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RESUME

La vitamine D (VitD) est une hormone liposolublé,cuutre son implication dans le métabolisme
0sseux, joue un role important dans la modulatemadéponse immunitaire et la surveillance anti-
tumorale. De fait, il existe de plus en plus derdems reliant le déficit en VitD et des problemes de
santé comme l'auto-immunité ou la sensibilité aecawx infections. Le cancer du sein, le plus
frequent chez la femme, est associé a plusieutsuiac de risque parmi lesquels le surpoids,
notamment apres la ménopause, et l'insuffisanagtidigé physique. Plusieurs études de cohorte ont
établi une relation, encore controversée, entrsdgie de cancer du sein et le déficit en VitD.

Dans ce contexte, I'objectif de la thése étaitéfnd I'impact de la VitD sur les capacités deaépe

des cellules immunocompétentes en lien avec la@mation de cellules tumorales mammaires dans
des modeles expérimentaex vivo,in vitro et in viva

Ex vivg nous avons mis en évidence I'expression a I'btdal du VDR et des enzymes du
meétabolisme de la VitDQYP27Blet CYP24A) dans les PBMC (cellules mononucléées du sang) de
donneurs sains. L'expression de ces marqueurseasnfiuencée par la 25-OH VitD (25D) ou par
des agents mimétiques bactérien (LPS) ou viral (PI@ndis que I'expression intracellulaire de la
cathélicidine, peptide antimicrobien, est induige |a 25D sans et avec stimulation par LPS ou PIC,
sa production extracellulaire est induite par 1B 2Biquement en présence de ces stimulants.

In vitro, nous avons établi que les cellules murines, nphagiques IC-21 et cancéreuses mammaires
EO771, expriment les ARNm et les protéines de VDR27bl et Cyp24al. Ces expressions sont
modulées de facon inverse par la 25D et la 1,25{DK{),25D) dans les 2 lignées. La 1,25D a un
effet antiprolifératif sur les EO771, a l'inverse th 25D. La co-culture des EO771 et des IC-21
supprime l'effet antiprolifératif de la 1,25D etlpdse les IC-21 en type M2 anti-inflammatoire.
L’expression génique de la cathélicidine dans I@3EL et les IC-21 n’est pas influencée ni par la
1,25D ni par la 25D alors que son expression pgyagest stimulée par la 25D.

In vivo, nous avons évalué I'impact d’'une supplémentatioNitD (D) associée ou non a une activité
physique imposée modéréee (Ex) sur le développedesrtumeurs mammaires EO771 chez les souris
C57BL/6 ovariectomisées, sous régime obésogenedHi8bergées en environnement enrichi. Nous
avons observeé des effets synergiques entre ladfifEx dans 'amélioration des capacités physiques
des animaux et la limitation du surpoids, mais augupact sur la croissance tumorale. Pris
isolément, 'Ex a amélioré la vigilance immunitagela supplémentation en VitD a favorisé un
environnement immunitaire tolérogene.

En conclusion, les modeles cellulaires étudiés ndpnt a la signalisation de la VitD. La VitD
favorise I'immunité innée en stimulaintvitro la sécrétion de la cathélicidine humaine et muiiae
1,25D a des effets antiprolifératifs contre leslutes EO771 qui favorisent un environnement
immunosuppresseur. La supplémentation en WitDivo n'a pas d'effet sur la croissance tumorale,
peut-étre en raison d’'un équilibre entre son effaiptotique direct sur les EO771 et son effet pro-
tumoral immunosuppresseur. L'intervention combidéda supplémentation en VitD et de I'exercice
physique imposé favorisent un environnement imnaineit tolérogene, sans incidence sur la
croissance tumorale mammaire.

Mots clés : Calcitriol — Immunité — Cancer mammair@bésité — Activité physique



ABSTRACT

Vitamin D (VitD) is a steroid hormone, which, indition to its involvement in bone metabolism,
plays an important role in the modulation of immuegponse and anti-tumor surveillance. There is
a growing evidence linking VitD deficiency and hegbroblems such as autoimmunity or increased
sensitivity to infections. Breast cancer, the nemhmon in women, is associated with several risk
factors including overweight, especially after mgaase, and insufficient physical activity. Several
cohort studies established a relationship, stiliteaversial, between the risk of breast cancer and
VitD deficiency.

In this context, the objective of the thesis waddtine the impact of VitD on the response capegiti
of immunocompetent cells in link with the proliféca of mammary cancegells in experimental
modelsex vivq in vitro andin vivo.

Ex vivg we demonstrated the basal expression of VDR atid Metabolism enzymes (CYP27B1
and CYP24A1) in PBMCs (blood mononuclear cellsjrfroealthy donors. The expression of these
markers is little influenced by 25-OH VitD (25D) loy bacterial (LPS) or viral (PIC) mimetic agents.
While intracellular expression of the antimicrolp@lptide, cathelicidin, is induced by 25D with and
without stimulation by LPS or PIC, its extracellupgoduction is induced by 25D only in the presence
of these stimulants.

In vitro, we have established that the mammary cancer E@7d Inacrophage IC-21 murine lines
express the mMRNAs and proteins of VDR, Cyp27b1@ypuRk4al. These expressions are modulated
inversely by 25D and 1,25 (OfD) (1,25D) in the two lines. 1,25D has an antipesttive effect on
EO771, unlike 25D. Co-culture of EO771 and IC-2fhmesses the antiproliferative effect of 1.25D
and polarizes IC-21 into the anti-inflammatory Mpeé. Cathelicidin gene expression in EO771 and
IC-21 is not influenced by either 1.25D or 25D wehitls protein expression is stimulated by 25D.

In vivo, we evaluated the impact of VitD supplenagian associated or not with a moderate imposed
physical activity (Ex) on the development of EOf@@mmary tumors in ovariectomized C57BL/6
mice, under high fat diet (HF) and hosted in ergttlenvironment. We observed synergistic effects
between VitD and Ex in improving the physical capes of animals and limiting overweight, but
no impact on tumor growth. Taken individually, Empgroved immune vigilance and VitD
supplementation promoted a tolerogenic immune enwient.

In conclusion, the cell models studied respondit® gignaling. VitD promotes innate immunity by
stimulating the secretion of human and murine dalden in vitro. 1,25D has antiproliferative effects
against EO771 cells, which promote an immunosugpresnvironment. VitD supplementation
vivo has no effect on tumor growth, possibly due te@uilibrium between its direct apoptotic effect
on EO771 and its immunosuppressive pro-tumor effétte combined intervention of VitD
supplementation and imposed physical exercise psr@tolerogenic immune environment without
affecting mammary tumor growth.

Keywords: Calcitriol - Immunity - Breast cancer b&3ity - Physical activity
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INTRODUCTION

La vitamine D (VitD) est une hormone de type stéedijui agit au niveau cellulaire en se liant a un
récepteur spécifique de la VitD (VDR). Outre sole i@entral dans le maintien du capital osseux, elle
suscite depuis plusieurs années un intérét gramdigour ses capacités régulatrices dans plusieurs
grands systéemes physiologigues dont le systeme imtaine.

Les actions immunomodulatrices de la VitD sont emsdepuis plus d'un quart de siecle, mais ce
n'est que récemment que leur importance en santéiha est devenue évidente. La VitD, de par son
réle régulateur dans la différenciation et la nplication cellulaire, peut moduler les réponses
immunitaires innées et adaptatives. De fait, isexde plus en plus de données reliant le déficit e
VitD et des problemes de santé comme l'auto-imnéumit la sensibilité accrue aux infections.

Le cancer de la glande mammaire est au niveau raldedilus fréquent chez la femme, avec pour la
France une incidence parmi les plus élevées d'Eurape femme sur huit a dix développe un cancer
du sein au cours de sa vie. Plusieurs facteurssdaer de cancer du sein ont été identifiés parmi
lesquels le surpoids, notamment apres la ménopaubmsuffisance d’activité physique. Plusieurs
études de cohorte ont établi une relation, enconér@versée, entre le risque de cancer du sem et |

taux circulant de VitD, suggérant que le déficitvétD est un facteur d’aggravation.

Puisque que les cellules immunitaires et les @dltdmorales mammaires sont des cibles privilégiées
de la VitD, nous avons émis I'hypothese que la \figut moduler la réponse immunitaire en lien
avec la prolifération tumorale. Pour cela, nousnavaéveloppé des approches de recherche
complémentaires :

- ex vivoet in vitro, a partir de cellules immunocompétentes humainesesiret de cellules
d’adénocarcinome mammaire murin, afin d’évaluenpact de la VitD sur ces cellules et sur le
dialogue intercellulaire ;

- in vivo,a partir d’'un modéle de cancer mammaire syngérimoainocompétent chez la souris agée
ovariectomisée, sous régime obésogeéne en envirameenmrichi, afin d’évaluer I'impact de la
supplémentation en VitD et de l'activité physiquepbsée sur la croissance tumorale et la réponse

immunitaire.

Ce mémoire de thése présente en trois partieehalle des travaux réalisés pour répondre au projet
de recherche.
La premiére partieest une synthése bibliographique divisée en 3itkap

Le premier aborde I'historique et les caractagists de la VitD, son métabolisme, ses modes
d’action cellulaire, son exploration, ses effetyglogiques et son implication dans différentes

pathologies.



Le deuxieme chapitre décrit le systeme immunitairelétaillant les effecteurs des réponses
innée et adaptative, la vigilance anti-tumoraldietpact de la VitD, de I'obésité et de l'activité
physique sur la surveillance anti-tumorale.

Le troisieme chapitre traite le cancer mammair@r&sentant differents modeles de cancer
murin dont celui utilisé dans notre projet et d&at I'impact de la VitD, de I'obésité et de I'agté
physique sur le développement tumoral mammaire.

Découlant de ces données de la littérature, lescttg de notre recherche sont présentés en trois
approches complémentaires.

La deuxieme partidlu manuscrit présente I'ensemble du travail expéntal réalisé sous la forme
de trois articles scientifiques, un publié (accdpt&9 octobre 2020 dans I'« European Journal of
Nutrition »), un soumis Journal of Physiology and Biochemistrg} le troisieme en cours de
finalisation...

Ces travaux ont également été présentés en congtésationaux sous forme de deux
communications affichées (Congreés virtuel ESPENR28eptembre (Lyon) ; Journées Francophones
de Nutrition 25-27 novembre)

La troisieme partiedu manuscrit consiste en une discussion génémlé&ensemble des résultats

recueillis au cours de cette thése et se termine conclusion dégageant des perspectives et de

nouvelles interrogations de recherche.

Ces travaux de these s’inscrivent pleinement demthEmatiques scientifiques de I'équipe ECREIN,
UMR 1019 INRA — UCA, focalisées sur la modulatiamnitionnelle de la réponse immunitaire et
inflammatoire associée aux pathologies chroniguesnee le cancer et sur I'étude des interactions

entre les cellules et leur micro-environnement.
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Figure 1. Structure chimique des différentes forme de la VitD
(I) ergocalciférol (VitD2) et (Il) cholécalciféerqVitD3). La chaine latérale de la VitD2 differe de

celle de la VitD3 par la présence d'une doublsdiaientre les carbones 22 et 23 et un groupe méthyl
sur le carbone 24Dutau et al. 2012)

Tableau 1. Teneurs des aliments naturellement riclseou enrichisen VitD (d’apres
Souberbielle et al. 2013)

UANTITE
SOURCE SO (eEEpl\;]EoLiJRUI)
(engouml)
VITAMINE D2 C:c‘;"lgﬁ'g?]‘i’i?askzescg‘cehsédu 100 g 20-25.g (800-1000 UI)
Huile de foie de morue 100 mL 500 mg (20 000 UI)
Saumon, hareng, 100 g 15-25 mg (600-1000 UI)
thon sauvage
Saumon d’élevage 100 g 7-10 mg (280-400 UI)
Sardines a I'huile 100 g 7,5 mg (300 UI)
Huitres 100 g 10 mg (400 UI)
VITAMINE D3 Truite 100 g 5 mg (200 UI)
Jaune d’oceuf 100 g 2-3 mg (80-120 UI)
Sole 100 g 2 mg (80 UI)
Brochet 100 g 2 mg (80 UI)
Foie de veau 100 g 0,5 mg (20 UI)
e';]ﬁ'éﬁ?se:r?\‘ji;enﬁﬁéeg 100 g ou 100 mll 1,25 mg (50 UI)




|  VITAMINE D

Au XXI¢mesiécle, le déficit en vitamine D (VitD) est un pl@dme mondial touchant 1 milliard de
personnes. Une carence sévere en VitD provoguédimslacie chez l'adulte, le rachitisme chez
I'enfant ou l'ostéoporose qui peut conduire a dastires osseuses chez l'adulte, en raison de
I'absorption réduite du calciuflolick 2017)

Un regain d'intérét scientifique et médical pou¥ith s’est développé puisque des études récentes
ont établi que le déficit en VitD est un facteur rijue de nombreuses pathologies telles que le
diabéte de types 1 et 2, les maladies cardiovasesild’ obésite, les maladies inflammatoires de
I'intestin, certaines maladies neurologiques d@bg®s cancers comme le cancer du célon, du sein, de
la prostate et de I'ovairg’inkas et al. 2017; Jeon and Shin 2018; Véamiikolasevi, and Mili¢
2019)

Dans cette partie, nous détaillerons I'historiges,sources, le métabolisme ainsi que les méthodes
de dosage de la VitD. Nous aborderons ensuitedaséguences d’'un déficit en VitD, les effets
génomiques et non génomiques de la VitD, ainsi spue implication dans différents processus
physiologiques telles que la physiologie minéraleytanée, glycémique, neuronale et

cardiovasculaire.

I.1 Historique de la VitD

Le déficit en VitD était défini, autrefois, par lesignes cliniques du rachitisme.
Le rachitisme, maladie infantile due a un développet squelettique altéré, se caractérise par la
distorsion des os, la formation de nodules ossdupae la fermeture retardée des fontanelles
(O’Riordan 2006) C’est en Angleterre, en 1634, que le terme deitiame (terme dérivé de I'ancien
anglais « wricken », « se plier » en francais)répertori¢ comme cause de décés dans le "Bill of
Mortality" de Londres. En Europe, le rachitismet e&nommé la « maladie anglaise »
puisqu’endémique dans les grandes villes britaresigula fin du 18" siécle(O'Riordan 2006)

C’est au début du $9¢siécle qu'il a été constaté en Europe que I'hdéldoie de morue pouvait
guérir le rachitisméRajakumar 2003et qu’il existait une relation entre le rachitisetde manque

de lumiere solaire. Ainsi, en 1822 il a été remarque le rachitisme est plus fréquent chez lesyenfa
habitant dans la ville de Varsovie que chez ceuantia la campagne, et que la moindre exposition
au soleil en est la raison sous-jacehielick 1994) Dés 1878 au Pays de Galles, les enfants atteints
de rachitisme sont exposés au soleil sur les balc®s hopitaux. Il est également noté que la
prévalence du rachitisme est plus élevée dansolesszde latitude tempérée ou de forte pollution
atmosphériqué-olick 1994) Apres la Premiere Guerre mondiale, une étudesésatilans un hépital

de Vienne a comparé chez des enfants atteintsctigisane différents traitements: lampe a rayons

3



https://www.anses.fr/fr/content/vitamine-d

Tableau 2. Apports nutritionnels recommandésANSES 2019, consulte le 18/12/2020)

TRANCHE D’'AGE

ANC (pg/jour)

ANC (Ul/jour)

Enfants (1 a 3 ans) 10 400
4a19ans 5 200
Adultes 5 200
Personnes agées 10a15 400 a 600
Femmes enceintes et
allaitantes 10 400

7 290-315 nm
g H
Provitamin [.‘J3

(7-dehydrocholesterol)

Figure 2. Synthése endogene de laYitBorel et al. 2015)

Previtamin DJ




ultraviolets B (UVB), lumiére du soleil, huile dei¢ de morue ou combinaison de lampe UVB et
d'huile de foie de morue. Les enfants qui ont t&@sociation huile de foie de morue et lampe UVB
ont été guéris du rachitisme le plus rapidement bloservation intéressante a montré que méme
I'exposition partielle du corps aux UVB permet gugrison compléte de I'organisn@’'Riordan.
2006)

En 1921, il a été révélé la présence dans I'épidatimne substance qui devient « anti-rachitique »
lorsqu’elle est exposée aux UV. La méme annéesapdgiction d’un rachitisme expérimental chez
des rats, la guérison est obtenue par traitemenauienaux avec de I'huile de foie de morue. Par la
suite, le composé aux propriétés antirachitiquebhdde de foie de morue a été défini comme une
vitamine et, comme c'était la quatrieme vitamineod&erte, elle a été dénommeée « Vitamine D »
(Holick MF 1994, Rajakumar K 2003)

