimuler le système immunitaire en utilisant des inhibiteurs de 

points de contrôle négatif immunitaire (Pardoll, 2012). 

Nous avons donc pu mettre en évidence une meilleure efficacité de la radiothérapie 

fractionnée (3 x 8 Gy) par rapport à une dose unique (10 Gy). Nous avons également pu 

observer que l’association du Nitronal et/ou du FOX à la radiothérapie fractionnée induit une 

meilleure réponse au traitement. Malgré une meilleure réponse, nous avons pu observer 

une hétérogénéité de la réponse à ces différents traitements. Comme auparavant, nous 

nous sommes donc ensuite intéressés aux mécanismes qui pouvaient sensibiliser ces cellules 

tumorales à la toxicité induite par l’irradiation. 

4.2 Etude de la mort cellulaire induite par la radiothérapie 

Afin d’étudier les mécanismes pouvant sensibiliser les cellules cancéreuses à la mort 

tumorale induite par la radiothérapie, nous avons étudié la mort cellulaire par un marquage 

Annexine V / 7AAD, analysé en cytométrie en flux (Figure 38). 

 

Figure 38. Absence d’effet sensibilisateur de la radiothérapie sur la mort cellulaire induite par le FOX 

et / ou le GTN. Des cellules CT26 ont été ensemencées à raison de 4,2.104 cellules/cm2, traitées le 

lendemain par du FOX (25 µg.mL-1 d’OXA + 5 µM de 5-Fu) et/ou par du GTN à 100 µM durant 20H puis 

irradiées à 2 Gy et 5 Gy. 6H post-irradiation, un marquage Annexine V / 7AAD est réalisé puis la mort 

cellulaire est analysée par cytométrie en flux 

Lorsque les cellules sont irradiées à 2 Gy et 5 Gy, nous pouvons observer que l’irradiation 

n’induit aucun effet in vitro sur la mort cellulaire induite par le FOX. En effet, l’association 
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FOX / Irradiation induit environ 10% de mortalité contre 11% lorsque les cellules sont 

traitées seulement avec du FOX. La combinaison FOX / GTN associée à l’irradiation induit 

environ 11% de mortalité contre 12% seule. 

Comme précédemment, nous nous sommes par la suite intéressés à l’induction de la mort 

cellulaire immunogène et plus précisément à ses caractéristiques qui sont la libération de la 

protéine pro-inflammatoire HMGB1, la sécrétion d’ATP et l’externalisation de la CRT. 

4.3 Caractérisation de la mort immunogène 

4.3.1 Sécrétion des facteurs immunogènes solubles 

La recherche des facteurs immunogènes solubles, caractérisant la mort cellulaire 

immunogène, est réalisée par un test ELISA anti-HMGB1 et une détection de l’ATP par 

bioluminescence dans les surnageants de culture de cellules préalablement traitées par du 

FOX et/ou GTN suivi d’une irradiation (Figure 39). 

 

 

Figure 39. Absence d’effet synergique de la radiothérapie sur la sécrétion des facteurs immunogènes 

solubles induite par la combinaison FOX / GTN. Des cellules CT26 ont été ensemencées à raison de 

4.105 cellules/puit, traitées le lendemain par du FOX (25 µg.mL-1 d’OXA + 5 µM de 5-Fu) et/ou par du 

GTN à 100 µM durant 20H puis irradiées à 2 Gy et 5 Gy. 6H post-irradiation, un dosage HMGB1 (A) 

ainsi qu’un dosage ATP (B) sont réalisés 

L’irradiation des cellules à 2 Gy et 5 Gy n’induit pas de sécrétion des facteurs immunogènes 

solubles contrairement à ce qui peut être observé avec le FOX. L’association de la 

radiothérapie à la combinaison FOX / GTN n’induit aucune variation des taux d’HMGB1 et 

ATP sécrétés. 
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4.3.2 Externalisation de la calréticuline 

Nous avons réalisé un marquage membranaire de la CRT après traitement des cellules par le 

FOX et/ou GTN et après irradiation, puis observé sa localisation par microscopie à 

fluorescence (Figure 40). 
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Figure 40. Externalisation de la CRT en réponse à l’association FOX / GTN / Radiothérapie. Des cellules 

CT26 ont été ensemencées à raison de 4.105 cellules/puit, traitées le lendemain par du FOX (25 µg.mL-

