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Résumé

Le cancer colorectal se forme dans les tissus du cdlon ou du rectum, souvent a partir de
polypes adénomateux qui deviennent malins avec le temps. Il représente une menace majeure
et nécessite de nouvelles approches thérapeutiques, car les traitements classiques, tels que
la chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie, atteignent leurs limites. Cette recherche
explore l'utilisation de la nécrose induite comme méthode novatrice pour générer des
antigénes dérivés des cellules cancéreuses colorectales. Afin d’atteindre cet objectif, des
cellules cancéreuses colorectales ont été traitées selon un protocole de choc thermique,
comprenant six cycles alternés de congélation et de décongélation. La viabilité cellulaire a été
déterminée a l'aide des colorations au bleu Trypan et de May-Grinwald Giemsa. Les résultats
montrent que la nécrose des cellules colorectales a été induite de maniere optimale. Cette
étude propose une méthode innovante pour la production d'antigénes nécrotiques issus de
cellules cancéreuses colorectales, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives pour la
compréhension des mécanismes immunologiques du cancer colorectal et pour I'amélioration

de l'efficacité des thérapies immunologiques.

Mots clés :

Cancer colorectal ; Nécrose ; Antigéne tumoral ; Lysat de cellules tumorales nécrotiques.
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Abstract

Colorectal cancer arises in the tissues of the colon or rectum, often from adenomatous polyps
that become malignant over time. It represents a major threat and requires new therapeutic
approaches, as conventional treatments, such as surgery, chemotherapy and radiotherapy,
are reaching their limits. This research explores the use of induced necrosis as a novel method
to generate antigens derived from colorectal cancer cells. To achieve this objective, colorectal
cancer cells were treated according to a heat shock protocol, including six alternating cycles
of freezing and thawing. Cell viability was determined using Trypan blue and May-Grinwald
Giemsa stains. The results show that necrosis of colorectal cells was optimally induced. This
study proposes an innovative method for the production of necrotic antigens from colorectal
cancer cells, thus opening up new perspectives for understanding the immunological

mechanisms of colorectal cancer and for improving the effectiveness of immunotherapies.

Keywords:

Colorectal cancer; Necrosis; Tumor antigen; Necrotic tumor cell lysate.
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Revue de la littérature

Introduction

Le cancer colorectal est le troisieme cancer le plus fréquent et la troisiéme cause de déceés
par cancer au monde. Ce type de cancer, également connu sous le nom de cancer du cblon
ou du rectum, se développe généralement a partir d'une excroissance appelée polype sur la
paroi interne de l'intestin.Le traitement du cancer colorectal a connu des améliorations au fil
des années grace a des procédures chirurgicales et chimiothérapeutiques avancées. Malgré
ces progres, des défis demeurent, notamment en ce qui concerne l'efficacité et les effets
indésirables (Zhang et al. 2024).

Cependant, les approches visant a moduler I'immunité spécifique aux tumeurs offrent des
perspectives pour un traitement efficace et une guérison durable. Les cellules tumorales
entiéres constituent une approche prometteuse pour 'immunothérapie antitumorale (Seong et
Kim 2022). Néanmoins, il a été prouvé que les cellules tumorales vivantes sont généralement
faiblement immunogénes et peuvent également libérer des cytokines et des molécules
immunosuppressives. Une méthode pour tuer et ainsi améliorer I'immunogénicité des cellules
tumorales entiéres est donc nécessaire. De plus, I'utilisation de lysats de cellules obtenus a
partir de cellules tumorales ayant subi une nécrose, un processus de mort cellulaire
accidentelle associé a la rupture de la membrane cellulaire et provoquant la libération de
composants intracellulaires porteurs de signaux de danger endogénes, peut stimuler une
réponse immunitaire spécifique contre les cellules tumorales. Cela en fait une approche

prometteuse en immunothérapie du cancer (Chouaib et al. 2006).

Dans cette optique, ce projet de mémoire de master a pour objectif de produire des antigénes
tumoraux nécrotiques entiers a partir de cellules de cancer colorectal. Ces antigénes ouvrent
de nouvelles perspectives pour la médecine translationnelle dans le traitement personnalisé
du cancer colorectal. De plus, le lysat de cellules tumorales nécrotiques constitue une source
précieuse d'antigénes tumoraux pour la recherche scientifique, offrant ainsi des opportunités
inédites dans la compréhension des mécanismes cellulaires et dans la lutte contre le cancer

colorectal.
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Chapitre 1. Revue de la littérature
11. Cancer
1.1.1. . Définition

Le cancer est reconnu comme une maladie complexe (Roshani et al. 2016), marquée par une
croissance cellulaire incontrélée (Brown et al. 2023) et une accumulation de perturbations
dans la signalisation et le métabolisme, favorisant ainsi la survie des cellules cancéreuses
(Upadhyay 2021).

1.1.2 caractéristiques de la cellule cancéreuse

Les cellules cancéreuses se multiplient de maniére excessive. Elles sont peu spécialisées et
montrent des altérations dans leurs membranes, leurs protéines cytosquelettiques et leur
morphologie. Ce processus peut se dérouler de maniére progressive, passant lentement des
cellules normales aux tumeurs bénignes, puis aux tumeurs malignes. Au cours des dix
derniéres années, des recherches approfondies ont été menées a ce sujet (Nia, Munn, et Jain
2020).