En 1952, la premiere synthése de VitD3 a été emliEn 1958, la protéine plasmatique vectrice de
la vitamine, la DBP (Vitamin D Binding Protein) &&édécrite. Au cours des années soixante, le
métabolite de la VitD, la 25-hydroxyvitamine D (£84D: 25D) a été découvert et il a été établi qu'il
est produit dans le foiglolick MF 1994) Le métabolite biologiguement actif de la VitD,1&@5-
dihydroxyvtamine D (1,25 (OHIp: 1,25D) a été découvert a la fin des années stExat sa
production a été initialement décrite dans lessieira structure chimique de ce métabolite a été
confirmée en 197(Rajakumar K 2003)En 1980, la synthése de la VitD dans I'épidernpmseée aux

UV a été démontrée. A la suite de ces travauxpitancunauté scientifique a envisagé de définir la
VitD en tant qu’hormonéRajakumar K 2003)De nos jours, la définition du déficit en VitDest

plus clinique mais basée sur le taux sanguin de(268Dmann M et al. 2017)

[.2  Sources et apports nutritionnels conseillés

La VitD fait partie de la famille des sécostéroidgsosolubles dérivés du cholestérol. Les
sécostéroides se caractérisent par la présenceytlmouvert. A ce jour, plus de 50 métabolites de
la VitD avec des activités biologiques différented été décrits. Les deux formes principales de la
VitD sont la D3 (cholécalciférol) et la D2 (ergociédrol), qui se différencient par la structure de
leurs chaines latérales. La chaine latérale ddat@2\Wiffere de celle de la VitD3 par la présence
d'une double liaison entre les carbones 22 et 2B ggroupe méthyl sur le carbone 24 (Figure 1)
(Horst RL et al. 2005)La VitD3 est la forme synthétisée par 'hommes V&D2 et VitD3 exogénes
peuvent étre obtenues en faible quantité a pagtitatimentation, et en quantité plus importante a
partir d'aliments enrichis ou de compléments vitaques(National Institutes of Health 2005La
VitD apportée par lI'alimentation, aussi bien VitD@e VitD3, est lentement absorbée dans la partie
proximale de lintestin gréléLandrier et al. 2014) Comme les vitamines A, E et K, c’est une

vitamine liposoluble. De ce fait, aprés émulsionsibestomac résultant du brassage des aliments,
4



Extra-renal synthesis: Paracrine, Autocrine action

a1 s T WV
in e L
EeY
Breast & colon

Cancer cells
7-dehydrocholesterol epithellal.cas Local effects
* . Calcitriol y, on cellular
; 1,25-(0H),D, regulation
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Figure 3. Métabolisme de la VitD

Les rayons UV-B agissent sur le 7-déhydrocholektdmas le derme pour former la pré-VitD3 qui, aprés
isomeérisation thermogénique, donne le cholécaldif@alciol). De plus, la VitD2 et la VitD3 peuveétre
fournies par I'apport alimentaire. La VitD3 actiest formée par deux hydroxylations séquentielles da
foie et les reins, pour produire respectivemen{@B) D3 (calcidiol) et 1,25 (OH)D3 (calcitriol, forme
active). En plus de la synthése rénale, d'autrpsstyde cellules, tels que les kératinocytes, |dsles
épithéliales saines et cancéreuses de la glandenaiaenet du colon et les cellules du systéme imtausi
ont la capacité de produire la 1,25D. La 1,25D piteddans les tissus extra-rénaux agit localememahiére
paracrine/autocrine et ne contribue généralemenapaool de VitD circulariFibla et Caruz 2010)



elle est incorporée comme les acides gras et lemghgcerides, dans des micelles mixtes formées
avec des sels biliaires, complexes hydrosolubledagilitent la diffusion de leurs constituants a
travers la paroi des entérocytes. A l'intérieutaleellule intestinale, la VitD est incorporée daes
chylomicrons, ce qui lui permet de quitter le pblsal de la cellule pour gagner la circulation
lymphatique, puis la circulation générale et lefoiolick, 2007)

La VitD2 est présente dans certaines plantes, hlesmpignons et la levure et la VitD3
(cholécalciférol) provient de sources animales ceme poisson, la viande, le lait et les ceufs
(Tableau 1). L'enrichissement de certains alimeérts,que le lait et la margarine, peut également
contribuer de maniere significative a I'apport &intaire en VitDHolick 2017) L'apport alimentaire

en VitD, de l'ordre de 100 a 200 Ul/j (1 Ul =0,028) couvre 10 a 20% des besoins quotidiens
estimés selon les auteurs entre 400 et 2000(Bifiivard et al. 2010)D’aprés I'enquéte INCA3
(ANSES 2019)les principaux aliments contributeurs pour lesl&d francais sont les poissons
(38,3%), les ceufs (9,9%) et les fromages (8,2%}-rance, TANSESANSES 201% établi en 2019
les valeurs d’apports nutritionnels conseillés (AN@ur la population adulte francaise. Ces valeurs
s’échelonnent de pg/jour (200 Ul/j) par jour pour les enfants de plies4 ans jusqu’a 4og/j pour

les personnes agées (Tableau 2).

Pour les hommes et les femmes de +18 ans, le beswitionnel moyen est 1§0g/j (400 Ul/j) et la
référence nutritionnelle pour la population est g (600 Ul/j). Une modification de la limite
supérieure de sécurité passe de 50 uJANSES 2019, consulte le 18/12/2020)

.3 Meétabolisme de la VitD

Le métabolisme de la VitD est un processus complapéquant l'action du rayonnement UV et des
étapes d'hydroxylation enzymatique tant dans lahege que dans le catabolisme. La principale
source de VitD chez 'hnomme est la production eadegpar synthése au niveau de I'épiderme a
partir du 7-déhydrocholestérol sous l'action des LB/7-déhydrocholestérol, également appelé pro-
VitD3, est un intermédiaire dans la voie de syrghais cholestérol, formé a I'avant-derniére étape de
cette biosynthése. Le cholestérol est essentietlantien de la fonction de barriere épidermique et
joue également un réle dans la régulation de k&reifciation épidermique et de la desquamation
(Elias et al. 2014)L'épiderme est donc un site actif de synttds@ovodu cholestérol, qui fournit
une source de 7-déhydrocholestéielossmann 2010Le 7-déhydrocholestérol est présent dans la
membrane plasmique des cellules du derme et dedhrépe, les concentrations les plus élevées étant
dans les cellules de la couche basale de I'épid@raneas and Weinstock 2011)

La synthése de la VitD dans I'épiderme débute qlmdedéhydrocholestérol absorbe le rayonnement
UV-B d'une longueur d'onde comprise entre 290 &tr3th. L'absorption de cette énergie rompt la

liaison entre les carbones 9 et 10 pour former,utD%écostéroide instable, ou pré-VitD3ien et
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Tableau 3. Enzymes du métabolisme de la VitD

GENE REACTION LIEU DE LA
ENZYME CODANT RONE CATALYSEE REACTION
CYP2R1 Hydroxylatlon de ::avr:;:lr?:D «native»
25-hydroxylase la vitamine D
en 25-OHD ™
/o o ou cacisdiol ™\
Reins
" ,[2;3 et autres sites extra-
. 25:hyd rénaux: os, placenta,
Hydroxylation de S brostate p
1-a hydroxylase CYP27B1 la 25-OHD en lohydronylse | [lahpdromase| | 7 ST
1,25 (OH), D kératinocytes,

’ 2 Yo macrophages,
lymphocytes,
cellules épithéliales

: 25n_dih S du colon, du sein,
vitamine D3 cellules des ilots du
pancréas
Oxydation de la
forme active
24- hydroxylase CYP24A1 1,25(0H),D en Expression
ubiquitaire

acide calcitroique




al. 2013) Cette rupture permet une rotation spontanée adtla liaison des carbones 5 et 6, ce qui
conduit & la formation d’'un isomére plus stablerrtiedynamiquement, la VitD3 (Figure 2). Les
interactions moléculaires de la pré-VitD3 (demi:Agh) avec la bicouche lipidique de la membrane
cellulaire permettent de la maintenir dans une @onétion (s-cis: une conformation ou les deux
doubles liaisons sont du méme c6té d'une liaisgma) ce qui facilite le processus d'isomeérisation
(Chen et al. 2013 Ce processus supprime les interactions hydroghebleydrophiles qui retiennent
la molécule dans la membrane cellulaire et perrtoes dexpulsion de la VitD3 dans le liquide
interstitiel. La présence de la protéine de liaisola VitD (DBP) dans les capillaires du derme
maintient un gradient de concentration de VitD plaportant dans le liquide interstitiel, ce qui
favorise la diffusion de la VitD du liquide inteitgtl vers la circulation{\Whyte et al. 1979)

Deux réactions d'hydroxylation sont nécessaires paovertir la VitD en une forme biologiquement
active. La premiere hydroxylation se produit dan®le sur le carbone 25, principalement catalysée
par I'enzyme CYP2R1 du cytochrome P450, bien cugrd's enzymes P450 peuvent aussi catalyser
cette hydroxylation, notamment CYP27A1, CYP3A4 aR2D5 (Figure 3, Tableau 3)ehmann
2005; Christakos et al. 201(La 25D ainsi produite peut alors subir une hygitatxon sur le carbone

en position 1 dans les tubules proximaux du reus $action de I'enzyme CYP27B1 du cytochrome
P450 pour obtenir la 1,25D (Figure 3, Tableau &tt€Ti-hydroxylation se produit également dans
de nombreux tissus extra-rénaux, tels que leeskdratinocytes, les macrophages, les lymphocytes
T, les cellules épithéliales du colon et du sas,dellules des filots pancréatiques, les celliddsa d
meédullosurrénale, du cortex cérébral et cérébelllmuglacenta et la prostate (Tableaul4hmann
2005) La 1,25D produit par les tissus extra-rénauxlagialement comme un facteur de signalisation
autocrine ou paracrine et ne contribue pas de memsignificative au pool circulant de 1,25D
(Christakos et al. 2010)

Le catabolisme de la VitD commence par une 24-hgdabtion et aboutit & la formation d'acide
calcitroique, qui est excrété ensuite dans la bigs études utilisant I'enzyme purifiée CYP24A1 ont
montré que la 24-hydroxylation n'est que la preené&ape de cette voie d'oxydation du carbone 24,
voie inductible qui transforme en cinq étapes ledatmolites hydroxylés de la VitD en produits
tronqués hydrosolubles, comme l'acide calcitroigegure 3, Tableau 3). Contrairement aux
enzymes CYP27Al1, CYP2R1 et CYP27B1, localiséescatement dans le foie et le rein,
CYP24A1 est exprimée dans tous les organes ciblés \ditD (intestin, rein, foie, peau, 0s, cerveau,
macrophage, fibroblaste...) contr6lant ainsi lextae VitD3 active. Le substrat préférentiel du
CYP24A1 estla 1,25D mais I'enzyme catalyse égaieieecatabolisme de la 25D en 24,25-(GIH)
(Bosworth et al. 2012Le taux de 24,25-(OHD peut atteindre dans la circulation des valedenal
jusqu'a 10 ng/mL et, bien qu'il s'agisse d'un adit) elle conserve une certaine activité biologiq

sur les chondrocytes, les plaques de croissanerigs®t la glande parathyroitigosworth et al.
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Tableau 4. Types de cellules exprimant a la fois IBYP27B1 et le VDR(Chang et al. 2019)

CELLULES CO-EXPRIMANT CYP27B1 ET VDR FONCTIONNELS
Macrophage Cellule dendritique
Lymphocyte Entérocyte

Cellule parathyroidienne Trophoblaste fcetal

Ostéoblaste Cellule épithéliale prostatique
Ostéoclaste Cellule endothéliale vasculaire
Kératinocyte Cellulep pancréatique

Cellule épithéliale mammaire Cellule tubulaire rénale

Cellule du cortex cérébral et cérébelleux Celltlersale déciduale




2012) Il existe d'autres voies cataboliques de la VitBrtaines produisant des intermédiaires ayant
une activité biologique. L'activité enzymatique@eP24A1 peut s’exercer également sur le carbone
23 : chez I'hnomme, cela se produit dans environ H@% hydroxylationgJones, Prosser, and
Kaufmann 2014)Cette 23-hydroxylation oriente la molécule deDAters une voie métabolique qui
aboutit a la formation de 1,25-(O#)-26,23-lactone (Figure 3). CYP24Al1l peut également
cataboliser les métabolites de la VitD2 par une gt réactions d'hydroxylation, y compris au nivea
des carbones 26 et 28, ainsi que par un clivagetdie la liaison entre les carbones 24 €tl25es,
Prosser, and Kaufmann 2014)

Le transport sanguin des différentes formes de ¥gDassuré par une protéine spécifique, la DBP.
La DBP, structurellement apparentée a l'albumineBjA est synthétisée dans le fdieaing et al.
2005) Sa concentration dans le plasma est de l'ordré&-@emmol/L, environ vingt fois plus
importante que celle de la VitD. Cet exces perrugtdifférents métabolites de la VitD d’étre liés a
hauteur de 88 % environ a la DBP. Leur acces aldegcibles s’en trouve limité, et leur élimirai

par voie biliaire, freinée. Leur liaison a la DB&hd donc les métabolites de la VitD plus stables et
prolonge leur demi-vie dans la circulation sanguihe DBP est une protéine de liaison de grande
capacité transportant 95 a 99% de la 25D, le @stalant lié a 'ALB et aux lipoprotéines par des
liaisons non spécifiques de faible éner@ieuillon 2011) Son affinité est forte pour les formes 25D,
24,25-OHD et 25,26-OHD que pour la 1,25D. Les métabolites de la VitDHes# & la DBP par des
interactions similaires mais de maniére légérenmanins efficace que leurs homologues D3.
(Bouillon 2011)

I.4 Marqueurs biologiques du statut en VitD

La 25D, ayant une demi-vie relativement longue de8Zemaines, est actuellement reconnue comme
biomarqueur du statut en VitD comparativement &,25D qui a une demi-vie courte de 10-20 h
(Holick 2017) La concentration sanguine est exprimée en narerpat litre (nmol/L) ou en
nanogramme par millilitre (ng/ml). Ces unités stées par la relation : 1 nmol/L = 0,4 ng/ml.
Lorsque la concentration sérique de 25D est supéai®0 ng/ml (75 nmol/L), le statut vitaminique
D peut étre considéré comme optimal. Biologiquemknimétabolite le plus actif de la VitD, la
1,25D, ne convient pas a la mesure du statut ¥éDapour de nombreuses raisons. En effet, en cas
d’hyperparathyroidie secondaire due a un défigetéou modéré en VitD, la 1,25D du plasma est
maintenu a un niveau normal voire légerement élelgrmann et al. 2017)De plus, le taux
plasmatique de la 1,25D est de 'ordre de 100 rimiéns €levé que celui de la 25D, celle-ci étant
convertie localement dans les tissus périphérignek, 25D pour couvrir les besoins locatbolick
2017)



Tableau 5. Principales caractéristiques des trouss@le dosage par ELISA de la 25D murine

RANGE SENSIBILITE | PRECISION
FOURNISSEUR REFERENCE (ng/mL) (ng/mL) (%)
LifeSpan LS-F5643 2 47-200 0,91 <10
BioSciences

Biomatik EKUO02021 2,47-200 0,91 <10

Eagle Bioscience VID21-KO01 9-150 4,78 <10
MyBioSource,com MBS263918 3,12- 200 0,6 8

Aviva Systems OKEH02569 | 1,25-80 1,27 43

Biology
Antibodies-online ABIN2648855 1,56 - 100 0,95 <10




I.4.1 Dosage de la 25D

En biologie clinique, le dosage de la 25D sériqat réalisé pour le dépistage et le suivi de
l'insuffisance ou la carence en VitD, pour la sultaace de la réponse a la supplémentation en VitD
et éviter tout risque de toxicité par surchaigeang et al. 2017)

Le dosage de la 25D présente quelques écueilsaypéirent délicats a surmonter malgré les progrés
technologiques récents. Le dosage de 25D doit gede distinguer la 25D2 de la 25D3. De plus,
comme la 25D est une molécule hydrophobe qui @rliéé a la DBP, a I’ALB ou aux lipoprotéines,

il est nécessaire de la dissocier de ses protporésuses avant quantification. Comme 25D2 et 25D3
ont des constantes d'affinité différentes pourpregéines vectrices, I'étape de dissociation doit &
trés efficace pour obtenir une quantification éde la 25D totale’hang et al. 2017)

Les méthodes courantes de dosage de la 25D s&oqaele trois types : immunodosage (ELISA,
Enzyme-linked immunosorbent assay), LC-MS /MS {liqthromatography coupled to tandem-mass
spectrometry) et HPLC (High-performance liquid ehetography)Holick 2017)

* L'immunodosage et le radio-immunodosage (RIA)tdargement reconnus comme des méthodes
standards de détermination de la 25D en raisonede $implicité et de leur colt réduit.
L'immunodosage par ELISA ou RIA donne des résutjatmtitatifs précis du taux de 25D totale. Par
contre, ces dosages ne distinguent pas la 25Da @8D3 du fait de la spécificité des anticorps
utilisés. Comme ces anticorps ne se lient pas Zbl32 de fagon similaire a la 25D3, cela peut
conduire a une sous-estimation ou a une sur-estimade la 25D totale. Un autre probléme de
spécificité est la réactivité croisée avec d'autnégabolites de la VitD. Ainsi, la 24,25(0CHD3, qui
représente de I'ordre de 10 a 15% de la concemtrd2 25D, conduit a une surestimation du taux de
25D (Herrmann et al. 2017)L’épi-25D, résultant de I'épimérisation de 25Dntlle taux est élevé
chez le nouveau-né jusqu'a I'age d'un an et quiéssmte chez l'adulte environ 9% de 25D,
n'influence pas les résultats d'immunodosage caralgicorps utilisés ne la reconnaissent. De
nombreux kits d'immunodosage sont disponibles darmmerce, rapide, automatisable et d’'un
colt modiqueéZhang et al. 2017 Les caractéristiques de quelques kits commergaux le dosage

de la 25D murine sont présentés dans le tableau 5.