1 d’OXA + 5 µM de 5-Fu) et/ou par du GTN à 100 µM durant 20H puis irradiées à 2 Gy et 5 Gy. 6H 

post-irradiation, un marquage membranaire de la calréticuline a été effectué puis analysé par 

comptage en microscopie à fluorescence. Test statistique Two-way ANOVA : *p <0.005, **p <0.01 

Lorsque les cellules sont irradiées, nous pouvons tout d’abord observer que l’irradiation 

seule n’induit pas d’externalisation de la CRT. Par contre, lorsqu’elle est associée au FOX 

et/ou au GTN, nous pouvons observer une augmentation de l’externalisation de la CRT, de 

manière dose dépendante. En effet, celle-ci est augmentée à 5 Gy comparativement à 2 Gy. 

De plus, nous pouvons constater que l’externalisation de la CRT la plus importante est 

lorsque les cellules sont traitées par la combinaison FOX / GTN suivi d’une irradiation à 5 Gy. 

Cela veut donc dire que l’irradiation pourrait avoir un effet potentialisateur sur 

l’externalisation de la CRT induite par la combinaison FOX / GTN. 

        Pour résumer cette seconde partie, nous avons pu mettre en évidence in vivo un effet 

anti-tumoral de l’irradiation 1 x 10 Gy qui est nettement augmenté avec une radiothérapie 

fractionnée 3 x 8 Gy. Fait intéressant, nous avons également pu observer deux types de 

réponses lorsque les souris sont traitées par du FOX et/ou du Nitronal suivi d’une irradiation 

au niveau de la tumeur de 3 x 8 Gy, montrant une hétérogénéité des tumeurs, comme ce qui 
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a déjà pu être montré (Duraiswamy et al., 2013). De plus, in vitro, nous avons pu mettre en 

évidence l’implication de l’irradiation dans l’ICD, plus précisément dans l’externalisation de 

la CRT. En effet, nous avons pu observer que l’externalisation de la CRT précédemment 

observé avec la combinaison FOX / GTN peut être accentuée avec l’irradiation 5 Gy. 
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Au travers de cette étude, nous nous sommes intéressés à l’effet potentialisateur du NO sur 

l’effet anti-tumoral de chimiothérapies associées ou non à une radiothérapie. 

Nous avons dans un premier temps étudié l’effet potentialisateur du NO sur l’activité anti-

tumorale du FOX. Après traitements de souris Balb/c porteuses de tumeurs sous-cutanées 

d’origine colique par du Nitronal associé ou non à du FOX, nous avons tout d’abord pu 

observer que le FOX induit un ralentissement de la croissance tumorale, comme ce qui est 

décrit dans la littérature (Gustavsson et al., 2015). Nous avons également pu observer que le 

Nitronal n’influe pas sur la croissance tumorale. En revanche lorsqu’il est associé au FOX, 

nous avons pu mettre en évidence un effet synergique sur l’inhibition de cette croissance 

(Figure 22). Ces résultats ont également été retrouvés dans un modèle de cancer mimant la 

formation de métastases pulmonaires d’origine colique (Figure 23). Le NO potentialise donc 

l’activité anti-tumorale du FOX dans des modèles plus ou moins avancés de cancer d’origine 

colique.  

Par la suite, nous avons recherché par quels mécanismes le NO potentialisait l’effet anti-

tumoral du FOX. Le NO a été décrit par notre équipe mais également par d’autres équipes, 

comme un agent pouvant induire la mort des cellules tumorales (Millet et al., 2002; Prévotat 

et al., 2006). Cependant aux doses physiologiques utilisées dans notre étude, le NO n’induit 

aucune toxicité in vitro et ne potentialise pas l’effet cytotoxique des chimiothérapies 

utilisées (Figure 24). Nous avons alors pu mettre en évidence in vivo l’implication des cellules 

du système immunitaire. En effet, l’association FOX / Nitronal ne permet pas d’induire 

l’inhibition de la croissance tumorale dans des souris immunodéficientes telles que les souris 

Nude et NOD scid gamma (Figure 25). Les lymphocytes T et/ou les cellules NK sont donc 

impliqués dans le rôle potentialisateur du NO sur l’action anti-tumorale du FOX. Il serait alors 

très intéressant de déterminer, par cytométrie en flux, la nature des cellules immunitaires 

recrutées dans les tumeurs et ensuite voir l’implication des différentes populations T (Th1, 

Th2, Th17 et Treg) et des cellules NK dans cet effet. 