Les caractéristiques des cellules tumorales sont bien définies par Hanahan et al. :
1.1.2.1. Maintenir la signalisation proliférative :

Le critere déterminant du cancer est la prolifération cellulaire chronique et inappropriée,
résultant de la corruption des réseaux de régulation cellulaire. Ces réseaux orchestrent
normalement la prolifération transitoire des cellules pendant le développement embryonnaire,
la croissance physiologique et l'entretien homéostatique des tissus. Des signaux positifs

(inducteurs) et négatifs (répressifs) régissent la division cellulaire et la prolifération.
1.1.2.2. Echapper aux suppresseurs de croissance :

Les mécanismes de freinage, régulés par des genes suppresseurs de tumeurs (TSG), sont
essentiels pour contréler la prolifération cellulaire. lls agissent comme les pédales
d'accélérateur et de frein d'une voiture, limitant la progression a travers le cycle de croissance
et de division cellulaire. La protéine p53 surveille I'état physiologique de la cellule et active des
inhibiteurs du cycle cellulaire en réponse au stress. L'évasion de ces mécanismes de freinage
est fréquente dans les cancers, soulignant leur réle crucial dans la prévention du

développement tumoral.
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1.1.2.3. Résistance a la mort

La mort cellulaire programmée est essentielle pour le développement normal et la réponse
aux lésions cellulaires. Ce processus doit étre contourné ou atténué par les cellules

cancéreuses pour maintenir leur prolifération et leur malignité.

1.1.2.4. Immortalité replicative

Les téloméres, situés aux extrémités des chromosomes, enregistrent le nombre de
générations cellulaires successives. Lorsque leur longueur diminue, un signal d’alarme est
déclenché, provoquant un arrét du cycle cellulaire ou une apoptose. Les cellules cancéreuses
contournent cette barriere en activant la télomérase ou d’autres mécanismes pour maintenir

leurs téloméres, assurant ainsi leur prolifération continue.

1.1.2.5. Angiogenése

Les tumeurs ont besoin d’un approvisionnement constant en oxygéne, en glucose et en autres
nutriments, ainsi que d’'un moyen d’évacuer les déchets métaboliques. La vascularisation
associée a la tumeur remplit ces fonctions. Lischémie a un effet délétére sur les tissus
normaux, provoquant la mort cellulaire et la dégradation des tissus et des organes. De méme,
la croissance des cellules cancéreuses s’arréte lorsque leur capacité a acquérir des nutriments
sanguins devient insuffisante. L'angiogenése, la formation de nouveaux vaisseaux sanguins,
est couramment activée et bénéfique pour de nombreux types de tumeurs. Les vaisseaux
sanguins associés a la tumeur sont généralement aberrants tant morphologiquement que
fonctionnellement. lls sont tortueux, dilatés et perméables, avec des flux erratiques et des
“zones mortes” sans circulation sanguine détectable. Enfin, certaines tumeurs peuvent coopter
la vascularisation tissulaire normale pour accéder au réseau vasculaire, tandis que d’autres
s’adaptent a des environnements quasi-hypoxiques ou la plupart des cellules cancéreuses

périraient.

1.1.2.6. Activation des métastases de I'invasion

La capacité des cellules cancéreuses a envahir les tissus adjacents et a se propager a d’autres
sites anatomiques est cruciale pour la progression du cancer. L'activation de la transition
épithélio-mésenchymateuse (EMT) et la réponse a I'hypoxie sont des mécanismes clés
impliqués dans l'invasion et la survie des cellules cancéreuses. Cependant, il n’est pas encore
clair si ces capacités sont bénéfiques ou simplement des sous-produits d’autres processus

cellulaires.
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1.1.2.7. Dérégulation du métabolisme cellulaire

Les cellules cancéreuses se distinguent par leur métabolisme particulier, privilégiant la
glycolyse méme en présence d'oxygene (glycolyse aérobie). Ce phénomeéne, appelé effet
Warburg, leur permet de produire rapidement les éléments nécessaires a leur croissance et
division. La glutamine et le lactate jouent également des réles importants dans le métabolisme

des cellules cancéreuses.
1.1.2.8. Echappement a la réponse immunitaire

Cette caractéristique du cancer est la capacité des cellules cancéreuses a échapper a la
destruction immunitaire. Bien que le systéme immunitaire joue un réle important dans la lutte
contre le cancer, les cellules cancéreuses ont développé diverses stratégies pour y échapper,
comme l'expression d'antigénes tolérés par le systéme immunitaire ou la production de

molécules qui suppriment les défenses immunitaires.

IMMORTALITE DE LA CELLULE GRANDE TAILLE

AUTOSUFFISANCE EN SIGNAUX
DE CROISSANCE

NOYAU DE FORME VARIABLE

DEVISION ANARCHIQUE

La cellule cancereuse

V“Rmno"gfl_f_g“m SLUS ARRANGEMENT DESORGANISES

Figure .1 Caractéristiques de la cellule cancéreuse (Created by Wayne W. LaMorte, MD,
PhD, MPH, Boston University School of Public Health)
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1.1.3. Immunosurveillance et immunoéditing

La théorie de 'immunosurveillance a été proposée pour la premiére fois en 1909 par Paul
Ehrlich (David Fumet et Ghiringhelli 2019). Cependant, en raison du manque d'outils et de
connaissances pratiques, elle n'a pas été démontrée expérimentalement a cette époque
(Ribatti 2017). Des années plus tard, cette théorie est revisitée par MacFarlane Burnet et Lewis
Thomas, qui suggeérent que le systéme immunitaire fonctionne comme une sentinelle, capable
de détecter et d'éliminer les cellules néo-transformées responsables des cancers (Burnet
1957).

Des recherches approfondies effectuées sur plusieurs années montrent que, bien que le
systéme immunitaire joue un réle protecteur contre le développement du cancer, il peut
également influencer les caractéristiques des tumeurs naissantes en sélectionnant des
variantes tumorales moins immunogénes. Le concept proposé par Robert Schreiber, nommé
« cancer immunoediting », souligne le role dual du systéme immunitaire. En détruisant les
cellules tumorales sensibles, le systéme immunitaire favorise la sélection positive de variants
mutés qui ont développé une résistance a la lyse ou qui ont perdu I'antigéne tumoral (Dunn et
al. 2002).