* La technique de LC-MS/MS est utilisée comme médthde référence pour la validation des trousses
d'immunodosages. La LC-MS /MS permet de différentae25D2 de la 25D3 et méme de la 24,25
(OH), D3, du fait de leur différence de masse. Par coetlke ne permet pas de distinguer les deux
épimeres de la 25D en raison de leur masse eudeafi@nité similaire pour la plupart des colonnes
LC, ce qui entraine une surestimation de la 25@iHng et al. 2017)Bien que la LC-MS /MS est
considérée comme la technique la plus performaate pidentification et la quantification des

analytes, sa technicité et son codt élevés limgentapplication en biologie de routine. La lind&e
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Tableau 6. Comparaison des techniques de dosage @&® et 1,25D par LC-MS /MS et
immuno-essais (ELISA) : avantages et inconvénients’'apres Dirks et al, 2018)

LC-MS/MS IMMUNO-ESSAI (ELISA)
METABOLITE
Avantages Inconvénients Avantages Inconvénients
» Préparation e Complexité « Rapide » Pas de distinction
d'échantillons entre 25D2 et 25D3
adaptable « Difficile de séparer » Opération facile
25D o I'épi-25D3 du 25D3 » Réactivité _croisée avec
» Spécificité (méme masse et » Pas de réactivité métabolites de la
méme comportement croisée avec VitD reconnus par
chromatographique epi-25D l'anticorps, tels que
24,25(0H)2D
 Préparation » Complexité » Rapide  Pas de distinction
d'échantillons entre 1,25D2 et
adaptable * Sensibilité  Opération facile 1,25D3
1,25D » Spécificité » Réactivité croisée * Sensibilité « Réactivité croisée ave¢
possible des métabolites de la
interférences VitD reconnus par
isobares l'anticorps, tels que
25D3, 24,25(0H)2D




détection de cette technique est de 0,8 ng /nd &h&arité s’étend de 0 a 220 ng /ml, ce qui ceuvr
bien la plage de variabilité des valeurs sérique5D(Herrmann et al. 2017)Les avantages et les
inconvénients des deux techniques, immunodosage-8tS /MS, sont résumés dans le tableau 6.

* La séparation et la quantification de la 25D également été développées par HPLC, sur phase
normale ou inversée ou une combinaison des deuyp)@® a une détection UV. La préparation des
échantillons et l'interprétation du chromatogransmet délicates et longues, ce qui limite 'utiisat

de cette technique en biologie clinique. Cependatite méthode HPLC, de grande sensibilité et forte

sélectivité, permet de nombreux développementgarercheDirks et al. 2018)

1.4.2 Dosage de la 1,25D

* L'immunodosage par ELISA est largement utiliseupta quantification de la 1,25D. Le radio-
immunodosage compétitif, couramment utilisé, caasasajouter un isotope radioactif de la 1,25D a
I'échantillon a tester dans une plaque recouvéatgidorps. Si I'échantillon ne contient pas débD2

la forme liée sera uniqguement de l'isotope radifiaéiu cas ou de la 1,25D est présente dans
I'échantillon, elle va entrer en compétition avad J25D radioactive et inhiber sa liaison. Ainai, |
mesure de la radioactivité résiduelle permet lewalu taux de 1,25D de I'échantillon. La spédiici

de ces techniques d'immunodosage est limitée paaletivité croisée avec les autres meétabolites de
la VitD (Dirks et al. 2018)

* La technique LC-MS/MS est aussi largement utdigéur le dosage de la 1,25D. Cependant elle
peut étre en défaut de sensibilité pour mesurer pugcision les valeurs basses de la gamme des
concentrations physiologiques de la 1,25D. Elle peésenter également des interférences isobares
comme avec laft25-dihydroxyvitamine D3. Lorsqu'une quantificatidifférentielle de 1,25D3 et
1,25D2 est nécessaire, la LC-MS/MS est la seul®mpt-raser et al. 2020)Les avantages et les
inconvénients des deux techniques pour le dosadge H@5D, immunodosage et LC-MS/MS, sont

résumeés dans le tableau 6.

.5 Maintien de I'hnoméostasie de la VitD

Le point de contréle crucial de I'homéostasie d¥itB est la production rénale de la 1,25[@ la
CYP27B1. En effet, la 1,25D régule sa propre prtidaocpar plusieurs mécanismes directs et
indirects. Au niveau du rein, elle agit directemeat rétrocontréle négatif sur l'expression de la
CYP27B1. La 1,25D réduit également la synthésehderhone parathyroidienne (PTH) qui stimule
la transcription de ladthydroxylase, ainsi la 1,25D diminue indirectems&anpropre productiofi<im

and Je 2014)La 1,25D en concentration élevée augmente I'sspe du facteur phosphaturique, le
Facteur de croissance des Fibroblastes 23 (FGRB&hbast Growth Factor). Ce FGF23 inhibe



Renal vitamin D metabolism
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Figure 4. Métabolisme de la VitD dans les tissus maux et extra-rénaux.

Schéma récapitulatif de la régulation du métabaiginde 'homéostasie de la vitamine D sérique
dans les cellules cibles rénales (en haut) et-e&trales (NRTC, Non renal target cells, en bas), La
synthese de la 1,25D au niveau extra-rénal ne iboetrpas a sa concentration sérique, (+):
Stimulation, (-) : rétrocontréle négaitlfieyer et al, 2020)



I'expression de ladthydroxylase dans le rein, ce qui résulte en laidition de la production de
1,25D (Figure 4)Prie and Friedlander 2010)Un exces d'apport alimentaire en calcium et en
phosphate réduit également l'activité dedehgdroxylase. La régulation de I'expression dezieme
catabolique CYP24A1 dans le rein est une autre g@eieontréle de 'homéostasie de la VitD. La
1,25D et le FGF23 induisent une stimulation de pfession de CYP24Al, tandis qu'une
augmentation de la PTH et une faible teneur enwaldiminue son expression (Figure(&yie and
Friedlander 2010)

Contrairement a son expression dans les reins,YIR2CZB1 des tissus extra-rénaux n'est pas
influencée par des facteurs calciques, mais répates$ facteurs cellulaires spécifiques. Par exemple
I'expression de CYP27B1 dans les macrophages @stamtée par des facteurs inflammatoires telles
que l'interférony et le lipopolysaccharidétoffels et al. 2007De méme, I'expression de CYP27B1
dans les kératinocytes est majorée par des messdgdfinflammation en fonction du stade de
développement des celluleserrmann et al. 2017 Les tissus extra-rénaux sont également en mesure
de cataboliser la 1,25D localement du fait de Fegpion de la CYP24AL1. L'exposition aux agonistes
du VDR augmente I'expression de CYP24A1 dans sesdi Ce catabolisme permet de désactiver
localement le signal autocrine/paracrine de lal,2bfait que la 1,25D produite dans ces tissus ne

contribue pas au pool circulant (Figure(dkrrmann et al. 2017)

.6 Déficience en VitD : focus sur I'obésité

Il n'existe pas actuellement de définition univéleselu déficit en VitD basée sur la concentration
sérique en 25D. Le statut vitaminique D est gualifioptimal pour un taux sérique de 25D compris
entre 30 ng/ml (75 nmol/L) et 100 ng/ml (250 nmollinsuffisance est définie par un taux de 25D
inférieur a 30 ng/ml considérée comme le seuil @sdus duquel apparait une hyperparathyroidie
secondaire, impliqguant un remodelage osseux aécéléune diminution de la densité minérale
osseuse en particulier au niveau de I'os cortéatte insuffisance se catégorise en déficiencaidéf
par un taux de 25D compris entre 10 et 30 ng/rahetarence, pour un taux inférieur a 10 ng/ml (25
nmol/L) (Tableau 7)Holick 2017)

Plusieurs causes ou conséquences physio-pathoésgapnt liees au statut en VitD : par exemple,
les personnes souffrant de maladies inflammataitesniques, telles que l'asthme, la maladie
inflammatoire de l'intestin (MICI) ou la maladielpwonaire obstructive chronique (BPCO), ont une
prévalence plus élevée de carence en Vitbusa et al. 2016)La question est de savoir si la 25D
permet d’exercer un effet anti-inflammatoire oceas pathologies inflammatoires réduisent le pool
circulant de 25D. Il est possible que ces deux miép#es soient simultanément associés : la VitD
peut réduire l'inflammation tandis que le stresgdatif d0 a l'inflammation peut interférer avec le

meétabolisme de la VitD et ainsi réduire la 25D aiante(Mousa et al. 2016)
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Tableau 7. Statut en VitD :Valeurs de référence du taux sérique de 25D aetuelht
retenuesgHolick 2017)

CONCENTRATION SERIQUE EN 25 OH
STATUT
ng/mi nmol/|
Optimal 30-100 75-250
Insuffisance 10-30 25-75
Carence <10 <25
Toxicité >100 >250




Le taux sérique de 25D chez les personnes obeaseserur a celui des personnes de poids normal

et inversement corrélé au poids corporel, a I''M@& ke masse grasse. Plusieurs mécanismes peuvent

participer a cette plus faible teneur sérique db @B situation d’obésité parmi lesquels :

* une exposition au soleil plus faible ou une syrgh@ganée réduite,

e une altération de la liaison a la DBP ou une ahieamétabolique plus rapide,

* une répartition du pool dans un plus grand volureetidsus corporels, en particulier une
séquestration accrue de la 25D dans le tissu adipeanic, Mikolasevi, and Milic 2019)

Le mécanisme le plus contributif est probablemeantilution volumétrique puisque la 25D est

distribuée en majorité dans le sérum, le tissueadiples muscles, le foie et en petite quantitdsda

d'autres tissus, tous ces compartiments ayant lumeomajoré en situation d’obésité. La différence

de taux sérique de 25D entre les personnes obtselles normopondérales est plus importante en

été qu'en hiver car 'augmentation estivale dé 2rique est plus faible chez les personnes shése

De fait, les personnes obeses recoivent une expositlaire similaire a celle des personnes despoid

normal et produisent la méme quantité de VitD eedeg mais qui est distribuée dans un plus grand

volume de sorte que le taux sérigue est moindexidte une différence similaire entre les persenne

obéses et les personnes normopondérales en ré&amsapport oral de VitD, avec une plus faible

augmentation de la 25D sérique en cas d’obé@siésh, Bowles, and Evans 2017; Holick 2017)

I.7 Effets génomiques de la 1,25D

L'analyse de la séquence primaire du réceptewr dieD (VDR) a montré que ce récepteur appartient
a la superfamille des récepteurs nucléaires (NHR|é&r human receptor) qui comprend plus de 350
récepteurs différents. Une caractéristigue comnautaus les NHR est qu'ils agissent en régulant
I'expression des genésachez et al. 2000)

Les actions génomiques de la forme active 1,250 m@diées par les VDR nucléaires qui agissent
comme des facteurs transcriptionnels qui modulexptession des géenes d'une maniére dépendante
du ligand.

La protéine VDR se compose de trois régions praieg(Figure 5):

* un double domaine de doigt de zinc N-terminal guiesa I'ADN,

* un domaine C-terminal qui se lie ala 1,25D,

e une région qui relie ces deux domaines fonctionnels

Le doigt de zinc proximal (N-terminal) porte laésficité de la liaison de 'ADN aux Eléments de
Réponse a la VitD (VDRE) tandis que le second dd&tinc et la région suivante fournissent au
moins l'un des sites d'hétérodimérisation du VDRR&gepteur Rétinoide X (RXR). La seconde

moitié de la molécule est le domaine de liaisofighnd, région responsable de la liaison de la,25
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Figure 5. Récepteur de la vitamine D (VDR)

A. Modele schématique du VDR :La région N terminale est courte par rapport aukes
récepteurs des hormones stéroidiques. Cette rézgorsuivie de deux doigts de zinc qui
constituent le principal domaine de liaison a I'ADNSs signaux de localisation nucléaire (NLS)
se trouvent & l'intérieur du c6té C-terminal du dora de liaison a 'ADN. Le domaine de liaison
au ligand constitue la majeure partie de la réegieierminale de la molécule, Le domaine AF2
est en grande partie responsable de la liaisos adadactivateurs tels que la famille SRC et DRIP
en présence de ligand. Les régions sur le deuxikmgg de zinc et dans le domaine de liaison du
ligand facilitent I'hétérodimérisation avec RXR, liaison du corépresseur est moins bien
caractérisée mais semble contigiie a celle desicatseirs dans les hélices 3 et 5, région bloguée
par I'hélice 12 en présence de ligand.

B. Organisation modulaire du VDR : Les différents modules sont représentés par dtsngles,
Les structures cristallographiques du DBD (dimées ®BDs de VDR et RXR en présence
d’ADN), de la région charniere et du LBD du VDR t@&galement représentées dans le méme
code couleur (PDB 1YNW et 1DB1), Les atomes de zmmut indiqués par des sphéres rouges
(d’apres Bikle 2017).