L’implication des cellules du système immunitaire dans l’effet anti-tumoral de la 

combinaison FOX / Nitronal nous a conduit à étudier la mort cellulaire immunogène. En 

effet, il est connu que certaines chimiothérapies telles que l’oxaliplatine et la doxorubicine, 

mais également la radiothérapie, peuvent induire la mort cellulaire immunogène, un 

mécanisme induisant la mort des cellules tumorales par l’activation d’une réponse 
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immunitaire (Apetoh et al., 2008; Golden and Apetoh, 2015). Nous avons alors mis en 

évidence certains processus associés à la mort cellulaire immunogène générée par le 

traitement FOX dans notre modèle, avec la libération de facteurs solubles tel qu’HMGB1 

dans le milieu extra-cellulaire (Figure 26) et l’externalisation de la CRT (Figure 27-28). Nous 

avons alors pu montrer pour la première fois que le GTN seul était également capable 

d’induire l’externalisation de la CRT et augmentait le taux d’externalisation de la CRT généré 

par le FOX (Figure 27-28). Cependant, contrairement au FOX, le GTN ne semble induire 

aucune sécrétion d’HMGB1 (Figure 26) et ne pourrait donc pas induire par lui-même de mort 

cellulaire immunogène. Un des facteurs que nous n’avons pas réussi à mettre en évidence 

dans notre modèle est la sécrétion d’ATP en réponse au traitement par le FOX et/ou au par 

le GTN. La libération d’ATP par les cellules tumorales en réponse au FOX est un évènement 

connu (Bezu et al., 2015) et le fait que nous ne l’ayons pas détecté pourrait probablement 

venir d’un problème de cinétique de réponse. Il serait donc intéressant d’observer la 

libération d’ATP à des temps plus précoces tels que 6H post-traitement des cellules CT26 

afin de démontrer si le traitement par le GTN peut induire cette libération ou potentialiser 

celle induite par le FOX. 

Nous nous sommes alors intéressés aux mécanismes d’externalisation de la calréticuline 

induits par le GTN et avons recherché plus précisément le rôle du NO. L’utilisation d’un 

piégeur du NO, comme le cPTIO, nous a permis de montrer que l’externalisation de la CRT 

était dépendante de la présence de NO. De manière surprenante, nous avons montré que 

l’externalisation de la CRT induite par le FOX est elle aussi dépendante de la présence de NO, 

démontrant un rôle majeur du NO dans ce mécanisme (Figure 31). Le FOX étant une 

chimiothérapie, nous avons recherché par quel moyen la cellule induisait la production de 

NO en réponse à la chimiothérapie en ciblant tout particulièrement la NO synthase 

inductible (NOSII). Nous avons alors pu montrer que dans les cellules cancéreuses coliques 

murines CT26, seul le 5-Fu peut induire l’expression de la NOSII (Figure 32), suggérant que le 

5-Fu active la voie NF-κB, une voie de signalisation majeure dans la transcription de la NOSII 

(Vannini et al., 2015). Il serait donc intéressant de mieux comprendre le mécanisme par 

lequel le 5-Fu induit l’expression de la NOSII en analysant plus particulièrement la voie NF-

κB. D’autre part, nous utiliserons la technique CRISPR/Cas9 pour invalider le gène de la NOSII 
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dans les cellules CT26 afin de tester le rôle du NO sur l’effet anti-tumoral de la combinaison 

FOX / GTN dans des souris Balb/c après injection de ces cellules. 