Ce processus dynamique est généralement subdivisé en trois étapes : la phase de
suppression, la phase d'équilibre, et enfin la phase d'évasion tumorale, d'ou provient le
concept des "trois E" (Dunn, Old, et Schreiber 2004).

1.1.3 Phases d’élimination

L'élimination désigne le mécanisme par lequel le systéme immunitaire identifie et détruit les
cellules tumorales en formation (Jackson et al. 2023). Pendant ce temps, les macrophages et
les cellules stromales situés sur le site du cancer sécrétent des cytokines inflammatoires. Ces
cytokines attirent et activent d'autres cellules effectrices innées, telles que les cellules NK, les
cellules NKT et les cellules T yd. Ces cellules sont capables de reconnaitre et de détruire les
cellules néoplasiques en utilisant des mécanismes tels que les perforines, le systéme
Fas/FasL, le ligand induisant I'apoptose lié¢ au TNF (TRAIL) et I'lFN-y (Smyth et al. 2000).
L'IFN-y, en étant sécrété, a des effets cytotoxiques et provoque I'apoptose dans les cellules
cancéreuses. Suite a cela, les cellules tumorales nécrosées libérent des antigénes qui
stimulent une réponse immunitaire adaptative. En paralléle, les cellules NK favorisent la
maturation et la migration des cellules dendritiques vers les ganglions lymphatiques locaux.
Ces cellules dendritiques captent les antigénes des cellules tumorales détruites et, une fois
matures, migrent vers les ganglions lymphatiques régionaux ou elles exposent ces antigénes

aux lymphocytes T CD4+ naifs. Cette exposition déclenche une expansion clonale des
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lymphocytes T CD4+ et CD8+ spécifiques a I'antigéne tumoral. Ces lymphocytes T
cytotoxiques spécifiques migrent ensuite vers le site de la tumeur et détruisent les cellules

cancéreuses restantes qui présentent les antigénes tumoraux (Kim, Emi, et Tanabe 2007).
1.1.4. Phases d’équilibre

Un équilibre s’établit entre les tumeurs et le systéme immunitaire, dans lequel les cellules
tumorales et immunitaires se fagconnent mutuellement (Quezada et al. 2011). Les cellules T
adaptatives jouent un réle clé dans le maintien de cet état de dormance (Kyle et al. 2002).
Certaines études ont suggéré un rdle central des cytokines telles que I'lFN-y et le TNF. Il a été
observé qu'en présence d'une interaction coordonnée entre I'lFN-y et le TNF, les lymphocytes
T adaptatifs spécifiques aux antigénes tumoraux peuvent stopper la croissance de tumeurs
pancréatiques induites de maniére expérimentale chez la souris. En revanche, en l'absence
de cette interaction, les mémes lymphocytes T peuvent contribuer a I'angiogenése et faciliter
la carcinogenése a plusieurs niveaux (Muller-Hermelink et al. 2008). |l est possible que cette
étape soit la plus prolongée des trois étapes de 'immunoediting du cancer, pouvant s'étendre

sur plusieurs années (Dunn, Old, et Schreiber 2004).
1.1.5 Phases d’échappement

La phase d'échappement est caractérisée par l'incapacité du systéme immunitaire a éliminer
ou a contréler les cellules cancéreuses, représente un tournant décisif dans le développement
tumoral. Les cellules tumorales développent une résistance a la reconnaissance et a
I'élimination par les cellules immunitaires. Elles peuvent perdre I'expression d'antigénes
tumoraux spécifiques, ce qui les rend invisibles aux lymphocytes T cytotoxiques. De plus, elles
peuvent exprimer des molécules anti-apoptotiques, telles que BCL-2, qui les protégent de la
mort programmée par les cellules immunitaires (Tavakoli et al. 2021). Les tumeurs créent un
microenvironnement qui favorise leur croissance et leur survie en inhibant I'activité des cellules
immunitaires. Cela implique la production de cytokines immunosuppressives, telles que le
TGF-B et I'IL-10, qui bloquent I'activation des lymphocytes T et des cellules NK (Dunn, Old, et
Schreiber 2004). Les cellules tumorales peuvent acquérir une résistance a l'apoptose, par
I'activation de voies de signalisation anti-apoptotiques, telles que la voie STAT3 immunitaires
(Tavakoli et al. 2021). Cela leur permet de survivre aux attaques des cellules immunitaires et
de continuer a proliférer. Les cellules tumorales peuvent également développer des
mécanismes pour échapper a l'attaque des cellules immunitaires, tels que la production de
ligands d'échappement immunitaire, comme PD-L1, qui bloquent I'activation des lymphocytes
T (S. Liu, Sun, et Ren 2023).
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Figure.2 Hypothése de 'immunoédition du cancer (Kalbasi et al. 2013). Selon la théorie
de l'immunoédition, I'équilibre entre le systeme immunitaire et la tumeur oscille entre I'évasion
tumorale (face aux antigénes spécifiques de mutation), I'équilibre et I'élimination. L'évasion
tumorale se produit dans les situations de faible expression antigénique, de cytokines
immunosuppressives, de cellules myéloides suppressives et d'expression de récepteurs de
régulation négative sur les lymphocytes T (qui se lient aux ligands spécifiques de la tumeur).
Pendant la phase d'équilibre, la tumeur et le systtme immunitaire adaptatif coexistent. Dans
ce contexte, le systéme immunitaire crée un environnement qui inhibe la croissance et
maintient les développements tumoraux antigéniques sous contrdle. Lors de I'élimination des

tumeurs, qui a souvent lieu au début du développement tumoral.
1.2 Le cancer colorectale
1.2.1. L’'épidémiologie