SRC: Récepteur des Stéroides-1; DRIP: VitD Recdpteracting Proteins ; RXR : Récepteur Rétinoide X
DBD : Domaine de fixation a ’ADN ; LBD : Domainedixation du ligand ; PDB : Protein Data Bank ; DB
Décibel.



qui contient également des régions nécessairdsétérbdimérisation au RXR. A l'extrémité C-
terminale se trouve le domaine d'activation majéii2, qui est essentiel pour la liaison aux co-
activateurs tels que les coactivateurs des réceygédroidiens SRC et les protéines d'interactiea a
les récepteurs de la VitD (DRIP) (Figures 5(Bniel et al. 2008)

Le processus d'activation de la transcription daseg cibles est initié par la liaison du ligancbD,2

au VDR. Cela entraine des changements conformatisndu récepteur qui conduisent a
I'nétérodimérisation avec le récepteur RXR induisene forte spécificité et une affinité de liaisan
VDRE de I'ADN du géne cible. En plus de ces héténedes VDR/RXR, le VDR peut former des
homodimeéres qui se lient a I'ADN et régulent I'egsion de genes cibl&shristakos et al. 2016)

Bien qu'une variabilité significative dans la sémuedes VDRE a été rapportée, les séquences de
VDRE ayant une forte affinité pour le VDR considteen deux répétitions imparfaites
d'hexanucléotides espacées de trois nucléotidé® &ia liaison de I'hétérodimere VDR-RXR au
VDRE, les changements d'expression génique sonempdr la capacité du couple récepteur-ligand
a recruter des co-activateurs transcriptionnelguffei 7). Les co-activateurs pl160, activateurs des
récepteurs stéroidiens 1, 2 et 3 (SRC-1, SRC-2 RE-%, qui ont une activité Histone
Acétyltransférase (HAT), sont des co-activateursaires qui se lient au domaine AF2 du couple
VDR-ligand. Les SRC contiennent des motifs LxxL (@ut acide amin€) qui facilitent la liaison au
VDR et a dautres récepteurs nucléaires. Les mentdwda famille p160 recrutent des protéines
comme co-activateurs secondaires, tels que CBP/(@00ont également une activité HAT),
résultant en un complexe multi-sous-unités qui fi@da chromatine et déstabilise l'interaction
histone/ADN (Christakos et al. 2010; Haussler et al. 2013; Piked Meyer 2014)En plus de
réactions d"acétylation, des méthylations se psmhi également sur les histones centrales. Les
méthyltransférases peuvent également jouer urfedliamental dans la transcription médiée par le
VDR (Seth-Vollenweider et al. 2014)e VDR interagit aussi directement ou indirectatreevec des
facteurs de transcription [TFIIB et plusieurs fagteassociés aux protéines de liaison a la boifBATA
(TAF, TATA box binding protein associated factoghoutissant a I'établissement d'un complexe de
pré-initiation stable(Christakos 2016) La transcription médiée par VDR est facilitée per
meédiateur, complexe multi-protéique, qui agit surdcrutement de I'ARN polymérase |l et favorise
la formation du complexe de pré-initiation (FiguheYin and Wang 2014)

Il a été rapporté que d'autres facteurs de trgotgami affectent I'activité transcriptionnelle de RD
Ainsi le facteur de transcription Ets (Erythrobldgtansformation Specific) activé par Ras (Rat
Sarcoma) a un r6le critique dans l'induction deZ2yi (Figure 8). La transcription de Cyp24al et
d'ostéocalcine (Bglap, bone gamma-carboxyglutansid-eontaining protein : gene codant pour
I'ostéocalcine) induite par VDR est réprimée parly{Yin Yang 1), un facteur de transcription

multifonctionnel(Christakos et al. 2016Les membres de la famille des protéines « CAATaecer
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VLR retinoid X receptar

vitamin D recepdor

DNA of the regulated gene

Figure 6. Visualisation 3D compléte du récepteur dia vitamine D

Représentation de I'architecture 3D de deux réueptée VDR (récepteur de la vitamine D) et son
partenaire RXR (Retinoid X Receptor, un dérivé devitamine A). En mauve, la carte 3D
expérimentale obtenue par cryo-EM. Les sites dsdimspécifiques sur le fragment d'’ADN sont
représentés en vert et en rouge. Le domaine d®tia 'ADN (DBD) et le domaine de liaison au
ligand (LBD) sont également indiquéscedit: IGBMC (CNRS / Inserm / Université de Strasiy).



binding protein (C/EBP) » sont également des médiatclés de l'action de la 1,25D. L'expression
de la C/EBP est induite par 1,25D dans les celltdesles et coopéere avec 1,25D et VDR pour
stimuler la transcription de Cyp24al et Bglap. GPEBt VDR cooperent dans la régulation
transcriptionnelle de la cathélicidine, peptideraidrobien, dans les cellules épithéliales pulmoesi
(Dhawan, Weider, and Christakos 2009)

1.8 Effets non génomiques de la 1,25D

Compte tenu de la complexité des événements dalsigtion et des processus de transcription
associés a la signalisation VDR, les fonctions géguoes de la VitD nécessitent du temps pour
prendre effet. Cependant, il est maintenant corurilg VitD peut exercer des actions rapides au
niveau cellulaire, indépendamment de I'expressiem genes, qualifiées d’effets non génomiques
(Figure 8) (Hii and Ferrante 2016)Ce phénoméne est observé pour de nombreuses resmo
(cestrogenes, hormones thyroidiennes...) agissatinpermediaire de récepteurs nucléaires, dant le
fonctions non génomiques incluent la modulatiofad#ivité des canaux ioniques et d’enzymes telles
gue des phosphatases, des protéines kinasesest enntymesChristakos et al. 2010Un récepteur
membranaire de la 1,25D (VDRm) a été initialemeawjppseé du fait que certains analogues de la
VitD, incapables de se lier au VDR nucléaire, poenginitier des réponses cellulaires rapides a la
1,25D. Une protéine de liaison spécifique pour,2bD, identifiee dans les membranes baso-latérales
de I'épithélium intestinal de poulet, régule Iegort du Ca2+ a travers ces membranes. Ce récepteu
a éeté appelé « Protéine de liaison aux stéroid&sainse rapide associée a la membrane » (MARRS,
MembranéAssociated Rapid Response Sterdiihding) (Doroudi, Schwartz, and Boyan 2015)
Ce VDRm peut étre visualisé a la surface membrargericellulaire et dans la zone périnucléaire
mais non dans le noyau. Au niveau de la membrasepue, le récepteur est localisé au niveau des
caveoles ou il se lie a la cavéoline-1 et a la phobpase A2 (PLA2) (Figure 8 -hen et al. 2013)
Dans le cas de la VitD, les effets non génomigmassmis en quelques secondes a quelques minutes,
incluent l'ouverture des canaux ioniqgues Ca2+ etvGltage-dépendants, l'induction d'un second
messager (Ca2+, AMP cyclique, acides gras, 3-plmsmsitides comme le phosphatidylinositol
3,4,5 trisphosphate) accompagnée de l'activatigratéines kinases, telles que la protéine kingse A
SRC, les protéines activées par un mitogéne, MARadds, y compris ERK1/ERK2, ERK5
(extracellular signal-related kinase) et INK1/INg2Jun N-terminal kinases), protéine kinase C
(PKC), Ca2 + -calmoduline kinase Il (CaMKII) etuatees enzymes telles que la phospholipase C, la
phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K), la phosphatip A2 (PLA2) et p21ras (Figure 8}1ii and
Ferrante 2016) Des études sur les effets anticancéreux de BD1ght montré qu’elle induit la
différenciation des lignées cellulaires de leucémigloide aigué en cellules plus matures de la

lignée monocytairé/Vang et al. 2013 Dans ces cellules, la 1,25D stimule 'activitéERK1/ERK2
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(a) ACTIVATION OF VITAMIN D RESPONSIVE GENES
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Vitamin D responsive gene
transcription is upregulated
(b) REPRESSION OF VITAMIN D RESPONSIVE GENES
Gene transcription
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X

Figure 7. Actions génomiques du VDR

La 1,25D pénetre dans la cellule et se lie au \4DRs’hétérodimérise avec RXR. Le complexe
VDR-RXR se lie ensuite a un élément de réponse\atla dans le génome et dirige la formation
d'un grand complexe transcriptionnel.

(a) Pour activer les génes sensibles a la vitabjihecomplexe transcriptionnel (VDR-RXR-MED1)
recrute des co-activateurs tels que NCoA62, lectiwateur du Récepteur des Stéroides-1 (SRC-1),
la protéine de liaison a la CREB (CBP) et P300 paitier I'acétylation des histones. Ensuite, VDR-
RXR active 'ARN polymérase Il pour déclencherrbnscription génique.

(b) Le complexe VDR-RXR peut agir avec des co-repears tels que le Co-Répresseur des
Récepteurs Nucléaires (NCOR) et les Histones Dglasés (HDAC) pour réprimer la transcription
des gene§kyan et al, 2015)

MED1: Mediator ofRNA polymerase Itranscriptionsubunit 1, encore dénommée DRIP205.



ainsi que l'expression et l'activation de ERK5. €esymes ERK1/ERK2 sont impliquées dans la
régulation de la synthése des protéoglycanes emsépa la 1,25D. L'inhibition des ERK a peu ou
pas d'effet sur 'augmentation de I'activité spged de la phosphatase alcaline ou sur l'inhibitien

la prolifération cellulaire médiée par la 1,25D.sG#udes ont montré que l'impact de la 1,25D est
spécifique du type et du stade de maturation eateg. Dans les cellules rénales, site principal de
l'inactivation de la 1,25D, les MAP kinases, tellpee ERK1/ERK2, JNK1/JNK2 et ERKS5, PKC,
PI3K et p21ras, régulent I'activation du promo@&iCYP24A1 médiée par la 1,25Dwivedi et al.
2010) Certaines études ont démontré que la VitD moldsieffets des facteurs de croissance et des
cytokines, tels que Wnt, TGF{Facteur de croissance transformant) et EGF (Bad croissance
épidermique) en modifiant soit leurs voies de digation cytosoliques, soit l'activité de leurs
facteurs de transcription cibles, voire méme péioagaracrine, en inhibant leur synthese et leur
sécrétion par des cellules voisines exprimant I&R\(Drochoutsou et al. 2015Des données ont
suggéreé que, par la réponse non génomique, la Jpeabmoduler la voie génomiquia des effets
médiés par le VDR nucléaire (VDRN) dans le noyatristakos et al. 2010En effet, la 1,25D
affecte certaines molécules de signalisation iethalaire ou certains facteurs de transcription par
interaction directe protéine-protéine entre le VEtRa protéine cible. Ces cibles sont kBlkinase
(IKK) B, I'un des régulateurs en amont de la voie caneriitiuxB (Nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cell§yhen et al. 2013)les transducteurs de signaux et activateurs de
transcription (Stat)1, le facteur de transcriptiéna Runt (RunX)1, c-jun, |g-caténine, la protéine
de liaison aux éléments de réponse a I'AMRei and Christakos 201.5Ce mécanisme permet
d’expliquer certains effets modulateurs que la D,2%erce sur I'immunité innée et adaptative, sur la
réponse antivirale et la survie cellulaire. Parneple, la 1,25D, en inhibant N&B, diminue
I'expression de facteurs immunomodulateurs tels lgsanterleukines IL-12 et IL-8, la MCP-1
(Protéine chimioattractive de monocytes 1), le RAlnhibiteur de I'activateur du plasminogene-1),
I'angiotensinogene (impliqué dans I'hypertensiosoeige a l'inflammation) et le microARN-155
(inhibiteur de I'expression du Suppresseur deglaadisation des cytokines-1) (Figure(8hen et al.
2013) Il a été rapporté que le VDRn diminue la transtton de ces genes en interagissant
directement avec la molécule de signalisation ®{&[3. Une telle interaction empéche la
phosphorylation de IKRK sur Serl77/181 nécessaire pour la formation duyptem de signalosome
IKK et la phosphorylation et la dégradation en al@l«Ba, étape préalable a I'activation de NB-
(Chen et al. 2013)Les actions non génomiques de la 1,25D sont pté&sg dans la Figure 8.

Ainsi, les effets de la 1,25D ne dépendent paseseiit de ses actions génomiques mediées par
VDRnN, mais impliquent le VDRm qui participe a lsgoéation d'une large gamme d'actions non

génomiques qui ont un impact sur des processusgbbgEjues généraux, y compris le remodelage
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Figure 8. Les actions non génomiques de la 1,25D

Les mécanismes non génomiques, en aval de VDRa ¥Rbm complexés a la cavéolinel, comprennent
I'activation de molécules de signalisation intrhdaires, telles que PKC, PI3K, MAPkinases, CaMKiI
PLAZ2. Les cibles de ces kinases sont les facteutsaghscription, par exemple, SP1, SP3 et RXR gliest
aux éléments de réponse sur les promoteurs des gemsibles a la vitamine D. Une autre action non
génomique de la 1,25D implique la régulation diligon du VDR aux protéines cibles telles que STAT
IKK B ce qui permet la modulation croisée par la 1,28D'ekpression génique médiée par des ligands non-
VitD, y compris IFNe et TNFe. Ce mécanisme permet a la 1,25D de réguler direxteles réponses
immunitaires et les actions antivirales des cedlilemunocompétentes. La liaison des récepteurs CIBKO

y et TLR2/4/8 provoque une surexpression de VDRYRZ7B1 ce qui facilite, par un mécanisme autocrine,
la disponibilité de la 1,25D et du VDR. La coopématavec les récepteurs immunitaires permet digerse
réponses cellulaires, y compris l'activité antimiienne, tout en modulant I'expression des cytakides
chimiokines et des interférons de type 1. Le VDiEépendamment de la 1,25D, peut également paaatien
directe avec des protéines telles que des factrganscription ou des kinases moduler les régonse
cellulaires, y compris la réponse immunitaire Mardale et la mort cellulaire induite par le stréssi et al,
2016)

Les fleches en gras indiquent des actions direlgda 1,25D. Les fleches en pointillé indiqueriidéson du
ligand a ses récepteurs. Les fleches réversibtiguant une interaction protéine-protéine. LesHé&xavec
des lignes doubles indiguent la relation kinasessah

Abréviations : 25D: 25-hydroxyvitamin D; 1,25D: 1,25 dihydroxyaihin D; VDRm/n: membrane or nuclear vitamin D
receptor; CYP27B1/CYP24: cytochromes P450C1/P450ERA2: phospholipase A2; CaMKII: Calcium/ calmoutul
protein kinase II; AA: arachidonic acid; DAG: didglycerol; PLC: phospholipase C; IFN: interferor;R: Toll-like
receptor; PMA: phorbol 12-myristate 13-acetate; Pibtein kinase C; PI3K: phosphatidylinositol 3wkse; Akt:
protein kinase B; IKK: I-_B kinase; MED1; Mediat@omplex Subunit 1; RXR: retinoic acid X receptof,E&1: Avian
Erythroblastosis Virus E26 Oncogene Homolog-1; V8iEamin D stimulatory element; STAT: Signal Transér and
Activator of Transcription; JAK: Janus kinase; Tykrosine kinase; ERK: Extracellular signal Regedhprotein Kinase;
JNK: c-Jun N-terminal Kinase; MCP-1: Monocyte chattiactant protein 1; CAMP: Cathelicidin AntimiciabPeptide;
IFI127L: Interferon, Alpha-Inducible Protein 27 likéF144L: Interferon-Induced Protein 44-Like; ISG1iterferon-
Stimulated Protein, 15 KDa; OAS: 21-51-Oligoadetg/l8ynthetase; RSAD2: Radical S-Adenosyl Methioienain
Containing 2xP» désigne la phosphorylation; «+» indique unelianagion,



osseux, la prolifération et la différenciation o#dires, et d'autres processus tels que la réguolati

immunitaire et les activités antitumorale, antilerat antibactérienne.

[.9 Roles biologiques de la VitD

La 1,25D3 est une hormone hypercalcémiante qui joueble majeur dans leroissance et la

minéralisation osseuse<tlle agit essentiellement a trois niveaux:

* intestinal: elle permet une absorption intestiralerue du calcium alimentaire et secondairement
celle des phosphates. Au niveau de la bordure @ssérdes cellules intestinales, elle augmente
la syntheése du transporteur du calcium (CaTl, Galdransport protein 1), acteur majeur de
I'absorption intestinale du calcium. Dans les deBuntestinales, elle augmente la synthese de la
protéine calbindine qui favorise le transport dicican contre un gradient de concentration entre
les cellules intestinales et le plasma, entraiaassi la diffusion passive des ions phosphates.

e 0SSeux : en réponse a une hypocalcémie, la Vitbeade facon directe la résorption osseuse en
favorisant la différenciation et I'activation desllales souches mésenchymateuses de I'os en
ostéoclastes.

* rénal : 'hormone augmente la réabsorption tubeldin calcium par action directe sur le canal
épithélial calcique (ECaC). Son effet stimulant luréabsorption tubulaire des phosphates est
secondaire a l'inhibition de la sécrétion de PTHvpquée par I'’hypercalcémie associée a
I'administration de VitD. Elle accélere égalememtiansport du calcium et des phosphates par
un mécanisme dépendant de la RTiHun et al. 2019)

A c6té de son action endocrine bien établie damédalation de ’'homéostasie phosphocalcique, la

1,25D synthétisée dans différents types cellulajreexpriment la CYP27B1 et le VDR (se reporter

au tableau 4), possede des actions autocrinesatripes induisant des fonctions physiologiques

telles que des effets immunomodulateurs (détaildéss le paragraphe 11.2), la sécrétion d’insuline e

de rénine, la production d’interleukines et la Bactdie (Chang et al. 2019)

Au niveau des muscles squelettiqueka VitD agitvia le VDR et améliore la fonction, la force et la

récupération musculaire et potentiellement lesgoerédnces physiques et sportives. L'invalidation

du Vvdr chez des souris conduit a des fibres museslde taille plus petite et plus variable ainsaq

un poids corporel et un niveau de coordinationriatés par rapport aux souris de type sauvage,

méme lorsque I'apport de calcium est maintenu paggime spéciadlAbrams, Feldman, and Safran

2018) Des étudem vitro montrent que la 1,25D favorise la prolifératiandlfférenciation et la force

contractile des cellules musculaireme étude portant sur prés de 1 000 patients &@mévidence

une corrélation positive entre les taux sériquedsi® et I'activité physique et la force musculaes

sujets La relation entre les faibles taux circulants dB 25 les troubles du métabolisme musculaire
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Tableau 8. Effets de la Vitamine D sur le systemedio-vasculaire (https://www,vitamined,

net/vitamine-d-et-maladies/

EFFETS DE LAVIT D

CONSEQUENCES

Régulation du systeme réenin
angiotensine-aldostérone

| La VitD régule indirectement la pression sanguinkibe
" la formation de plaques d’athérome et prévientidms
développement de maladies cardiagues.