Afin de déterminer comment le NO peut jouer un rôle sur ce mécanisme d’externalisation de 

la CRT, nous sommes allés rechercher un mécanisme direct du NO sur la calréticuline. En 

effet, selon le site GPS-SNO 1.0, la CRT présente trois sites putatifs de S-Nitrosylation 

(cystéines 105, 137 et 163). Des expériences préliminaires nous ont alors permis de montrer 

pour la première fois que la CRT était S-nitrosylée en réponse au GTN ou à un autre donneur 

de NO, le Cys-NO. Il est nécessaire de réitérer cette expérience afin de valider la S-

nitrosylation de la CRT mais également de tester si cette protéine peut être S-nitrosylée en 

réponse au FOX. Afin de déterminer si la S-nitrosylation de la CRT est l’évènement clé du 

mécanisme d’externalisation, des lignées de cellules CT26, invalidées pour le gène de CRT 

par shRNA et exprimant des formes mutantes de la CRT sur les différentes cystéines sont en 

cours de construction. L’implication de l’externalisation de la CRT dans l’effet anti-tumoral 

de la combinaison FOX / Nitronal sera alors analysée in vivo après injection de ces cellules 

chez la souris Balb/c traitées par du FOX et/ou du Nitronal. 

L’effet direct du NO sur la CRT peut également impliquer un autre mécanisme post-

traductionnel induit par le NO, la tyrosine Nitration. En effet, selon le logiciel GPS-YNO, la 

CRT présenterait également trois sites putatifs de tyrosine-nitration sur ses tyrosines 285, 

299 et 338. Il est donc prévu d’étudier l’état de tyrosine nitration de la CRT après traitement 

au GTN en vue d’étudier si cette modification post-traductionnelle a un impact sur l’effet 

anti-tumoral de la combinaison FOX / GTN. 

Le NO pourrait ne pas agir uniquement par une action directe sur la calréticuline, la voie de 

signalisation générant ce mécanisme d’externalisation pourrait également être sa cible. La 

voie du stress du réticulum passe par la phosphorylation de PERK, générant la 

phosphorylation d’eiF2α (Panaretakis et al., 2009). Or, PERK est une protéine pouvant être la 

cible du NO via sa S-nitrosylation (Nakato et al., 2015). Nous avons alors montré que tout 

comme le FOX, le GTN induit la phosphorylation de PERK mais de manière plus tardive (6H 

avec le GTN versus 1H avec le FOX). Concernant la phosphorylation de la protéine eIF2α, 

aucune différence n’est observée après traitement des cellules par du FOX et/ou par du GTN 

(Figure 33). Il se peut qu’une heure de traitement soit trop long pour observer l’effet de la 

combinaison FOX / GTN, l’externalisation de la CRT étant observée dès 6H de traitement. 
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L’implication du NO dans ce mécanisme pourra également être testée après ajout de c-PTIO 

à ces différents traitements. De plus, le rôle de la S-nitrosylation de PERK dans le mécanisme 

d’externalisation de la CRT sera recherché en déterminant si le GTN, tout comme le FOX 

peuvent induire cette S-nitrosylation. Des cellules CT26 mutantes pour la protéine PERK sur 

ses sites de S-nitrosylation seront également construites afin de déterminer l’impact de cette 

modification post-traductionnelle i) sur la voie d’externalisation de la CRT, via la 

phosphorylation d’eiF2α, ii) sur l’effet anti-tumoral de la combinaison FOX / GTN in vivo, 

chez la souris Balb/c après injection de ces cellules.  

Pour poursuivre dans l’implication du NO sur la voie d’externalisation de la CRT, nous 

pourrons également nous intéresser à la voie des intégrines. En effet, l’implication des 

intégrines a récemment été mise en évidence dans la régulation de l’externalisation de la 

CRT, en montrant que l’α-intégrine  inhibe ce mécanisme (Liu et al., 2016). L’activation de la 

voie des intégrines est un mécanisme dépendant de la phosphorylation de la FAK. Or des 

résultats de l’équipe mettent en évidence la diminution d’expression des intégrines en 

réponse au GTN via l’inhibition de la phosphorylation de la FAK due à sa tyrosine nitration 

(données non publiées). Il serait donc intéressant d’étudier l’implication de la FAK et de sa 

régulation par le NO dans le processus d’externalisation de la CRT. 