Le cancer colorectal est la troisieme tumeur maligne la plus répandue dans le monde. Le
risque de cancer colorectal (CRC) augmente avec l'dge, car la plupart des cas sont
diagnostiqués chez des patients de plus de 50 ans. Ce cancer présente des différences
biologiques dans la pathogenése et les voies moléculaires, reflétant diverses incidences,
apparences et résultats (Pancione et al. 2014 ; Remo et al. 2012). Le taux de survie relative a
cing ans pour ce type de cancer est d’environ 63 %, alors qu’un taux de survie de 89 a 90 %
a été observé chez les patients atteints de tumeurs dépistées a un stade précoce. Cependant,
une baisse drastique des taux de survie est observée chez les patients atteints de cancer
colorectal métastatique, qui survient chez environ 14 a 15 % des patients (Fleming et al. 2012).
Les symptdbmes apparaissent souvent brusquement aux stades avancés Il et IV et
comprennent des génes abdominales, de la diarrhée ou de la constipation, des crampes, une
perte de poids malgré un bon appétit, des saignements colorectaux, une faiblesse musculaire

et de la fatigue.
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1.2.3. La physiopathologie
1.2.3.1 La morphologie du colon

La morphologie du célon révele une structure complexe, anatomiquement connectée a la paroi
abdominale par l'intermédiaire du mésentére et du mésocdlon. Le mésentére, un tissu
conjonctif adipeux, englobe des structures vasculaires et nerveuses, incluant des vaisseaux
sanguins, des nerfs, des ganglions lymphatiques et des vaisseaux lymphatiques, tandis que
le rectum est enveloppé par un mésentere spécifique appelé mésorectum. Les parois colique
et rectale se composent de quatre couches principales : la couche muqueuse, constituée d’'un
épithélium de revétement formant des cryptes de Lieberkiihn, accompagnée du chorion et
d’'une fine couche de tissu musculaire lisse appelée musculaire-muqueuse, ayant pour fonction
principale I'absorption des nutriments et de l'eau ; la couche sous-muqueuse, un tissu
conjonctif vascularisé abritant un réseau nerveux, le plexus nerveux de Meissner, ainsi que
des vaisseaux sanguins et lymphatiques ; la couche musculaire, formée d’'une couche interne
circulaire et d’'une couche externe longitudinale de cellules musculaires lisses, ou se trouvent
les réseaux de nerfs appelés plexus d’Auerbach, responsables de I'innervation autonome du
tractus digestif ; et enfin, la couche séreuse, ou péritoine, qui constitue une enveloppe
adipeuse vascularisée dans le célon, mais est absente dans le moyen et le bas rectum, ou la

couche sous-séreuse ou meésorectum présente des caractéristiques distinctes.
1.2.3.2. Carcinogenése colorectale

La carcinogenése colorectale constitue un processus graduel impliquant plusieurs étapes. Ce
processus reflete des modifications génétiques qui transforment les tissus sains en tissus
malignes. Il se divise en trois phases principales : l'initiation, la promotion et la progression. La
durée de ces phases est variable et généralement prolongée, requérant souvent plusieurs

décennies pour que le processus soit complet (Carethers and Jung 2015).
1.2.3.3. Etapes de la carcinogenése

La carcinogenése se déroule en trois étapes fondamentales : l'initiation, la promotion et la
progression. Lors de l'initiation, des altérations génétiques permanentes se produisent dans
les cellules, souvent en raison d'une exposition a des agents cancérigénes chimiques, des
espéces réactives de l'oxygéne (ROS), des rayonnements ultraviolets ou des mutations
spontanées et héréditaires, rendant ces cellules susceptibles de se transformer en tumeurs
néoplasiques ultérieurement (Pitot 1993). La promotion suit l'initiation et est caractérisée par
la prolifération des cellules initiées, entrainant une croissance anormale qui méne a la
formation d'une néoplasie ou d'une tumeur (Hanahan and Weinberg 2011). La phase de

progression représente I'évolution des cellules tumorales bénignes vers une forme maligne de
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cancer, marquée par une série de modifications génétiques et épigénétiques spécifiques.
Cette phase est associée a une augmentation de I'agressivité de la tumeur, avec une capacité
accrue de métastaser vers d'autres organes ou tissus via le systéme circulatoire ou
lymphatique (Hanahan and Weinberg 2011). Cette séquence dynamique souligne comment
les cellules cancéreuses acquiérent des caractéristiques de malignité au fil du temps, rendant

le cancer plus invasif et potentiellement plus difficile a traiter (Pitot 1993).

promoteur
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Figure.3. Etapes de la carcinogenése : initiation, promotion et progression (Centelles 2012a).
1.2.3.4. Mécanismes Pathogéniques du Cancer Colorectal :
1.2.3.4.1. Mécanismes génétiques de progression tumorale dans le cancer colorectal

Dans des conditions normales, chaque cellule est régulée par des mécanismes complexes de
croissance, d'apoptose, de différenciation et d'interactions intercellulaires, mais des
evénements génétiques et épigénetiques peuvent entrainer I'activation d'oncogénes et la
désactivation de génes suppresseurs de tumeurs, permettant ainsi la transformation maligne
des cellules (Fearnhead, Wilding, and Bodmer 2002). Ces modifications incluent des
mutations ponctuelles, des délétions de génes, linactivation épigénétique par
hyperméthylation des promoteurs, I'amplification génique, et des translocations créant des
protéines oncogénes (Jones and Baylin 2007; Slamon et al. 1987; Deininger and Goldman
2003). L'instabilité génomique, qu'elle soit chromosomique ou des microsatellites, est
caractérisée par des altérations des génes responsables de la réparation des
mésappariements de I'ADN, tels que MLH1, MSH2, MSH6 et MYH, et peut étre héréditaire ou
acquise somatiquement (Markowitz and Bertagnolli 2009). Cette instabilité favorise
I'accumulation de mutations qui conduisent a la progression du cancer colorectal (CCR), avec
80 % des cas diagnostiqués avant 40 ans attribués a des mutations germinales dans les génes