Lendothélium estune fine couche des cellu
endothéliales se situant sur la partie internevdésseaux

les

Stabilisation et protection desanguins. Lendothélium contribue au processus| de
I'endothélium vasculaire régulation de la pression sanguine, de transfert| de
substances et de préservation de la fluidité saeguia
VitD stabilise I'endothélium et module ses foncgon
Linflammation de la paroi vasculaire constituepl@nt de
Diminution de l'inflammation | départ de nombreuses maladies vasculaires telles| qu
I'athérosclérose
I . . Les cellules spumeuses sont responsables de lichetr
Inhibition de la formation des . : ! N :
des vaisseaux sanguins et participent a la formatela
cellules spumeuses ot 2
plaque d’athérome.
La musculature lisse constitue une composante meajias
vaisseaux. La VitD contribue au renouvellement
Renouvellement de la physiologique ainsi qu'a [Iélasticité optimale des
musculature vasculaire lisse | vaisseaux, Elle agit en prévention de la formatam
thromboses par le biais de la régulation du facteur

tissulaire.

Influence sur les cellules d
muscle cardiaque

uLa VitD est impliquée dans le fonctionnement optiicha
muscle cardiaque.




est documentée dans diverses situations, y coni@riggcupération musculaire, l'atrophie, la
sarcopénie et la cachexigbrams, Feldman, and Safran 2018)

Des données épidémiologiques et expérimentalesesofdaveur d'urrble protecteur de la VitD
contre le cancer Le VDR est exprimé dans la plupart des tissusotanx et les résultats d'études
expérimentalesin vivo et in vitro montrent que la 1,25D inhibe la prolifération uaklre,
l'angiogeneése, linvasion et favorise la différation et l'apoptose des cellules cancéreuses
(Christakos et al. 2016)

La VitD joue aussi umble régulateur de la physiologie cutanéela 1,25D et son récepteur sont
exprimés par les kératinocytes de la couche bakal&pithélium, et la signalisation 1,25D/VDR
influence la prolifération, la différenciation &poptose des kératinocytes et la réponse immraitai
cutané€Christakos et al. 2016)

Des études ont montré qu’une supplémention en Hitiant la grossesse et la petite enfance réduit
le risque de développer dilbéte de type 1Concernant Idiabete de type 2la VitD augmente la
sécrétion d’'insuline et réduit la résistance &slilne(Chun et al. 2019)

La VitD joue un role important au niveau desémté cardiovasculaireen réduisant I'inflammation,

la calcification des vaisseaux et la tension aliér(tableau 8). Des études expérimentales ontnéon
gue la limitation de la signalisation 1,25D /VDRtraine l'augmentation de ['activité rénine
/angiotensine avec hypertension et hypertrophieiague, la réduction de la biodisponibilité de
'oxyde nitrigue vasodilatateur entrainant une m@nrelaxation des vaisseaux sanguins, le
dysfonctionnement des cellules endothéliales, uégulation positive des cytokines pro-
inflammatoires et 'augmentation de la prolifératet de la migration des cellules musculaires isse
vasculairesChun et al. 2019)

La VitD est également un agent protecteur au niviliasystéme nerveux central (SNCgt des
maladies neurodégénératives. Les proprietés netemprices de la VitD, décrites
expérimentalement, permettent chez la personne agess normalisation de la concentration sérique
de VitD, a lutter contre le vieillissement cérébraitamment le déclin cognitif et le risque de rdada
d’Alzheimer. De plus, la VitD joue un rdle neurof@cteur contre la sclérose en plaques et la maladie
de ParkinsoriGil, Plaza-Diaz, and Mesa 2018Dans ce domaine, la VitD exerce simultanément
plusieurs effets qui sont récapitulés dans le tab8

La carence en VitD induit des conséquences néfasteln santé et entraine le développement de
pathologies séveéres. Les pathologies associéemidles taux sériques de 25D sont présentées dans
le tableau 10. La VitD est ainsi considéree comméaateur essentiel pour le maintien d’'un bon état

de santé. Elle affecte, au moins en partie, tdegenctions primordiales de I'organisme.
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Tableau 9. Effets de la VitD sur la santé neuronaléhtips://www,vitamined,net/vitamine-d-et-

maladies/)

EFFETS DE LAVITD

CONSEQUENCES

Régulation de la synthese de
neurotransmetteurs

Les neurotransmetteurs sont les messagers du s
nerveux central. La VitD est essentielle a la difbm de

ces signaux qui influencent 'humeur et les cagaci

cognitives.

5t

Régulation de I'homéostasie du
calcium intracellulaire

Le calcium est un messager cellulaire essentieVitid
joue un rdle prépondérant dans le processus desdiff
de ce signal cellulaire.

Régulation de la réponse anti-
oxydante (glutathion)

La vitD participe a la protection des nerfs conles
dommages oxydatifs.

Réduction de I'inflammation des
nerfs et du cerveau

La vitD contribue a la protection des nerfs et a
préservation de la santé nerveuse.

Régulation de la production
de neurotrophines

Les neurotrophines préservent les connexions nal@®rn
La vitD est ainsi essentielle a la constructionaeta

préservation des connexions neuronales.

em



Il LE SYSTEME IMMUNITAIRE

Le systeme immunitaire (SI) assure la défense dmydhisme face a de multiples situations
d’agression telles que les maladies infectieusss trnsformations néoplasiques, les pathologies
auto-immunes, les allergies.

Dans cette partie, nous détaillerons la physioldgi&| notamment la vigilance anti-tumorale. Nous
aborderons ensuite I'impact de la VitD, I'obésitéactivité physique sur 'immunité tumorale en se

référant aux études épidémiologiques et expérinemnta

1.1 IMMUNITE INNEE ET IMMUNITE ADAPTATIVE

Le Sl se difféerencie en deux composantes, 'imn&uimhée de réponse rapide et non spécifique et
limmunité adaptative de réponse plus lente maécisipjue, mettant en jeu des types cellulaires
spécifiques (Figure 9)Abbas et al. 2017)Ces deux composantes interagissent : le systenge i
recrute des effecteurs spécifiques de l'antigéneydteme adaptatif en les attirant vers le site
d'infection/lésion et en transportant l'antigenesves tissus lymphoides, induisant I'activatios de

cellules effectrices adaptatives.

1.1.1  L'immunité innée

Le Sl inné est acquis dés le premier jour de lasasice. Ses composants sont constamment présents
dans les organes et les tissus préts a défendgafieme contre les agressions. Il répond trés
rapidement aux agents pathogenes et aux blesgtiggsd 10).Cette réponse immunitaire innée
s’avere spécifique de par la mise en jeu de réaeptde reconnaissance spécifiques (PR&tern
recognition receptors) et par le développementealmmémoire, conduisant & une augmentation des
réponses aux infections ultérieures. Cette ménmmineunologique innée dépend principalement des
cellules NK (Natural Killer) et des macrophagesj ptotégent d’'une ré-infection de maniere
indépendante des lymphocytes TiiBera Romo, Perez-Martinez, and Castillo Ferred @0 Le
développement de cette mémoire cellulaire implidee changements épigénétiques basés sur des
méthylations et/ou acétylations qui conduisent @ teprogrammation fonctionnelle permettant la
réactivation cellulaire lors d'une stimulation sedaire. Les PRR exprimés par les cellules du
systeme inné reconnaissent des motifs moléculpaesculiers associés aux agents pathogenes
(Pathogen Associated Molecular Patterns BAMPS) ou aux cellules endommagé&amage-
Associated Molecular Patterrmai DAMP) (Riera Romo, Perez-Martinez, and Castillo FerreL@))

Les PRR, exprimés par la lignée germinale, sontemaent conservés et d’une diversité limitée. Ces

PRR contribuent a plusieurs fonctions telles quadaalisation intracellulaire, I'opsonisation, la
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Tableau 10. Effets indésirables sur la santé asséside maniere significative a un faible taux
sérique de 25 (OH) D(Chang et al, 2019)

PROBLEMES DE SANTE LIES AU STATUT DEFICIENT EN VIT 25D
Faible densité osseuse Obésité
Fracture de la hanche Résistance a l'insuline
Fracture non vertébrale Diabete de type 1 et 2
Crise cardiaque Hypertension
Accouchement prémature Accident vasculaire cérébral
Dysfonctionnement neurocognitif Faiblesse musculaire
Inflammation / infection Maladies auto-immunes
Sclérose en plagues Parkinson




chimiotaxie et I'endocytose (Figure 10). Trois sksde PRR sont identifiées a I'heure actuelle :

- les récepteurs de type Toll (TLR),

- les membres de la famille des RLRefinoic acid-inducible gene (RIG)-I-Like Receptor

- les récepteurs de type NOD (NLRucleotide Oligomerization DomaReceptor).

L'activation de ces récepteurs, par interactiorc @es molécules du « non-soi », déclenche des voies
de transduction intracellulaire qui conduisent arizduction de cytokines tels que l'interféron (JFN

le facteur de nécrose tumorale (TNF) et l'interieekL (IL-1) (Dempsey, Vaidya, and Cheng 2003)
Une autre molécule récemment identifiee, denomméNG (Stimulator of Interferon gene), joue
un réle central dans la détection de I'ADN doubi@ bytosolique. L’activation de STING induit
également I'expression d'interférons de type leegéhes co-régulés dans la réponse immunitaire
innée contre les pathogén@sbbas et al. 2017 L'immunité innée intégre une barriere chimique et

meécanique et une barriere cellulaire détailléezpees.

[1.1.1.i Barriere chimique et mécanique

Les barrieres mécaniques superficielles, constitigeprincipal mécanisme de l'immunité innée qui
empéche la propagation des pathogenes. La pe# matcipale barriere protectrice composée de
couches épithéliales stratifiees avec des joncBenges et des protéines structurales qui fowmiss
une protection mécanique, empéchant la perte é@ehnfiltration d'agents pathogenes, en plus de
fonctions sensorielles et excrétrices. La peauieontieux zones multicouches : le derme (couche
interne) et I'épiderme (couche externe) qui estamact direct avec les facteurs environnementaux
et les pathogenes. La peau est constamment &édphr des sécrétions qui maintiennent l'intégrité
épidermique et I'nydratation et qui ont des prdapsa@antimicrobiennes. Ces sécrétions sont enrichies
en agents microbicides, telles que le lysozyme®ipkptides antimicrobiens (AMP, antimicrobial

peptides), qui sont des éléments importants défende immunitaire innéébbas et al. 2017)

I.1.1.ii Barriere cellulaire

La barriere cellulaire met en jeu plusieurs typesellules immuno-compétentes :

* Les phagocytespeuvent reconnaitre de maniére non spécifiquedenta pathogénes (a
l'aide des PRR), et les détruire chimiquement. éstrdction se produit par la fusion d'une vacuole
d’endocytose contenant le pathogene avec des gmaremplis de métabolites toxiques, de peptides
antimicrobiens et/ou de protéases a sérine quiréimh directement le microbe. Un autre mécanisme
phagocytaire est la production d'espéces réaatigdoxygene (ROS: Reactive Oxygen Species) et
de l'azote (RNS: Reactive Nitrogen Species). Cex deies sont médiées respectivement par la
NADPH oxydase générant I'anion superoxyde (O2-pat I'oxyde nitrique synthase inductible

(INOS) générant I'oxyde nitrique (NO). Ces espeaéestives se recombinent spontanément avec
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Figure 9. Chronologie de I'immunité innée et adaptive

L'immunité innée est la premiére ligne de défemsgiétrés rapidement contre l'infection et l'edtéon
des cellules. Les effecteurs de 'immunité innéévant I'immunité adaptative qui se développe plus
lentement mais fournit une réponse immunitaire ppécifique(Abbas et al. Cellular and Molecular
Immunology)



d'autres molécules pour produire des radicaux dibéactifs attaquant et détruisant le pathogene
ingéré. Cette phagocytose se déclenche lorsquigalgocyte recoit des signaux d'activation d'autres
cellules immunitairesCederlund, Gudmundsson, and Agerberth 20L&)phagocytose peut étre
renforcée par I'opsonisation d'anticorps ou dugfacC3b du complément qui, en se liant a la surface
de l'agent pathogene, constituent un signal pour dellules phagocytaires. Certains agents
pathogenes échappent a la phagocytose en résitiatéréeur des cellules infectées. Ces pathogenes
ne peuvent étre tués que par l'apoptose des celhflectées initiée par les cellules NK ou par des
composants du Sl adaptatif comme les lymphocytegaxiques (Tc)Abbas et al. 2017)

* Les macrophagessont des cellules phagocytaires présentatricesigéares présentes dans
'organisme sous deux types: les macrophages mésdbns les tissus et ceux issus de la moelle
osseuse circulant dans le sang (ou monocyteskantirecrutés dans les tissus en cas d’infection.
Ces deux types de macrophages ont une origineg¢uglappement et des fonctions distincts. Les
macrophages résidant dans les tissus présentenphdemtypes spécifiques selon le site : par
exemple, la microglie dans le cerveau, les celldlesKupffer dans le foie, les macrophages
alvéolaires dans le poumon et les macrophagesopédtix dans lintestin. Ces macrophages
proviennent probablement de précurseurs embryasairsont maintenus par auto-renouvellement
(Manel 2019) En cas d’infectionles monocytes circulants sont recrutés et transsrmn
macrophages matures au niveau du tissu lésé ens@pmix cytokines et chimiokines libérées lors
de l'inflammation (Abbas et al. 2017)Selon le micro-environnement, les macrophages son
différenciés en macrophages de phénotype M1 ouRyiRi(e 11).

Les macrophages M1 par leurs propriétés pro-inflammatoires partinip@ la résolution des
infections et par leurs activités anti-tumoralegeiiviennent dans la vigilance anti-tumorale. Hatef
ces macrophages reconnaissent les PAM®&s TLR exprimés a leur surface, ce qui active des
facteurs de transcription (par ex. I'lFN de typet le facteur nucléaire kappa B (I¥B) et initie la
réponse inflammatoire. Ces macrophages M1, pdet'efe cytokines secrétées par les cellules T
helper 1 (Th1) comme I'lFNy, libérent des cytokines pro-inflammatoires (parlext, IL-6, IL-12,
IL-23 et TNFo) et des chimiokines de type 1 [par ex. CXCL9 eGLX0 (C-X-C motif) ligand 9 et
10)] qui favorisent le recrutement des macrophagegs T@our éliminer I'agent pathogene (Figure
11) (Sousa et al. 2015)

Lesmacrophages M2sont divisés en 3 sous-phénotypes : M2a, M2b et. M&s macrophages M2a
résultent des stimuli IL-4 ou IL-13 et liberent degokines de remodelage de la matrice. Les
macrophages M2b, provenant de la reconnaissancendglexes immuns en combinaison avec des
stimuli IL-1B ou LPS (lipopolysaccharides), sont impliqués darcatrisation des plaies et jouent
un réle pro-tumoral. Les macrophages M2c immunosggeurs découlent de stimuli variés : IL-10,

TGF{ (transforming growth factof), glucocorticoides ou environnement riche en cexgs
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Figure 10. Vue intégrative de l'immunité innée

lllustration schématique des principaux systemegédense innés en situation physiologigdera
Romo et al. 2016)



immuns (Figure 11). Ces macrophages M2c secretefilLdl0 et d'autres facteurs de remodelage
de la matrice tels que des métalloprotéinases (MNM&) macrophages M2 produisent de grandes
guantités de cytokines anti-inflammatoires tellas 4IL-10 et des chimiokines [CCL17, CCL22 et
CCL24 (C-C Motif Chemokine Ligand)sousa et al. 2015)

Par leur capacité sécrétoire, les macrophagesilooairt a la différenciation et a I'activation d'eas
cellules immunitaires. Comme les cellules dendriig (DC), ce sont des cellules présentatrices
d'antigéne (CPA) qui interagissent avec les cdllilele la réponse immunitaire adaptativie et al.
2011)

* Les polynucléaires neutrophilescirculants sont impliqués dans la phagocytosequetdl|s
quittent par diapédése la circulation sanguinedexpent pour gagnée site de l'infection afin de
phagocyter les agents pathogenes. lIs jouent égatenm role dans l'initiation de l'inflammation par
la production de cytokines pro-inflammatoires teligue le TNFe, I'lL-1p, G-CSF ¢ranulocyte
colony-stimulating factgret GM-CSF granulocyte/macrophage colony-stimulating fagtgkbbas
et al. 2017)

* Le systeme du complémenfjoue un réle essentiel dans la défense de I'hédes de
processus inflammatoire, dans la régénération idsgst et autres processus physiologiques. Il est
constitué de plus de 30 protéines qui sont présestit sous forme soluble dans le sang, soit sous
forme associées a la membrane ; la plupart sorgythesgénes inactifs qui sont par la suite clivés et
activés séquentiellement. L’élément central detias voies est la molécule C3, qui est la protéine
du complément la plus abondante que I'on trouvesdansang et dont l'activation engendre la
formation des facteurs C3a, C3b, et Chabas et al. 2017’activation du complément s’effectue
selon trois voies différentes en fonction de lairatle 'agent pathogéne impliqué : la voie classijq
la voie des lectines, et la voie alternative. Lespdylatoxines C3a et C5a induisent une multitwede d
réponses cellulaires qui vont de la chimio-attrach 'apoptose. L’activation du complément aboutit
a I'opsonisation de I'agent pathogene, ce qui faeofattraction chimiotactique des phagocytes et
conduit a I'élimination du pathogéne par phagoaytddle conduit aussi a la formation du Complexe
d’'attaque terminal (MAC) qui entraine la lyse osiquoé¢ de l'agent pathogene. Le systeme du
complément contribue de plus au Sl adaptatif etriment dans la régulation de la réponse
immunitaire des lymphocytes B et T.