A ce jour, les chimiothérapies ne sont pas les seules à pouvoir induire la mort cellulaire 

immunogène. En effet, la radiothérapie peut également induire l’ICD en induisant un stress 

du réticulum endoplasmique impliqué dans la mort cellulaire immunogène (Golden and 

Apetoh, 2015). Afin d’accentuer l’effet anti-tumoral de la combinaison FOX / GTN observé 

auparavant, nous nous sommes intéressés à l’association de la combinaison FOX / GTN avec 

de la radiothérapie. Nous avons tout d’abord pu observer in vivo un impact de la 

radiothérapie sur la croissance tumorale de souris Balb/c porteuses de tumeurs sous-

cutanées. De plus, nous avons pu démontrer qu’une irradiation fractionnée (3 x 8 Gy) induit 

un effet anti-tumoral supérieur à celui généré par une dose plus forte délivrée en une seule 

fois (1 x 10 Gy) (Figure 35-36). Ces résultats vont être le point de départ d’une étude visant à 

mettre en avant le bénéfice du traitement par radiothérapie fractionnée (Collaboration avec 

Céline Mirjolet). En revanche, aucun effet significatif n’est observé en présence de FOX et/ou 

de Nitronal, si ce n’est une tendance à induire une meilleure réponse antitumorale (Figure 

37). 
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L’implication de la mort cellulaire immunogène dans cette combinaison Radiothérapie / FOX 

/ GTN a été recherchée. Aucun effet additif n’a pu être attribué à la radiothérapie quant à la 

sécrétion d’HMGB1 et d’ATP (Figure 39). Cependant, nous avons pu mettre en évidence 

l’implication de l’irradiation dans l’externalisation de la CRT. En effet, in vitro, nous avons pu 

observer que l’externalisation de la CRT préalablement observée avec la combinaison FOX / 

GTN peut être accentuée avec une irradiation à 2 Gy et 5 Gy (Figure 40). L’irradiation a donc 

un effet potentialisateur sur l’externalisation de la CRT induite par la combinaison FOX / 

GTN. L’association Radiothérapie / FOX / GTN peut donc représenter une thérapie 

prometteuse avec comme avantage de n’utiliser que de faibles doses de radiothérapie 

administrée en fractionné.  

Tous ces travaux sont donc en faveur de l’utilisation du GTN associé à de la chimiothérapie 

combinée ou non à de la radiothérapie. Le GTN favoriserait la mort immunogène en 

induisant et/ou accentuant l’externalisation de la CRT. Le GTN en lui-même ne peut pas être 

défini comme une molécule pouvant induire l’ICD puisqu’à des concentrations 

physiologiques, il est incapable d’induire la sécrétion des facteurs immunogènes solubles. De 

plus, nous ne pouvons pas réaliser les tests de vaccination nécessaires (Introduction ; Partie 

B ; Paragraphe 3.) pour valider son caractère immunogène puisqu’à ces mêmes 

concentrations, il ne tue pas les cellules tumorales. Cependant, le GTN pourrait présenter la 

capacité de rendre immunogène une chimiothérapie non immunogène et pourrait donc 

avoir un rôle très important en clinique où de nombreuses chimiothérapies utilisées comme 

traitement de référence ne sont pas immunogènes. En effet, nous avons pu montrer que le 

traitement des cellules CT26 par des chimiothérapies non immunogènes telles que le 

cisplatine, la gemcitabine ou la mitomycine C, n’induit aucune externalisation de la CRT, 

contrairement à ce que nous pouvons observer lors de l’ajout du GTN à ces chimiothérapies 

(Figure 34). Afin de valider cette hypothèse, nous testerons l’effet anti-tumoral de 

combinaisons de chimiothérapies non-immunogènes et de GTN et montrerons l’implication 

du système immunitaire, et plus précisément des lymphocytes T CD8+ en réalisant une 

déplétion de ces cellules dans les souris porteuses de tumeurs CT26. De plus, et afin de 

valider le potentiel immunogène de l’association de ces chimiothérapies non-immunogènes 

combinées au GTN, des tests de vaccination seront réalisés également avec ces 

combinaisons. 
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L’utilisation d’un donneur de NO en clinique n’est pas une idée nouvelle puisque des études 

cliniques de phase I/II ont déjà démontré l’effet bénéfique de l’ajout de patchs de GTN à des 

chimiothérapies telles que la vinorelbine et le cisplatine dans des cancers avancés de 

poumons (NSCLC). Dans cette étude, il a été montré que le taux de réponse ainsi que la 

médiane de temps sans progression de la maladie sont augmentés lorsque l’association 

vinorelbine / cisplatine et/ou radiothérapie est combinée à du GTN sous forme de patchs de 

trinitrine (Arrieta et al., 2014 ; Yasuda et al., 2006). Cependant, d’autres études ont montré 