MMR (Kuipers et al. 2015b). La forme la plus courante d'instabilité génétique dans le CCR est

10



Revue de la littérature

l'instabilité chromosomique (CIN), représentant environ 85 % des cas et se manifestant par
des gains ou des pertes chromosomiques ainsi que des réarrangements, ce qui conduit a une
aneuploidie et a I'accumulation de mutations dans des oncogénes clés comme KRAS et B-
Raf, ainsi que dans des génes suppresseurs de tumeurs tels que APC et p53 (Nguyen and
Duong 2018). En paralléle, l'instabilité des microsatellites (MSI), observée dans environ 12 a
15 % des cas sporadiques de CCR, est due a des défaillances dans le systéme de réparation
des mésappariements de I'ADN, entrainant une prolifération de mutations dans les
microsatellites (Sameer 2013). Ces processus épigénétiques, en collaboration avec les

mutations génétiques, sont cruciaux pour le développement du cancer colorectal.
1.2.3.4.2. Instabilité chromosomique

L'instabilité chromosomique (CIN) est la forme la plus fréquente d'instabilité génétique
observée lors des transitions adénome-carcinome dans les cancers colorectaux (CCR),
représentant environ 85 % des cas. Cette instabilité se caractérise par une fréquence élevée
de gains ou de pertes chromosomiques, ainsi que par des variations importantes dans le
caryotype des cellules tumorales. Cette hétérogénéité génétique engendre des conséquences
telles que I'aneuploidie, une anomalie du nombre de chromosomes, ainsi que I'amplification et
le réarrangement des chromosomes. Ces altérations favorisent également la perte
d'hétérozygotie des génes suppresseurs de tumeurs. Les tumeurs associées a la CIN
présentent une accumulation de mutations dans des oncogénes clés comme KRAS et B-Raf,
ainsi que dans des génes suppresseurs de tumeurs tels que APC (adenomatous polyposis

coli) et p53 (Nguyen and Duong 2018).

1.2.3.4.3. Instabilité des microsatellites

L'instabilité microsatellitaire (MSI) se manifeste par divers changements somatiques au niveau
des séquences d'ADN répétitives. Lorsque les génes responsables de la réparation des
mésappariements de I'ADN (génes MMR) sont mutés, ils perdent leur capacité a corriger les
erreurs survenues pendant la réplication de I'ADN. Ceci résulte en une accumulation de
mutations au sein des génes contenant des microsatellites. Cette instabilité est observée dans
environ 12 a 15 % des cas sporadiques de cancer colorectal et conduit au développement de
tumeurs classifié¢es comme de type MSI (microsatellite instability) ou MSS (microsatellite
stable) (Sameer 2013).

1.2.3.4.4. Méthylation de I'ADN

Les modifications épigénétiques, telles que les altérations dans les mécanismes de régulation
de l'expression génique, jouent également un réle crucial dans le développement du cancer

colorectal. L'une des modifications épigénétiques prédominantes est la méthylation de I'ADN,
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qui peut inhiber la transcription et altérer la structure de la chromatine. Cette modification peut
se manifester de deux maniéres principales : I'hyperméthylation des ilots CpG, souvent
localisés dans les régions promotrices et entrainant la répression des génes suppresseurs de
tumeurs, ou I'nypométhylation des séquences répétitives dans le génome, ce qui peut conduire
a l'activation d'oncogénes. Ces processus épigénétiques semblent collaborer avec les

mutations génétiques dans la progression des cancers colorectaux (Kuipers et al. 2015a).
1.2.3.4.5. Différentes voies de signalisation altérées dans le cancer colorectal

La progression et I'évolution du cancer colorectal (CCR) se manifestent a travers une
séquence d'événements soigneusement orchestrés, tant spatialement que temporellement.
Les voies de signalisation impliquées dans la transformation cancéreuse de la muqueuse
rectocolique comprennent : la voie Wnt/APC/B-caténine, la voie TGF-B, la voie
RAS/RAF/MAPK, la voie PIBK/AKT/mTOR, et la voie p53 (Olivier et al. 2011).

La voie Wnt, également connue sous le nom de type Wingless, intervient dans divers
processus durant le développement embryonnaire et le maintien de I'équilibre tissulaire,
incluant la prolifération cellulaire, la différenciation et le renouvellement autonome des cellules
souches (Cheng et al. 2019). Ces voies sont subdivisées en voie canonique dépendante de la
B-caténine et voie non canonique indépendante de la B-caténine (Koveitypour et al. 2019a).
Les deux voies sont impliquées dans le développement du cancer, mais la voie canonique est

le plus souvent reconnue pour ses implications dans le CCR.

La voie canonique Wnt/B-caténine régule la disponibilité de la B-caténine, essentielle au
contrOle de I'expression des genes critiques au développement. La 3-caténine fonctionne a la

fois comme un transducteur de signal et un régulateur transcriptionnel (Cheng et al. 2019).