* Les cellules NK sont des cellules qui reconnaissent les cellulagressées » et sont
capables de les lyser directement (cytolyse). bHales « agressées » sont soit des cellules édect
soit des cellules dont 'ADN est endommagé ou médélles que les cellules néoplasiques. Ainsi,
les cellules NK éliminent les cellules endommagéesmalignes ou infectées. Les cellules NK
produisent de I'INFy, cytokine qui active les macrophages et les @dldu Sl adaptatiRiera Romo,

Pérez-Martinez, and Castillo Ferrer 2016)
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Figure 11. Polarisation macrophagique

A. La polarisation des macrophages en phénotypenMtrophages activés classiquement). L'INF-

vy induit une augmentation de I'expression des réweptde type TOLL (TLR) de sorte qu'en présence
d'agents pathogénes, ces macrophages acquierephéamotype M1 libérant des cytokines, en

particulier I'lL-12 et IL-23.

B. Polarisation des macrophages M2 par leurs stineglectifs. Les macrophages M2a sont des
macrophages activés par I'lL-4 et I'lL-13. En pnésede complexes immuns et de ligands TLR, les
macrophages sont polarisés en un phénotype M2lphéwotypes M2a et M2b ont une fonction anti-

inflammatoire et des propriétés pro-tumorales. Eés@nce de glucocorticoides et d'IL-10, les

macrophages sont polarisés en macrophages M2amtjune activité immunosuppressigebeid et

al. 2013)



[1.1.2 L'immunité adaptative

Les acteurs cellulaires du S| adaptatif sont legplyocytes T (LT) et B (LB). Selon le type de cedlul
impliquée, il existe deux types de réponse immineita'immunité humorale médiée par les cellules
B et 'immunité cellulaire par les cellules T. Q'és systéme inné et la structure de l'antigéne qui
déterminent la nature et I'ampleur de la répongeunitaire (Figure 12)Abbas et al. 2017, Kumar
2018)
Si la réponse immunitaire innée ne réussit pasvarar le pathogene, la réponse adaptative entre en
jeu. Les antigenes, qui déclenchent la réponse mitaite adaptative, sont présentés aux
lymphocytes B ou T par les macrophages ou leslesltiendritiques (DC}oit au site de l'infection,
soit dans les organes lymphoides (Figure 12). ledlsles du systeme adaptatif, de par la grande
diversité de leurs récepteurs, peuvent discrimilesrantigénes trés similaires sur le plan struictura
Cette diversité est fournie par la recombinaisomatamue V(D)J qui permet de créer une grande
diversité de récepteurs des cellules T et dimmioimgdines nécessaires a la reconnaissance de
immense variété des antigenes étrangers (FigdreClest un phénomene clé dans la défense contre
les pathogénes bactériens, viraux et parasitaires.
Le S| adaptatif est de plus en mesure de fairaskndtion entre le « soi », le « non soi » (agent
pathogene) et le « soi altéré » (cellule transfejneune maniére tres spécifique. En effet, les
lymphocytes passent par une étape de maturatiofeuguconfére la capacité d’étre rendus tolérants
vis-a-vis du soi, accompagné de deux étapes detisél@vant leur libération dans la circulation :

- unesélection positivepermet de conserver seulement les lymphocytes spdlattaquer les

antigénes du non soi et du soi altére,
- unesélection négativgpermet la destruction des lymphocytes qui s’attajaax cellules de
I'organisme.

Une autre caractéristique importante du systemetatifaest I'expansion clonale, qui permet la
prolifération d’un clone de lymphocytes spécifiquisn antigene donné, suivie de la contraction,
c’est-a-dire la disparition d’'une partie des cefubénérées s’accompagnant de la persistance de
lymphocytes mémoire. Le développement des cellahgsnoire est crucial pour obtenir une
protection durable aprés la premiére infectionparlgent pathogéne inconfubbas et al. 2017,
Kumar 2018)

11.1.2.i Immunité a médiation humorale

Les effecteurs de la réponse immunitaire humo@eles LB qui sécrétent des anticorps suite a leur
activation et leur différenciation en plasmocytess anticorps sont des immunoglobulines (IgM,
lgG, IgA, IgE) qui circulent dans le plasma pourlg® aux agents pathogénes. Les anticorps

inactivent les toxines microbiennes en bloquant li@ison aux cellules hétes (neutralisation).sks

21



Figure 12. Vue générale des fonctions effectricesi @ystéeme immunitaire adaptatif(Abbas et
al. Cellular and Molecular Immunology).



lient également aux agents pathogenes pour sexvimatqueurs pour les cellules immunitaires afin
de déclencher la phagocytose (opsonisation) oueadg systeme du complément (Figure 14).

Pour activer les LB, la participation des cellulesawuxiliaires (Th) est nécessaire. Les cellules Th
contrblent également le changement d’isotypdavi@combinaison somatique. En conséquence, les
cellules B produisent une autre classe d'antic@psi est nécessaire pour interagir avec diffésente
cellules immunitaires ou molécules effectrices gaarsire I'affinité / spécificité pour l'antigéneed.

LB peuvent également servir de CPA pour les cdl@ié®bbas et al. 2017)

[1.1.2.ii Immunité a médiation cellulaire

Les lymphocytes T nécessitent plusieurs signauxstdaulation délivrés par les CPA, DC et
macrophages pour étre activés (Figure 15). Le mmesignal implique un complexe peptide-CMH
(Complexe majeur d'histocompatibilité) présent augace des CPA et le TCR. Ce premier signal
est insuffisant pour assurer une activation coreglés LT. Alors, un deuxiéme signal appelé « signal
de co-stimulation » est nécessaire. Il impliquetéraction des molécules de la famille B7 : CD80
(B7-1) et CD86 (B7-2) exprimées par les CPA acsvaeec le récepteur CD28 exprimé par les LT.
Cette interaction CD28/CD80 ou CD86 aboutit a lanfation de la « synapse immunologique » au
centre de laquelle se trouve le TCR lié au CMHeatpériphérie, les molécules de co-stimulation
(CD80 et CD86) et d’adhésion (Intercellular Adhesidolecule 1/Lymphocyte Function-Associated
Antigen-1 [ICAM-1/LFA-1] et LFA-3/CD2) (Figure 15)Galaine, Godet, and Adotevi 201&es

DC se caractérisent par leur flexibilité fonctiol@e pour répondre aux « changements
inflammatoires » de leur environnement. Le Sl ifoérnit des signaux (chimiokines et cytokines)
pour attirer et maintenir un pool de DC sur le Bifammatoire qui ingerent les antigenes étrangers
les transportent vers les ganglions lymphatiquelesl présentent aux cellules T spécifiques de
I'antigéne. Au cours de ce processus, les DC siiides changements phénotypiques et fonctionnels
tels que la diminution de linternalisation de tigene, I'expression des molécules du complexe
majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe | etdllla surface cellulaire, l'augmentation de
I'expression des molécules co-stimulantes, I'espragsies molécules d'adhésion et des récepteurs de
chimiokines, la sécrétion de chimiokines, de cyteki et de protéases et des changements
morphologiques comme la formation de dendritesufieidL6). Ainsi, les DC évoluent d'une cellule
immature capturant I'antigéne a une cellule mgtoésentant I'antigene. Ce processus de maturation
des cellules DC est essentiel pour la régulatiohogentation de la réponse immunitaire vers la
tolérance des lymphocytes T ou vers l'activatidf@enciation des lymphocytes T en Thl ou Th2
(Raphael 2015, Abbas et al. 2017)

Les cellules T sont les éléments clés de I'immuadaptative. Les deux principales lignées de asdlul

Tsontles T+ etles ¥d.Les Ta= comprennent les cellules Th et Tc qui reconnatdsesrantigénes
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Figure 13. Sélection clonale et Recombinaison V(D)J

A) Chaque lymphocyte exprime un récepteur uniquepgut se lier spécifiguement a une fraction
de morceaux de protéines étrangéres, ou « antigehes lymphocytes reconnaissant des agents
pathogenes proliférent, fournissant au corps undgreembre de cellules et anticorps spécialisés
dans la lutte contre I'infection et forment la bade I'immunité adaptative.

B) Chaque récepteur unique résulte de I'édition aiégatde I'’ADN lors du développement des
lymphocytes. Trois segments appelés V, D et Jmdmiparmi une liste de modeles encodés dans
la souche de I'ADN et collés ensemble. Des élinidmest et ajouts de paires de bases aléatoires
viennent compléter le processiisora 2017)



présentés par CMH et sont caractérisées par lesm®cepteurs de surface CD4 ou CDS,
respectivement. Les cellulegdTsont des cellules CD3+ qui ne reconnaissent gaariggenes liés

au CMH et expriment rarement les co-récepteurs &@D8(Abbas et al. 2017Les Tyd expriment

un TCR constitué de sous-unitéstd alors que lesd- construisent leur TCR avec des sous-unités
a et . Les TCRyd ne présentent pas autant de diversités que lesaF CRNéanmoins, les cellules
Ty fournissent des spécificités antigéniques unigieemblent étre pré-activées, ce qui rend leurs
réponses tres rapides. Leg Tésident principalement dans la peau et les tiégitséliaux (dans les
poumons, lintestin, etc.) et contribuent a la ré&g@ immunitaire contre les infections, la
transformation cellulaire (cancer) et les Iésiaasulaires. Dans le sang et les organes lymphoides,
ils ne représentent qu'un petit pourcentage dudetacellules T. La principale lignée de lymphesyt

T est constituée de lymphocyteg-T (Knochelmann 2018)

Les T CD4+ reconnaissent les antigenes présentésssmolécules du CMH de classe Il présentés
par les CPA/DC. A partir de cellules T CD4 + naiveplusieurs sous-types cellulaires
fonctionnellement distincts peuvent se développaltules T auxiliaires Thl, Th2, Th9, Th1l7, Th22,
folliculaires (Tfh) et cellules T régulatrices inths/périphériques (iTreg/pTreg) (Figure 17). Les
cellules Treg naturelles (nTreg ou tTreg) appantam également aux cellules T CD4+, mais ne se
différencient pas des cellules T naives périphésget se développent indépendamment dans le
thymus. Les LT CD4+ ont diverses fonctions et lesosis-types different par I'expression des
molécules de surface, leur signature moléculaiaet€lirs de transcription) et la production de
cytokinegRiera Romo, Pérez-Martinez, and Castillo Ferret @0

Le réle principal deshl est d'aider a éliminer les agents pathogéenesailudaires. L'IFNy produit

par les Thl est crucial pour activer les phagocigessque les macrophages mais aussi les cellules
microgliales facilitant I'activité phagocytaire. 4&h1l sécretent également de I'lL-2 qui favorise la
survie et l'activation des nTreg mais aussi laif@n@tion des T CD8+ et leur différenciation en Tc.
La réponse immunitaire médiée par les cellules&dtdrientée vers les parasites extracellulaires. D
plus, elles jouent un role dans les maladies atlaes et I'asthme (Figure 1@ nochelmann et al.
2018) LesTh2 produisent plusieurs cytokines avec des foncteffectrices différentes telles que
liL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-10, IL-15 et I'amphieguline. L'IL-4, par exemple, déclenche une
inflammation allergique et accroit la productioriLeéd et de GM-CSF,deux cytokines pro-
inflammatoires. En revanche, I'lL-10 inhibe la répe immunitaire Thi(Figure 17)Kumar 2018)
L'immunité favorisée par les celluleBhl7 agit contre les bactéries extracellulaires et les
champignons. Elles produisent I'lL-17 qui déclentzheécrétion de cytokines pro-inflammatoires,
comme I'lL-6, I'lL-1 et le TNE, et des chimiokines qui recrutent d'autres cedlitemunitaires sur

le site inflammatoire. Les cellules Th1l7 sont \@glpour la défense de I'hbte contre les agents
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(a) Neutralization Antibodies prevent a virus or toxic protein (b) Opsonization A pathogen tagged by antibodies is consumed
from binding their target. by a macrophage or neutrophil.

Antibody
\\\ 4 k Macrophage
! ‘( ¢ \\ /

Diptheria toxin Pathogen

(c) Complement activation Antibodies attached to the surface
of a pathogen cell activate the complement system.

Pores formed
by complement

Figure 14. Réponse a médiation humorale

Les anticorps peuvent inhiber linfection en (ajmpéchant l'antigene de se lier a sa cible
(neutralisation), (b) en marquant un pathogéne pautestruction par des macrophages ou des
neutrophiles  (opsonisation), ou (c) en activant laascade du complément.
(https://courses.lumenlearning.com/wm-biology2/cbedpntibody-function$/




pathogenes, mais sont également impliquées dansleslies auto-immunes et le cancer (Figure 17)
(Knochelmann et al. 2018)

La principale caractéristique des cellulegg est la suppression de la réponse immunitaire pour
eviter des Iésions tissulaires importantes et limtie@ de la tolérance immunologique pour contrdler
l'auto-immunité. Les Treg régulent les réponses umitaires par quatre mécanismes majeurs: (i) la
sécrétion de cytokines inhibitrices telles que-IM, I'lL-35 et le TGRS ; (ii) la cytolyse directe des
cellules cibles par la sécrétion de granzyme-Agrdazyme-B et de perforine ; (iii) la privationld'|

2 due a une forte affinité pour le CD25 (réceptli-2) ; (iv) la modulation de la maturation et/ou
de la fonction de DC qui permet l'activation desyphocytes T effecteursknochelmann 2018;
Laplagne et al. 2019)

Plus récemment, les cellules Th9, Th22 et Tfh ¢é@tdécrites comme des populations auxiliaires
distinctes. La nature des cytokines de programmagtodes facteurs de transcription de ces sous-
populations est encore débattue. Les cellllesproduisent de I'lL-9 qui recrute les lymphocytés e
les mastocytes comme effecteurs. Les celllil®2 sont polarisées par IL-6 et TNFpour sécréter
I'lL-22 et semblent aggraver le psoriasis chezlasents. Les cellulesfh sécretent de I'lL-21 pour

le développement des cellules B dans les centresimggifs, ainsi que de I'lFN-et de I'lL-4 pour
faciliter le changement de classe des immunoglobsides cellules B en IgG et IgE dans le follicule
lymphoide. Elles sécretent également de I'lL-Hfguorise la formation des cellules B mémoire et la
différenciation des cellules plasmocytairddgure 17)(Zhang et al. 2013; Abbas et al 2017;
Knochelmann 2018)Ces cellules T CD4+ dites auxiliaires ou régutas peuvent pour certaines
d’entre elles avoir une activité cytotoxique dieesimilaire a celle des Tc.

Ainsi, les cellules T CD4+ semblent coordonneréigonse immunitaire contre de nombreux agents
pathogenes différents et réguler sa durée et densité. De plus, elles jouent un réle dans la
formation des cellules T mémoire. Il est évident gjabsence ou le dysfonctionnement des cellules
T CD4+ conduit a diverses maladies infectieuseaua-immunesAbbas et al. 2017)

Les cellules T CD8+ se différencient principalementTc aprés leur activation, ce sont les cellules
tueuses les plus efficaces de la réponse immumitaitulaire (Figure 18). Les Tc reconnaissent les
antigénes présentés sur les molécules du CMH dseclaexprimés par presque toutes les cellules
nucléées en particulier lors d'une inflammationdeatruction par les Tc activés se fait directement
par 'engagement des récepteurs de mort (Fas; TRAE-R1) sur les ligands respectifs des cellules
cibles, ou par la libération de granules cytotoggaontenant des granzymes et de la perforine. Cela
conduit a lI'apoptose de la cellule infectée ou emdagée. Les Tc agissent également indirectement
par la production de cytokines comme I'liFNet le TNFe qui activent les phagocytes et stimulent
leur capacité de phagocytoSeaniuchi 2018)
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Cellule dendritique

ICAM-1

Lymphocyte T CD4 ou CD8

Figure 15. Activation lymphocytaire T : la synapsemmunologique

L’activation des lymphocytes T (LT) nécessite pduss signaux transmis par les cellules
dendritigues matures (CD). Isignal 1 correspond a l'interaction du réceptew Id€ (TCR) avec

les molécules du complexe majeur d’histocompatébilCMH) exprimées a la surfades DC. Le
signal 2 dit de co-stimulation désigne l'interantidu récepteur CD28 présent sur les LT avec ses
ligands CD80 et CD86 exprimés par les CIks interactions entre CD-LT sont stabilisées a la
périphérie de la synapse immunologique par descul@é d’adhésion comme LFA-3/CD2 et ICAM-
1/LFA-1. (Galaine et al. 2016)



.2 IMMUNITE TUMORALE

Le tissu tumoral est composée d'une populationhédérogene de cellules cancéreuses, ainsi que
d'une grande variété de cellules hétes résidentemfiirantes, de protéines de la matrice
extracellulaire et de protéines sécrétéees, ledonstituant le micro-environnement tumoral (TME).
La composition cellulaire du TME est trés variablgoeut inclure presque tous les types de cellules
immunitaires (Tableau 11) tels que lymphocytes Tife macrophages, cellules NK, cellules
dendritiques (DC), lymphocytes B et mastocytes {f€@gl9), ainsi que fibroblastes, adipocytes,
cellules neuroendocrines, endothéliales et mésemateyises (B. Wang et al. 2020).