l’absence de bénéfice de l’ajout de patchs de Trinitrine lors de la combinaison avec d’autres 

chimiothérapies telles que le carboplatine (Dingemans et al., 2015). Penser que le GTN 

pourrait rendre immunogène toutes les chimiothérapies serait alors peut-être utopique. Il 

faudrait pouvoir tester pour chaque chimiothérapie ou combinaison de chimiothérapies la 

capacité du GTN à les rendre immunogènes (Technique de vaccination) selon l’origine de la 

tumeur. En effet, tous ces travaux ont été obtenus à partir d’un modèle utilisant la lignée de 

cellules cancéreuses coliques murines CT26. Ces résultats devront être confirmés en utilisant 

une autre lignée de cancer colique telle que les cellules C51 et/ou les cellules MC38. De plus, 

afin d’élargir ce type de traitement à des cancers de diverses origines, nous analyserons 

également l’impact de ces associations chimiothérapeutiques sur des cellules de cancer du 

sein telles que les cellules 4T1 et/ou les cellules EMT-6 mais également sur des cellules de 

mélanome telles que les cellules B16F10. 

En effet, nos expériences précliniques nous ont permis de révéler une hétérogénéité de 

réponse à nos traitements au sein des différents groupes de souris porteuses de tumeurs 

sous-cutanée (Figure 37 B). Si l’on observe les courbes de croissance des tumeurs prises 

individuellement, elles montrent une forte hétérogénéité de la croissance tumorale, tout 

comme avait pu l’observer Duraiswamy dans ses travaux (Duraiswamy et al., 2013). 

Certaines tumeurs échappent rapidement au traitement alors qu’à l’inverse d’autres 

tumeurs présentent une très faible croissance tumorale. L’échappement à la surveillance du 

système immunitaire étant en grande partie dû à l’expression de molécules inhibitrices telles 

que les « points de contrôles négatifs immunitaires », l’association de ces combinaisons de 

traitement avec un anticorps bloquant les points de contrôle immunitaire, tel que l’α-PD-1 

peut être envisagé (Pardoll, 2012). 
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Actuellement, l’efficacité de ces thérapies dans les cancers du côlon reste limitée (Brahmer 

et al., 2012 ; Topalian et al., 2012). Cependant, des résultats non publiés ont pu montrer 

l’importance de combiner les chimiothérapies immunogènes à des inhibiteurs de point de 

contrôle immunitaire afin d’obtenir une immunité anti-tumorale à long terme ainsi que 

l’éradication de la tumeur, cet effet étant absent lors de l’utilisation d’une chimiothérapie 

non immunogène. De plus, une étude clinique de phase II a récemment pu montrer une 

réponse objective au pembrolizumab (Ac anti-PD-1) combiné à un anticorps anti-PD-1 

lorsque les patients présentaient des défauts de réparation (Le et al., 2015). En effet, la 

réponse à ces inhibiteurs de « checks points » immunitaires semble d’autant meilleure que 

le taux de mutations et de néoantigènes formés sont importants. Le GTN par sa capacité à 

induire la désamination des bases puriques et pyrimidines pourrait donc favoriser ce type de 

traitement. Il serait donc intéressant d’utiliser un « immune checkpoint inhibiteur » tel qu’un 

anticorps anti-PD-1 qui permettrait de réactiver le système immunitaire et ainsi de lutter 

plus efficacement contre les cellules tumorales qui n’ont pas ou peu répondu au traitement 

dans le but d’obtenir un effet anti-tumoral optimal. 

La totalité des résultats précliniques obtenus au cours de ces travaux servent de pierre 

angulaire à la mise en place d’un essai clinique au Centre anti-cancéreux Georges François 

Leclerc (CGFL). En collaboration avec le Dr Nicolas Isambert (Oncologue au CGFL) nous 

mettons en place un essai clinique de phase I/II chez des patients porteurs de cancer du 

côlon métastatique et traités par des chimiothérapies à base de FOLFOX, un anticorps anti-

PD-1 et associé à des patchs de Trinitrine (escalade de dose). 