La signalisation Wnt est impliquée dans environ 80 % des carcinomes colorectaux (CCR) des
types CIN et instabilité des microsatellites (MSI). Pour les CCR de type CIN, cela concerne
généralement une inactivation biallélique du géne Adenomatous polyposis coli (APC), tandis
que dans le cas des CCR de type MSI, cela est d0 a des mutations activant le géne de la 3-

caténine (Laurent-Puig, Agostini, et Maley).
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Figure.4. Voie canonique Wnt-B-caténine (Centelles 2012b). L'absence de signal Wnt, le
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complexe de destruction phosphoryle la B-caténine et la marque avec l'ubiquitine, qui
provoque sa dégradation par le protéasome. Cependant, en présence d'un signal Wnt, la
protéine Dsh est recrutée et inhibe I'Axin 2 et la GSK-3 (Glycogéne synthase kinase-3p). Par
conséquent, la B-caténine n'est pas phosphorylée et n'est donc pas dégradée. Elle peut alors

migrer vers le noyau et activer les génes de transcription.

La voie de signalisation du facteur de transformation de croissance 3 (TGF-B) joue un réle clé
dans divers processus cellulaires, y compris la prolifération, la différenciation, la migration,
I'apoptose et I'adhésion cellulaire. La signalisation de TGF-B est déclenchée lorsque les
ligands de TGF-B se lient aux récepteurs de type 2 de TGF-B (TGFBR2) (Tzavlaki et
Moustakas 2020). Cette voie est impliquée dans 20 a 30 % des cas de CCR de type CIN, avec
des mutations entrainant l'inactivation des génes SMAD2 et SMAD4 dans 60 a 80 % des cas
de CCR de type MSI, caractérisés par une inactivation du géne TGFBR2 (perte homozygote)
(Laurent-Puig, Agostini, et Maley 2010).

Les protéines HRAS, KRAS et NRAS, reconnues comme les premiers membres d'une famille
comprenant au moins 35 protéines humaines similaires, appartiennent a la vaste superfamille
RAS, impliquée dans la transduction de signaux via I'hydrolyse du GTP (guanosine
triphosphate) (Colicelli 2004). Elles régulent la prolifération, la survie, la différenciation, la
migration cellulaire et 'angiogenése. Les mutations du géne RAS sont présentes dans environ
50 a 60 % des cas de carcinome colorectal (CCR). Plus spécifiquement, le géne KRAS est
affecté dans 40 a 50 % de ces cas, alors que le géne NRAS présente des mutations dans 5 a

8 % des cas. Ces mutations conduisent a une forme active persistante de la protéine RAS.
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Des études indiquent que la voie PI3K est impliquée dans le début et le développement du
cancer colorectal (CCR). Des mutations dans le géne PIK3CA, qui code pour la sous-unité
catalytique de la PI3K, sont observées chez 12 a 15 % des cas de CCR. Ces mutations sont
liées a une activation anormale de la voie PISK/AKT (Koveitypour et al. 2019a). Les altérations
somatiques qui inactivent PTEN (Phosphatase and TENsin homolog deleted), telles que les
mutations, la perte allélique ou I'hyperméthylation, sont présentes dans environ 15 a 30 % des
cancers colorectaux. Ces altérations sont réparties équitablement entre les tumeurs de type
CIN et MSI. En ce qui concerne les mutations de PTEN spécifiquement, elles sont présentes

dans 18 % des tumeurs MSI, comparativement a seulement 2 % des tumeurs de type MSS.

Il a été observé que des concentrations accrues de VEGF se manifestent tant dans les phases
initiales que dans les phases avancées du cancer colorectal (CCR). La dynamique
d'interaction entre le VEGF et son récepteur VEGFR est influencée par plusieurs facteurs, dont
les mutations de K-RAS, les altérations de p53, 'activité de la Cyclooxygénase 2 (Cox2) et les
conditions d'hypoxie. Ces interactions contribuent significativement a la prolifération et a la

migration des cellules dans le contexte du CCR (Ahmad et al. 2021).

1.3.1. Classification des antigénes

Les antigénes, qui sont des protéines présentes a la surface de chaque cellule, proviennent
de I'expression normale de I'ADN dans les cellules saines. Ces antigénes ne sont pas
immunogeénes, c'est-a-dire qu’ils ne stimulent pas le systéme immunitaire. Par contre, les
antigénes qui proviennent de 'ADN étranger de virus et de bactéries, ainsi que de ’ADN muté,
sont capables de provoquer des réponses cytotoxiques des lymphocytes T contre ces

antigénes (Lurquin et al. 1989).

Dans le contexte du cancer, les génes provenant de segments dADN mutés peuvent
s’exprimer et produire des protéines altérées. Ces protéines sont ensuite présentées comme
des antigeénes a la surface des cellules tumorales. Ces antigénes ont la capacité de déclencher
la reconnaissance par les lymphocytes T, entrainant ainsi une réponse anticancéreuse. En
1992, un antigéne spécifiquement reconnu par un lymphocyte T cytotoxique autologue a été
identifié dans des lignées cellulaires de mélanome humain (Traversari et al. 1992).
L'avancement rapide de la recherche sur la détection des antigénes cancéreux a été marqué
par la découverte subséquente d’antigénes immunogénes exprimés dans des cas de

mélanome humain et de cancer du sein (Van Den Eynde et al. 1995; Huang et al. 1999).

Dans le domaine de I'immunothérapie, I'effort pour identifier les antigénes immunogénes est
d’'une importance cruciale. Jusqu’a présent, deux grandes catégories d’antigénes cancéreux

ont été définies : les antigénes associés a la tumeur (TAA) et les antigénes spécifiques a la
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tumeur (TSA). Leur classification est basée sur leur localisation tissulaire, leur capacité a
provoquer une réponse immunitaire contre la tumeur, et la constance de leur production dans

la tumeur par rapport aux cellules saines (Nathalie Vigneron 2015b).