La réponse immunitaire au cancer (cancer immunioggliest un processus par lequel le Sl peut a la
fois éradiquer ou favoriser le développement deulaeur (Figure 20). Il existe trois phases
essentielles dans ce processus : élimination, iBrpiilet évasion. Initialement les réponses
immunitaires innées et adaptatives sont en mesu@adtrdler la croissance tumorale. Dans cette
phase d'élimination, la réponse inflammatoire aigé&enchée par les "signaux de danger" associés
a la cellule transformée initie la sécrétion dekiytes pro-inflammatoires (notamment IL-12 et IFN-
y) et la reconnaissance et la destruction de céslelpar le Sl inné (NK, DC et macrophages)
(Binnewies et al. 2018Puis les DC présentent les antigenes tumoraagti@ent les Thl et Tc qui
migrent alors vers le site tumoral pour favorisedéstruction. A ce stade, les cellules cancéreuses
sont soit complétement éradiquées soit des vasadi@nales résistantes se développent. Ces
variantes clonales peuvent développer une résestancréduisant leur immunogénicité et/ou en
sécrétant des facteurs immunosuppresseurs. Au deurette phase d'équilibre, si les réponses
immunitaires sont incapables d'éliminer les ceduteuvellement transformées, alors la phase
d’évasion immunitaire est atteinte conduisant atebigpement tumoradBarriga et al. 2019)

Au cours de la phase d’évasion, la composante intaitendu TME est modifiée pour soutenir et
favoriser le développement de la tumeur tout erpsoq@ant la cytotoxicité médiée par les cellules
immuno-compétentes. Ces cellules participent ainga progression tumorale en favorisant la

croissance et l'invasion tumordleaplagne et al. 2019)

Différents points de contréle immunitaires sontraxgs a la fois sur les cellules immunitaires &t su
les cellules tumorales [tels que Cytotoxic T lymgyte-associated protein 4 (CTLA-4), Programmed
cell death protein 1/son récepteur (PD-1/PD-L1dpleamine 2,3-dioxygenase (IDO) et les membres
de siglecs de type CD33 (Sialic acid-binding imnglobulin-type lectins, siglec-7 et siglec-9)].
Plusieurs mécanismes peuvent inhiber la réponseaunitaire antitumorale par I'expression de ces
points de contréle immunitaires alors que leur egpion sur les cellules tumorales peut étre induite

par des voies oncogénes, comme la voie JAK/STATZadivant ces voies inhibitrices, les cellules
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Figure 16. Maturation des cellules dendritiques eméponse a l'agent pathogéne

La cellule dendritique immature interagit avec umigene, traite les protéines antigéniques,
augmente I'expression des molécules du CMH deeclbssdes co-stimulateurs, modifie I'expression
des récepteurs de chimiokines, puis migre verie zles lymphocytes T au niveau du ganglion
lymphatique, et présente des peptides a la celllleCD4 + avec le TCR approprié.
https://oncohemakey.com/activation-and-functiot-oélls/




cancéreuses peuvent échapper a l'attaque degsettuhunitaires et induire I'anergie ou l'apoptose

des lymphocytes Thl et TEertucci and Goncalves 2017; Laplagne et al. 2019)

11.2.1 Points de contréle immunitaires et cancer mammaire

Dans le cancer mammaire, les mécanismes d'échappeoraprennent une expression réduite du
CMH-I et/ou des molécules co-stimulantes et uneesgion accrue de facteurs immunosuppresseurs
qui jouent un réle majeur dans la progression cicea Les points de controle immunitaires des
voies inhibitrices sont cruciaux pour que le Sl mianhne sa tolérance et module les réponses
immunitaires afin de minimiser les lésions. Lesnpoide contrble immunitaires (tels que CTLA4,
PD-1/ PD-L1, IDO et Siglec-9) sont déclenchés pw idteractions ligand-récepteur et peuvent étre
blogués par des anticorps ou modulés par des foremsnbinantes de ligands ou de récepteurs
(Emens 2018, Nagarajan et al. 2019)

* La protéine 4,associée aux Tc (CTLA-4 ou CD152) et expriméesaittace des LT actives
et d'une sous-population de Treg, fonctionne comngmolécule de point de contrdle immunitaire
qui supprime I'activité des LT et inhibe la réporsssi-tumorale (Figure 21Barriga et al. 2019)
CTLA-4 interagit avec les marqueurs de stimulatimmunitaire CD80 et CD86 des DC ce qui
entraine l'activation des DC et des LTh/Tc. Lesdgl{CD4+ Foxp3+) sont capables de bloquer cette
interaction entrainant une diminution de l'activatides DC, I'inhibition de la production de cytasn
(IL-2), l'arrét du cycle des LT et la suppressi@nla prolifération des Tc. Les cellules cancéreuses
s’échappent également du\B4 I'expression de CTLA-4 sur leur surfade.vitro, la co-culture de
DC humaines et d’'une lignée tumorale du sein CThAadentrainé une diminution de I'expression
du CMH de classe Il et des molécules costimular{GD40, CD80, CD83, CD86) sur la surface des
DC qui sont devenues ainsi incapables d’activecddisles T(Rowshanravan, Halliday, and Sansom
2018)

* La protéine 1 demort cellulaire programmée (PD-1 CD279), homologue au CD28, est
une molécule inhibitrice de signalisation immuniaiPD-1 est exprimée par les LT circulants une
fois activés (Figure 21). PD-1 est également ex@eipar les NK activées, les LB, les monocytes, les
DC, les cellules myéloides et les thymocytestes et al. 2018)Les ligands (L) de PD-1, PD-L1
(B7-H1, CD274) et PD-L2 (B7-DC, CD273), sont expgspar les DC et les monocytes. L'interaction
entre PD-1 et ses ligands PD-L1 ou PD-L2 conduina diminution de l'activité des LT et son
expression est associée a un mauvais pronostis Batancer du sein, le PD-L1 est surexprimé,
induisant la suppression de l'infiltration des Land la tumeur ce qui résulte en la surexpression de
Ki-67+ (marqueur de prolifération) et favorise lagtastases. De plus, I'analyse de I'expression de
PD-L1 dans les lignées cellulaires du cancer do gaenontré une expression plus élevée dans les

lignées cellulaires basales et mésenchymateusesgamsdes lignées luminales. Les tumeurs du sein
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Figure 17. Différenciation et fonctions des cellukeCD4+

Les cellules T CD4+ se différencient en fonctios dgtokines présentes dans leur environnement.
Sous l'influence de I'lL-2 et du TGE-les cellules Treg se développent et exprimentdeteurs de
transcription STAT5 et Foxp3 et les cytokines TBEt IL-10. L'IL-12 induit le développement des
cellules Thl et favorise la réponse immunitairepe@ésence d'IFN; STAT4, T-bet et L&. La
différenciation des cellules Th2 est induite pidr4 notamment en situation d’allergie ou d'asthme.
La différenciation en Th17 se produit en présenc@ @Ff, de I'lL-6 et de I'lL-21. L'IL-B et I'IL-

23 favorisent la stabilisation des cellules Thli@daat I'expansion clonale. Lors de la différenomati
les cellules Th17 sont le plus souvent identifig@sleur expression de R@et STAT3. Les cellules
Th9, Th22 et Tfth ont été récemment décrites, etfdeseurs de transcription contrélant leur
différenciation restent discut€siera Romo et al. 2016)



présentant une expression accrue de PD-L1 sontudenpauvais pronostic : grande taille de la
tumeur, grade élevé, taux de prolifération élevésamis-types moléculaires agressifs (basaux et
enrichis en ERBB2)Schiitz et al. 2017; Bertucci and Goncalves 2017)

* L'indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO)est une enzyme qui catalyse la dégradation
oxydative du tryptophaneia la voie de la kynurénine en présence d'IFN, saiténteraction
B7/CTLA-4 (Figure 22). Le tryptophane est un aceiné essentiel pour la survie cellulaire, et un
mangue de tryptophane dans le TME conduit a uribitidn de la prolifération des LT et favorise la
différenciation des LTreg. Ainsi, I'IDO exerce uifieé immunosuppresseur permettant aux cellules
tumorales d’échapper aux cellules immunitairessuiugxpression d'IDO par les cellules cancéreuses
a été corrélée a un mauvais pronostic et une sgielzale réduite chez les patientes atteintes de
tumeurs solides, y compris le cancer du sein. Liesowesicules libérées par la tumeur maligne du
sein surexpriment significativement I''DO par rag@ux microvésicules de la tumeur bénigne ou du
tissu mammaire sain. De plus, I'expression de I'E3Oplus élevée au stade avancé du cancer du sein
(Bates et al. 2018; Barriga et al. 2019)

* Les lectines de type immunoglobulingSiglecs) liant I'acide sialique sont expriméda a
surface des cellules immunitaires (Figure 23). Ald&iment, 15 Siglecs différentes ont été identifiee
En particulier, Siglec-7 sur les NK et Siglec-9 &8s neutrophiles, les DC et les monocytes sont
associées a I'immunité anti-tumorale. Siglec-9 rexgé¢ avec les groupements acide sialique de
MUC1 (Mucinl), glycoprotéine de haut poids moléaala exprimée par les cellules
d'adénocarcinome mammaire, entrainant une immumpossgionBinnewies et al. 2018lLa barriére
muqueuse qui protége les épithéliums contient desimas sécrétées et transmembranaires. Les
mucines liées a la membrane ont des réles biolegiquportants dans les interactions cellule-cellule
et cellule-matrice. Les adénocarcinomes humainsxpuiment les mucines transmembranaires
associées aux tumeurs, telles que MUC1 et MUCA4faporisent la progression tumorale en
augmentant la croissance et la survie des cellllles. études ont montré que MUCL1 fonctionne
comme une oncoprotéine en interagissant avec é&pt&aer du Facteur de croissance épidermique
(EGFR), ERDbB2 et d'autres récepteurs de la tyrdsirese. Les mucines sont ainsi identifiées comme
des cibles pronostique et/ou thérapeutique potkastiedu cancer du sein. Les stratégies
immunothérapeutiques ciblant MUC1 se sont révépFemetteuses dans les modeles animaux et
dans les essais cliniques humains par 'améliaratEs réponses immunitaires et cliniques. Dans le
cancer du sein, la surexpression de MUC1 est a&ss@cun mauvais pronostic ce qui suggere que

Siglec-9 joue un rdle important dans la progressieicancer du seiiBarriga et al. 2019)
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Figure 18. Fonction cytotoxique des lymphocytes Tc

(1) L'exocytose est initiée suite a un stimulus TCRanant la libération de granules cytotoxiques
envers les cellules cibles. La libération ultérieule perforine et de protéases de sérine
(granzymes) active les cascades de caspases arttdiapoptose des cellules cibles.

(2) Les protéines de la famille TNF sont surexpeméors du stimulus TCR, ce qui conduit a

I'engagement des récepteurs de mort (Fas; TRAILE-RY) sur les ligands respectifs des cellules

cibles résultant en I'activation des cascades dpases provoquant l'apoptose des cellules cibles

(Abbas et al. Cellular and Molecular Immunology 2p1



11.2.2 Cellules immunitaires associés a la tumeur

Une grande diversité de cellules immuno-compéteintidtre le tissu tumoral en des proportions
variables. On sait que LTh1, Tc, NK, macrophageseMC inhibent la croissance tumorale tandis
gu’inversement, Th2, Treg, macrophages M2 et adluhyéloides suppressives (MDSC) favorisent
la croissance tumoral@arriga et al. 2019) Ces différentes cellules interagissent entres dlle
nombreuses maniéres, certains de ces mécanismiesattion sont illustrés dans la figure D&ns

le tissu tumoral, les cellules néoplasiques peuaerdindrir les défenses immunitaires anti-tumorales
de multiples fagons, comme par la suppressionteirdes cellules immunitaires anti-tumorales, ou

par le recrutement et la réactivation de cellul@sunosuppressiveésdechi et al. 2019)

[1.2.2.i Macrophages associés a la tumeur

Les macrophages infiltrent le microenvironnementdral pour initier une réponse inflammatoire,
et se différencient en macrophages associés augutsn(TAM) de type M2 qui favorisent la
croissance tumorale et la suppression immunit&igute 24). Les TAM sont reprogrammés pour
inhiber les fonctions lymphocytaires par la séoreties cytokines inhibitrices, comme ['lL-10, des
prostaglandines et des chimiokines tels que CXCigid2recrutent les Treg et induisent I'apoptose
des LT CD8Brady, Chuntova, and Schwertfeger 20 ans un modéle murin de cancer mammaire,
il a été démontré que les souris développent déR IpFoduisant de I'lL-4, qui polarisent les TAM
en phénotype M2. Ces M2 produisent ensuite de '@EHnitie I'invasion, la migration métastasique
des cellules tumoralé®eNardo et al. 2009 La co-culturan vitro de cellules tumorales mammaires
triple négatives ou de type luminal avec des md@ges a induit la polarisation de ces derniers en
phénotype M2, avec surexpression de PD-L1 (suuttace des M2) par I'activation de la voie
JAK2/STAT3. De méme, les cellules cancéreuses maresnaeuvent orienter les macrophages vers
le phénotype M2 par le Facteur 1 de stimulationatdsnies de macrophages granulocytaires (GM-
CSF1)(Sousa et al. 2015; Jing et al. 2020)

Les TAM produisent des enzymes de dégradation dmdarice extracellulaire telles que les
métalloprotéinases (MMP). Le clivage protéolytiglie TGH du peptide stimule I'expression et
l'activation de MMP2, MMP3, MMP9 et MMP13, qui fént la migration des cellules tumorales,
la dégradation des membranes basales des vaissaaguins et la diffusion métastasique. Le FGF
augmente la capacité immunosuppressive des TAMfignashciant les TAM en macrophages M2 et
en stimulant I'expression de PD-L1 qui conduité&chappement de la tumeur. Les M2 expriment
larginase 1 (ARG1), des cytokines anti-inflamma®iet des protéases qui soutiennent leurs
fonctions pro-oncogené®beid et al. 2013)Un nombre accru de macrophages M2 est associé a u
pronostic défavorable pour les tumeurs de typenah®t basal. De plus, la sécrétion de VEGF par
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Tableau 11. Cellules immunitaires infiltrant les tumeurs : margueurs moléculaires, sous-type,
fonctions et points de contréle auxquels elles soassociéesSavas et al. 2016).