Durant ces trois années de diplôme EPHE, j’ai également eu l’opportunité de travailler en 

collaboration avec une équipe de chimistes (équipe UMR 6302 CNRS, Institut de Chimie 

Moléculaire de Bourgogne (ICMUB)) située à Dijon. Les différents projets portaient sur la 

caractérisation de l’effet cytotoxique, voire anti-tumoral de nouvelles molécules telles que 

des phosphines couplées à une molécule d’or (Coumarine-phosphine) et des phosphoniums. 

L’étude des mécanismes d’action de ces molécules in vitro, sur des lignées cellulaires 

humaines mais également in vivo, chez le modèle de poisson Danio rerio nous a permis de 

publier un article dans Journal of Medicinal Chemistry (Ali et al., 2015). Dans un deuxième 

temps, nous avons développé et caractérisé une sonde « intelligente » à bases de 

coumarine-phosphine, capable de changer de couleur selon l’environnement biologique. 
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Cette étude a également débouché sur une publication dans le journal Journal of Inorganic 

Chemistry (Dondaine et al., 2016). Enfin, nous travaillons actuellement sur d’autres 

molécules chimiques de type « bodipy » couplés à une molécule d’or et étudions leurs effets 

antinflammatoires et anticancéreux in vitro, sur une lignée cellulaire cancéreuse humaine. 
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ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES 

SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE 

 

Etude du rôle d’un donneur de monoxyde d’azote (Glycéryl Trinitrate) dans la 

mort cellulaire immunogène induite par des chimiothérapies (FOX) et/ou 

radiothérapie dans le cancer colique 

 

Lucile DONDAINE 

 

Le cancer colorectal se situe au 3ème rang mondial des cancers les plus fréquents derrière les 

cancers du sein et du poumon. Dans le cas de cancer colorectal métastatique, la première ligne 

thérapeutique repose sur l’utilisation d’une association de chimiothérapies : le FOLFOX (acide 

FOLinique, 5-Fluorouracile et OXaliplatine). Malgré une forte efficacité anti-tumorale de cette 

combinaison, de nombreuses rechutent apparaissent nécessitant l’utilisation de nouvelles 

stratégies basées sur l’association du FOLFOX à d’autres agents anti-cancéreux ou stimulant le 

système immunitaire. Cette étude a eu comme objectif d’étudier l’effet anti-tumoral de 

l’association du FOX (5-Fluorouracile et OXaliplatine) à un donneur de monoxyde d’azote (NO) 

tel que le Glycéryl Trinitrate (GTN) combiné ou non à de la radiothérapie dans le cancer colique.  

En clinique, l’utilisation du GTN, un agent couramment utilisé dans le traitement des angines de 

poitrine, a montré un bénéfice réel chez des patients porteurs de cancer du poumon non à 

petites cellules et traités par chimiothérapies associées ou non à de la radiothérapie. Dans nos 

modèles précliniques de cancer du côlon, nous avons montré que l’association du GTN au FOX 

potentialisait l’effet anti-tumoral de ces chimiothérapies. L’utilisation de modèles murins 

immunodéficients nous a permis de montrer l’importance du système immunitaire dans 

l’activité anti-tumorale de cette combinaison. Nous avons alors recherché par quel mécanisme le 

GTN pouvait induire l’activation du système immunitaire et avons alors montré que le GTN 

induisait l’externalisation de la calréticuline, un des éléments nécessaire à l’induction de la mort 

cellulaire immunogène (ICD). Cette mort immunogène est caractérisée par la libération de 

facteurs immunogènes (HMGB1 et ATP) et par l’externalisation de la calréticuline. Cette ICD 

représente un des mécanismes par lequel la radiothérapie mais également certaines 

chimiothérapies peuvent activer le système immunitaire et ainsi potentialiser l’efficacité de ces 

thérapies. Ainsi et pour la première fois, nous avons montré le rôle primordial du NO dans le 

mécanisme d’externalisation de la calréticuline induit par l’ajout d’un donneur de NO, ou par 

ajout de chimiothérapies pouvant induire la production de NO.  

Tous ces travaux montrent l’importance du NO dans l’efficacité des thérapies conventionnelles 

(chimiothérapies, radiothérapie) et mettent en exergue l’utilisation de GTN en association à des 

thérapies non immunogènes afin de potentialiser leur efficacité anti-tumorale. 

 

Mots-clés : Cancer, colon, monoxyde d'azote, chimiothérapies, radiothérapie, mort cellulaire 

immunogène, calréticuline 