1.3.2. Antigénes associés aux tumeurs

Les antigénes associés aux tumeurs (TAA) sont des glycoprotéines ou des protéines produites
par les cellules tumorales (Zhang, Looi, et Tan 2009). Bien que présents également dans les
cellules normales, les TAA deviennent immunogénes en raison de leur expression accrue dans
les cellules tumorales (Chen et al. 1997b). Les TAA ne sont pas exclusifs aux tumeurs; ils
peuvent également étre exprimés dans les cellules saines. Classifiés comme antigénes
partagés, ils sont communs a différents types de tumeurs (Zilberberg, Feinman, et Korngold
2015). Les TAA montrent une grande variabilité en termes d’immunogénicité et peuvent subir
des modifications pour échapper a la détection immunitaire. De plus, leurs profils d’expression

varient entre les types de tumeurs et entre les individus (Escors 2014).

Les antigénes associés aux tumeurs (TAA) peuvent étre classés selon leur mode d'expression
dans les tissus normaux. Le premier groupe comprend les antigénes surexprimés (Babcock
et al. 1998; Kessler et al. 2001). Ces antigénes sont issus de I'expression de génes normaux
présents dans divers tissus sains, mais leur production est amplifiée dans certaines formes de
cancer (Fisk et al. 1995). Les niveaux d'expression de ces antigénes sont plus élevés dans les
cellules tumorales par rapport aux cellules normales. En tant que classe la moins spécifique
de TAA, ils présentent le risque le plus élevé de toxicités hors cible dans les essais de thérapie
cellulaire adoptive (ACT) (L'immunotherapie). En plus des lymphocytes T conventionnels, les
antigénes surexprimés dans les tumeurs ont également été ciblés par les cellules CAR-T
(Lamers et al. 2013).

Le deuxiéme groupe comprend les antigénes de différenciation, spécifiques a une lignée
cellulaire donnée. Par exemple, les antigénes de différenciation des mélanocytes sont
exprimés par la majorité des tumeurs de mélanome (Coulie et al. 1994; Kawakami et al. 1994).
La classification des antigenes cancéreux repose souvent sur leur unicité. Concernant les
molécules HLA, elles peuvent étre divisées en deux classes : classe | et classe Il d'antigénes

restreints au HLA.

Globalement, les TAA partagés se répartissent en deux groupes : les antigénes de
différenciation (comme Gp100, Melan-A/Mart-1, tyrosinase, PSA, CEA et Mammaglobin-A) et
les antigénes surexprimés (comme p53, survivin, HER2/neu) (Buonaguro et al. 2011a).
D'autres exemples de TAA partagés incluent hTERT, [Iantigene du mélanome

préférentiellement exprimé (PRAME), la protéinase 3 (Hernandez et al. 2002; Cazzato et al.

15



Revue de la littérature

2022), le facteur de transcription codé par le géne tumoral de Wilms-1 (WT1), et la mucine-1
(Oka et al. 2008; Apostolopoulos and McKenzie 2017).

Dans le domaine de l'immunothérapie du cancer, ces TAA partagés ont suscité beaucoup
d'intérét. PRAME, par exemple, est un TAA possédant au moins quatre épitopes restreints a
HLA-A0201 reconnus par les lymphocytes T cytotoxiques (CTLs). Cet antigéne est
principalement trouvé dans les cancers de type leucémie aigué (Kessler et al. 2001; Rezvani
et al. 2009).

1.3.3. Antigénes tumoraux spécifiques et les neoantigénes

Les antigénes spécifiques de tumeur (TSA) sont des protéines ou des molécules qui sont
exclusivement exprimées a la surface des cellules cancéreuses et qui peuvent susciter une
réponse immunitaire ciblant spécifiquement les cellules tumorales. Contrairement aux
antigénes partagés qui peuvent étre présents sur plusieurs types de tumeurs, les TSA uniques
sont spécifiques a une tumeur donnée et peuvent ne pas étre exprimés par d'autres tumeurs
du méme type (Parmiani et al. 2007). Ces antigénes résultent généralement de mutations
somatiques uniques qui sont présentes uniquement dans les cellules tumorales de l'individu,
et peuvent varier non seulement entre les différentes tumeurs d’'un méme individu mais
également entre différentes zones d’'un méme nodule tumoral (Gilboa 1999 ; Philipps et al.
1985). Lorsque ces antigénes sont des oncoantigénes, jouant un rbéle essentiel dans la
transformation maligne des cellules, ils ne sont pas associés a des mécanismes d’évasion
immunitaire. Les TSA sont considérés comme des cibles potentielles pour le développement

de thérapies immunologiques plus efficaces (Buonaguro et al. 2011b).

Un autre type d'antigéne associé au cancer, connu sous le nom de TSA ou néo-antigéne, est
exclusivement présent a la surface des cellules tumorales et absent des cellules normales
(Wirth et Kiihnel 2017). Ces néo-antigénes peuvent étre exprimés dans la plupart des tissus
tumoraux mais sont absents des tissus sains (Yamamoto, Kishton, et Restifo 2019). La
biosynthése des néo-antigénes commence par la traduction de peptides anormaux dans les
cellules tumorales a partir de régions de I'ADN mutées. Ces peptides anormaux, appelés
produits destructeurs ribosomiques (DRIiPs), sont soumis a une dégradation cytosolique
médiée par des protéines régulatrices, l'ubiquitine (Schubert et al. 2000). L'ubiquitine se lie
aux DRIPs, signalant ainsi au protéasome d'initier le processus de clivage (Michael Lord et al.
2000).

Environ 20 % des cancers sont liés a des agents infectieux, y compris des virus oncogénes,
qui peuvent fournir des cibles antigéniques "non-soi" particulierement efficaces en raison de

l'absence de tolérance immunitaire aux épitopes viraux (Zur Hausen 2009; De Martel et al.
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2020). Ces antigénes viraux peuvent étre mieux reconnus par le systéme immunitaire que les

antigénes associés aux tumeurs (TAA) (De Re et al. 2020).

Généralement, les antigénes tumoraux peuvent découler de I'expression d'antigénes viraux
ou de protéines anormales résultant de mutations somatiques dans les cellules malignes,
c'est-a-dire des néo-antigénes. Les mutations conductrices, qui favorisent la progression des
tumeurs, ainsi que les mutations passageéres, produits de l'instabilité génétique, peuvent
conduire a I'expression des TSA (Gubin et al. 2015). Il est peu probable que l'immunotolérance
se produise envers les antigénes issus de mutations (Heemskerk, Kvistborg, et Schumacher
2012).

1.4. Nécrose, une mort cellulaire possédant ses propres caractéristiques

1.4.1. Nécrose

La nécrose est généralement le résultat d'un traumatisme cellulaire sévere, tel qu'une
ischémie, ou peut survenir a la suite de dommages physiques ou chimiques. Ce phénoméne
se caractérise par des modifications dans le protoplasme cellulaire, telles qu'une augmentation
du volume de la cellule, suivies de sa mort et de la dégradation de son ADN par des enzymes
lysosomales libérées (Jan and Chaudhry 2019b). Le terme "nécrose™ est couramment utilisé
pour décrire une forme de mort cellulaire non programmée et accidentelle. Cependant, un
aspect souvent négligé dans les études sur la mort cellulaire est la distinction entre les
mécanismes biochimiques et structurels qui se manifestent au sein d'une cellule en cours de
mort et I'état final de cette mort. En pathologie, le terme "nécrose" se référe a I'observation
des tissus ou cellules aprés leur mort, englobant toutes les modifications subies par les cellules
post-mortem, indépendamment des processus ayant conduit a leur décés (Levin 1998; Majno
and Joris 1995; Levin et al. 1999). Ainsi, la nécrose englobe les changements morphologiques
observés aprés la mort de la cellule et son interaction avec I'environnement environnant
(Schwartz and Bennett 1995).

1.4.1.1. Caractéristiques de la nécrose

Dans le processus de nécrose, plusieurs changements cellulaires se produisent. Tout d'abord,
les cellules subissent un gonflement, entrainant une expansion de leur volume. Les organites
intracellulaires, comme les mitochondries et les lysosomes, augmentent également de volume.
En paralléle, il y a une augmentation de la perméabilité de la membrane cellulaire, ce qui peut
entrainer le déversement des composants cellulaires dans l'environnement extérieur. Ce
déversement provoque une réponse inflammatoire intense, due a I'émission de ces

composants intracellulaires (Jan and Chaudhry 2019b).
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1.4.1.2. Réponse immunitaire déclenché par la nécrose

Le déversement du contenu des cellules nécrotiques dans les tissus environnants active des
voies de signalisation inflammatoire. Selon les signaux moléculaires émis par les cellules
nécrotiques, différents types de cellules immunitaires, tels que les neutrophiles, les
macrophages et les cellules dendritiques, participent a la réponse immunitaire (Barker et al.
2002). Les cellules nécrotiques, en rupture de leur membrane, ne sont phagocytées qu'aprés
ce processus. Ce phénoméne nécessite la formation de nombreux replis orientés vers les
débris nécrotiques, un processus facilit¢ par la macropinocytose (Krysko et al. 2006).
Contrairement a l'apoptose, qui est généralement silencieuse sur le plan immunologique et
inflammatoire, la nécrose peut induire des réponses pro-inflammatoires et
immunostimulatrices (Proskuryakov et al. 2003 ; Cvetanovic et Ucker 2004). Les composants
intracellulaires exposés ou libérés durant la nécrose peuvent servir de sources d'auto-
antigénes, qui peuvent étre traités et présentés par les cellules présentatrices d'antigénes,

initiant ainsi une réaction auto-immune (Casiano et al. 1998).

La libération des contenus cellulaires nécrotiques dans les tissus adjacents déclenche des
voies de signalisation inflammatoires. En fonction des signaux moléculaires émis par les
cellules nécrotiques, divers types de cellules immunitaires (neutrophiles, macrophages,
cellules dendritiques) sont impliqués dans la réponse immunitaire (Barker et al. 2002). En
contraste, les cellules apoptotiques favorisent la production de cytokines anti-inflammatoires
par les cellules présentatrices d'antigénes, ce qui supprime les réponses Th1 (Barker et al.
1999). Les cellules dendritiques immatures peuvent phagocyter efficacement une variété de
cellules tumorales apoptotiques et nécrotiques, mais seules les cellules nécrotiques induisent
une maturation et une présentation optimale des antigénes tumoraux (Barker et al. 1999 ;
Basu et al. 2000). Les protéines Hsp70, Hsp90, gp96, et la calréticuline, libérées
spécifiquement par les cellules nécrotiques, activent les cellules présentatrices d'antigénes, y
compris les cellules dendritiques (DCs) (Basu et al. 2000). L'ARN messager libéré par les
cellules nécrotiques agit comme un puissant activateur du TLR3, entrainant l'activation de NF-
KB ainsi que I'expression de TNFa, IRF-1 et IRAK-M dans les DCs (Kariko et al. 2004). Cette
cascade d'événements conduit a I'activation des DCs et a la sécrétion d'IFNa. Cependant, il
reste débattu si I'activation des macrophages par les sighaux de danger issus des débris
nécrotiques est suffisante pour induire une production de cytokines pro-inflammatoires
(Casiano et al. 1998 ; Brouckaert et al. 2004). En revanche, les cellules nécrotiques peuvent
renforcer la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par des macrophages déja activés de
maniére indépendante. De plus, il est possible que la libération active de cytokines pro-
inflammatoires par les cellules nécrotiques, induite par I'activation de NF-kB et des MAPKs,

soit essentielle pour une réponse inflammatoire appropriée (Vanden Berghe et al. 2006).
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