Cell Markers Subtypes MNormal function

Cytotoxic CD3,
Tcells CDs

Helper Tcells CD3.
CDa

CD19,
CD20

Beells

CD14,

CD11b.
HLA-DR

Macrophages

ME cells CD16,
CD5s6,

NKGZD

Dendritic CD135,

cells Fle3,
CD117,
CD26,
CD103

NA

T2

T2

T.17

FH

REL

NA

M1

M2

NA

NA

Cytolysis of virally
infected cells

Response to
intracellular

pathogens

Response to
parasites

Response to fungi
and extracellular
bacteria

B-cellhelp
Self-tolerance

Antibody
preduction

Inflammation

and response
to intracellular

pathogens

Wound response,
angiogenesis

Innate immunity

Antigen
presentation

Co-stimulation

Checkpoint  Known/suspected

markers

PD-1.PD-L1,
CTLA-4,

Qx40

NA

NA

NA

CTLA-4

NA

function in tumour
micreenvireonment

Cytolysis of tumour cells

Support CD8' T cells by
secreting [FNy

Associated with ineffective
antitumour immunity

Antitumour and
protumour effects

Role in tertiary lymphoid
STrUCTUres

Tolerance of tumour
antigens

Antitumour antibodies

Possible direct cytotoxic
action

Secretion of antitumour

cytokines

Immunosuppressive
cytokines, angiogenesis

Killing of tumour cells

Cross presentation of
tumour peptide antigens

CTLA-4 : cytotoxic T-lymphocyte-associated pro#iriDO : indoleamine 2,3-dioxygenase ; NA : not
applicable ; PD-1 : programmed cell-death proteinRD-L1 : PD-1 ligand 1 ; TIL : tumour-infiltratig
lymphocyte ; TIM3 : T-cell membrane protein 3.



les TAM stimule I'angiogenese, favorisant le caexinvasif et le potentiel métastasique. Les TAM
peuvent également transformer les cellules canségemammaires par la Transition épithéliale-
mésenchymateuse (EMT), ce qui favorise l'invasiola enigration métastasique des cellules. Les
TAM contribuent aussi a la régulation du récepteimort PD-1 et de son ligand PD-L1 dans le

micro-environnement tumoral mammaitarriga et al. 2019)

11.2.2.ii Cellules Natural Killer associées a la tumeur

Less cellules NK, intégrées au Sl inné, jouent @le dans la réponse immunitaire précoce anti-
tumorale. Outre la destruction directe des celltuesorales, les NK peuvent indirectement stimuler
la destruction de ces cellules en libérant deskays pro-inflammatoires telles que I'lFile TNFa,

le GM-CSF et des chimiokines (CCL1, CCL2, CCL3, ACICCL5 et CXCL8) qui modulent la
fonction d'autres cellules immunitaires des Sl imtéadaptatif L'activité des NK dépend des
interactions de leurs récepteurs activateurs diitelrs avec une grande variété de ligands. Miaéti

et la cytotoxicité des NK sont contrélées par dédfées cytokines telles que I'lL-2, I'lL-12, I'll8 %t
I'IL-1(Shihab et al. 2020)

Le role des cellules NK a été décrit pour la preenféis chez la souris ou la déplétion de ces lesllu

a entrainé une croissance tumorale plus rapides dprdransplantation de différentes lignées
cancéreuses mammaires (MDA-321, MCF-7 et T@Zwan et al. 2007)Une autre étuda montré
gu’un nombre réduit de NK au niveau du sang périghé est associé a une incidence importante
de différentes tumeurs solides, y compris la tunmeammaire, chez les patients présentant une
immunodéficience, suggérant une fonction proteetiies cellules NK dans certains types de tumeurs
(Grebic et al. 2020) Les cellules NK cytotoxiques et T CD8 exprimentrénepteur d'activation
crucial, le NKG2D (NK groupe 2 membre D) qui, sudtson activation, déclenche la libération de
molécules cytotoxiques afin de tuer les cellulesdrales et infectées. Le NKG2D peut se lier a deux
types de ligands, la protéine A (MICA) et la pragB (MICB) liées a la chaine de classe | du CMH.
Lors de la transformation néoplasique, les celltuesorales réduisent généralement I'expression des
molécules du CMH | pour échapper aux attaques dest NK (Shihab et al. 2020, Grebiet al.
2020) Par contre, il a été démontré que les NK de tusnean invasives et invasives diminuent
I'expression des récepteurs activateurs (NKG2D)aegmentent I'expression des récepteurs
inhibiteurs (NKG2A, CD94/NK groupe 2 membre A), uie par de multiples cytokines
immunosuppressives (par ex, TFet IDO) dans le micro-environnement tumofahtes et al.
2018) En plus, L'IL-18 dérivée de la tumeur augmengedeopriétés immunosuppressives sur les
cellules NK (par d’autres cellules immunitairesfluisant leur expression de PD-1 qui est corrélée

avec un mauvais pronostic des patients TNB@k et al. 2017)
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Figure 19. Interactions entre le micro-environnemehimmunitaire et les cellules tumorales
dans le cancer mammaire

La réponse immunitaire antitumorale dépend deiVatibn des Thlet de leur production d’'IFNy, qus@n
tour induit I'expansion, la différenciation et ti@ation de T CD8 spécifiques de la tumeur. Les D8C
différenciés en Tc, favorisent la lyse cellulai@ la reconnaissance de TAA spécifiques (CMH, FAS,
TRAILR) a la surface des cellules cancéreuses/ARET CD4 peuvent également reconnaitre le CMHrll s
les APC. Aprés formation du complexe (TCR-CMH / ), les granzymes, IFNy et perforine sont liséré
par les Tc entrainant une exocytose des granulasnatrt des cellules tumorales par apoptose. kdsles

NK a l'aide des APC (DC/M1) et Thl peuvent recotteakt éliminer les cellules tumorales. Dans
I'environnement pro-tumoral, CTLA-4 et PD-1 délinteles signaux inhibiteurs a la suite de I'épuisene
anergie des LT provoqués par I'activation prolon@EH_A-4 régule négativement I'activation des LThdant

la phase d’évasion. PD-1 exprimé par les LT sa ken ligand PD-L1, présent dans le microenvirorergm
tumoral, ce qui entraine I'inhibition des LT (apogt). Les cellules Treg FOXP3 jouent un role egsldots

de la sélection des LT CD8 en réduisant leur fometalité. Les Treg ont aussi une action inhibitsge les
APC, LT CD8, NK et LTh1. Les cellules tumorales pent sécréter des cytokines et des chimiokine3 &-

B, CCL2) qui recrutent et stimulent les cellulespessives comme Treg, MDSC et macrophages M2. M2 et
MDSC inhibent les capacités des LWUia I'expression d'arginase. La surexpression des reegy
immunosuppressives telles que I'IDO et l'arginasenpt I'élimination de métabolites essentiels&ilation
des cellules effectrices. Les cellules tumoralasssexpriment les molécules du CMH et les antigésies
surexpriment les molécules inhibitrices telles q@-L1, provoquant l'inhibition de la reconnaissance
immunitaire et permettant ainsi I'échappement imitaire et la progression du can¢&ushyanthen et al.
2015)

APC : antigen-presenting cell ; CCI-2 : chemokimgahd-2 ; CTL : cytotoxic T lymphocyte ; CTLA-4ytatoxic T
lymphocyte-associated protein ; DC : dendritic cdIDO : indolamine 2,3-dioxygenase ; IFNinterferon gamma ; IL
: interleukin ; M1/M2 : TAM tumor-associated machagge ; MDSC : myeloid-derived suppressor cell ; MH@ajor
histocompatibility complex ; NK : natural killerBD-1 : programmed death ; TAA : tumor-associaetigen ; TCR :
T-cell receptor ; TGF5 : transforming growth factor beta ; TNF tumor necrosis factor alpha ; TRAIL : TNF-reldte
apoptosis-inducing ligand ; Treg : T regulatorylcel



[1.2.2.iii Lymphocytes infiltrant les tumeurs

La tumeur mammaire se caractérise par une infotmdymphocytaire importante. En effet, une étude
a estimé que les lymphocytes représentent entretl86% de la masse tumorale cellulaire avec
prédominance des Tc, des Th et des Teegriga et al. 2019).

Les LT CD4+ naives peuvent se différencier en smm#lations d'effecteurs spécifiques, y compris,
les Thl, les Th2, les Th1l7 et les cellules Tregyfg 25). Les Thl sécretent IL-2, IRNet TNFu,

qui favorisent les activités cytolytique et antirtorale des macrophages. Les Th2 sécretent de I'lL-
4, IL-5, IL-6, IL-10 et IL-13 qui induisent une aigge des cellules T et renforcent I'activité desMA

de type M2(Edechi et al. 2019)Dans une étuda vivo, I'lL-17A produite par les Th17, favorise la
croissance tumorale en modifiant I'activité et tefph d'expression génique des cellules tumorales,
témoignant du réle pro-tumoral de cette IL. De pluge expression élevée de I'lL-17A est corrélée a
un mauvais pronostic chez les patientes atteirtsoadircinome canalaire invasif du sgirenevides

et al. 2015)

Les LTreg favorisent la progression tumorale mamenan inhibant I'activité et la prolifération des
Tc et des Th1l présents dans le microenvironnenardgmtact direct ou par la sécrétion de cytokines
anti-inflammatoires (IL-10 et TGK) arn et al. 2017)De plus, I'expression intra-tumorale de FoxP3,
marqueur des Treg, est linéairement associéevadion, la taille et la vascularisation de la tumeu
(Slaney, Rautela, and Parker 2013)

Les LT CD8+ se differencient en Tc, qui sont lesng@pales cellules effectrices contre le
développement tumoral. Les Tc ont la capacité delas cellules cancéreuses par la sécrétion d'un
complexe pro-inflammatoire IFN et granzyme-perferih'activation et la maturation des Tc sont
modulées par I'lFN sécrété par les LThl et paamdigenes spécifiques associés aux tumeurs (TAA)
captés par les DC. La présence de LT CD8+ estléergéun bon pronostic dans le cancer du sein
triple négatif et HER2+, tandis qu’une forte infition des LT CD8+ dans les tumeurs mammaires
de type luminal (ER+, PR+) semble associée a umgsta défavorabléSobral-Leite et al. 2019)

En ce qui concerne les sous-types de cancer mamnesrtumeurs ER- présentent un nombre plus
élevé de TIL par rapport aux tumeurs ER+. De grisiombre total de LT, LB, macrophages et de
MDSC est egalement plus élevé dans les tumeursidiER- que dans les ER+. Ainsi, le nombre de
TIL dans le micro-environnement tumoral peut, nenlement aider a distinguer le sous-type de
cancer, mais permettre d’identifier les marquewsoeiés a la progression et a la diffusion

meétastasique de la tumeur primdierriga et al. 2019)
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Figure 20. Réponse immunitaire au cancer (cancer imunoediting) : réle du systéme
iImmunitaire dans la suppression et la promotion dwcancer

A un stade précoce du développement tumoral, desask de danger comme les IFN de type |, les
"DAMPS" (Damage-associated molecular patteawsinolécules de surface, vont activer les Sl inné
et adaptatif pour détecter et détruire les cellufassformées avant que la tumeur ne devienne
cliniqguement décelable. Des variants cellulairemagurvécu a la phase d'élimination vont s’engager
dans la phase d'équilibre durant laquelle I'imn&uadaptative impliquant cellules T, IL-12 et IFN-
s’avere indispensable a leur maintien en état deaace. Sous pression de sélection constante, ces
variants génétiguement instable, peuvent ne phesrétonnus par l'immunité adaptative, devenir
insensibles aux effets des effecteurs immunitatési induire un état immunosuppressif au niveau
du microenvironnement tumoral. Ces cellules tramsé®s vont alors entrer dans la phase
d'échappement et promouvoir une croissance tumpsdel'a I'apparition clinique de la pathologie.
Schreiber, Old LJ, Smyth MJ. Science. 2011




1.3  VITAMINE D ET IMMUNITE

La fonction initialement identifiee de la VitD edée réguler I'noméostasie phosphocalcique et de
contrbler le métabolisme osseux. Cependant, leitléfi VitD est rapporté dans plusieurs affections
chroniques associées a une inflammation et a urdgaétion du Sl, telles que le cancer, le diabéte,
I'asthme et la polyarthrite rhumatoigdshop et al. 2020)Ces observations témoignent du réle de la
VitD dans la modulation de la fonction immunitagesuggére I'hypothése d'une altération de son
meétabolisme spécifique de la maladie. Deux corgtataconfortent cette hypothese : premierement,
le récepteur de la vitamine D (VDR) est exprimé fmmajorité des cellules immunitaires ;
deuxiémement, il existe un métabolisme actif d€it® dans les cellules immunitaires qui peuvent
convertir localement la 25D en 1,25D, sa formevacgrace a I'expression de I'enzyme CYP27B1.
Les signaux régulant I'expression du CYP27B1 dasséllules immunitaires sont différents de ceux
régulant la production rénale de la 1,25Bassi, Tamone, and D’Amelio 201&es signaux
inflammatoires, tels que le lipopolysaccharide (LS les cytokines tels que I'lL-15 et I'FIX-
sécrétés par les Thl, induisent la production dePZMB1 au niveau des monocytes et des
macrophages. Ces spécificités dans la régulatida peoduction de la 1,25D indiquent que I'action
immunomodulatrice de la 1,25D s’exerce par voi@eute ou/et paracrine. Ainsi, la Vitlda le
VDR favorise I'immunité innée, mais joue aussi Glersuppresseur de I'immunité adaptative et un
effet anti-inflammatoire, en favorisant la difféogation des DC et Treg et en réduisant la répoase d
LThl et LTh 17 et la sécrétion de cytokines prdamimatoire§Ros-Soto et al. 201.9)

[1.3.1 Vitamine D et monocytes/macrophages

Comme précédemment évoqueé, les cellules immursteeties que les macrophages produisent de la
1,25D lors de la réponse contre un pathogene. 28D1en se liant au VDR, a son tour, régule la
réponse innée en activant la transcription desgyenhen favorisant la différenciation des monocytes
en macrophages matures et en stimulant les capachémiotactique et phagocytaire des
macrophageé_iu et al. 2015)La 1,25D induit la surexpression du CD14 (corémapde TLR4) par

les monocytes alors qu’elle inhibe I'expression @eR2 et TLR4, de facon temporaire et dose-
dépendante. Sadeghi K et@ht émis I'hypothese que la suppression de I'esmesles PRR par

la VitD dans les cellules présentatrices d'antigesemettrait de réduire la réponse inflammatoire
excessive médiée par les Thl conduisant a l'autouimité (Sadeghi et al. 2006)La régulation
directe de la réponse immunitaire innée antimi@obe par la 1,25D est étayée par l'identification
d'éléments de réponse a la vitamine D (VDRE) adjacaux sites promoteurs de deux génes codant
pour deux peptides antimicrobiens (AMP), la catliéine (CAMP /LL37 /CAP18 /FALL39) et IA-
défensine 2 (DEFB2/HBD2). Ces deux peptides déstreict les membranes microbiennes et
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Les CPA activent les cellules T naives par le bidis complexe CMH-II/TCR et de la

liaison co-stimulatrice B7 (CD80/86) /CD28. Les lldes T effectrices activées

détruisent les cellules tumorales en libérant dleN{y et d'autres cytokines qui stimulent
la réponse immunitaire anti-tumorale. Le CTLA-4 renten liaison compétitive avec le
ligand B7 pour délivrer un signal inhibiteur de téponse effectuée par les lymphocytes
T. Les cellules tumorales expriment PD-L1, qui b®hil'activité immunitaire en se liant

aux recepteurs PD-1 des cellules T, malgré la mmssance par TCR des antigénes
tumoraux cibles présentés sur le complexe CMH-I dedlules tumorales. Les cellules
Treg inhibent également l'activité des autres tsluT et conduisent a un phénotype de
cellule T « épuisé $Conway et al. 2018)

CTLA-4: cytotoxic T lymphocyte-associated antigetM#C: major histocompatibility complex;

PD-1: programmed cell death protein 1; PD-L1: pragnmed death ligand 1; TCR: Tcell receptor.



contribuent ainsi a I'élimination des agents infacx tels que bactéries, virus et champignons (Eigu
26).

L'activation du TLR des monocytes /macrophagesqmpas des DC) entraine I'expression du VDR
et d'autres genes cibles du VDR et conduit a l6tida de la cathélicidingsassi et al. 2018L’étude

de Wang T-T et ah réveélé une forte induction de la cathélicidinelpd.,25D avec augmentation de
l'activité de NFxB dans plusieurs modeles cellulaires (kératirex;yt neutrophiles,
monocytes/macrophageg8)/ang et al. 2004)Ces observations ont été confirmées dans des études
ultérieuresn vitro etin vivo(Gombart, Borregaard, and Koeffler 200En présence d'un taux accru
de cathélicidine, les cellules immunitaires indotséactivité de la NODZB-défensine 2, de la
protéine 5 liée a l'autophagie (ATGb5) et de la Betl(protéine impliquée dans I'autophagie), ce qui
favorise l'autophagie par la formation des autopbames (Figure 26).iu et al. 2015)

La liaison de la VitD au VDR peut stimuler I'expses du gen@-défensine 4A (DEFB4A) qui code
pour lap-défensine 2. Par rapport a la cathélicidine, ED\& moins d'influence sur I'expression de
DEFB4 car d'autres stimuli sont nécessaires pogmauter I'activité transcriptionnelle du DEFB4-
VDRE. L'IL-1p gastro-intestinale augmente I'expression de DEER4plus, le DEFB4 est induit
par la 1,25Dvia le domaine NOD2 qui se lie au muramyl dipeptideydpit de la membrane
bactérienne. L'activation des cellules immunitaiggmule I'expression d’IL-1 et supprime
I'expression de I'antagoniste IL-1RA, amélioransala signalisation intracrine d’IL-1 et augmeritan
l'activité de NFxB. La voie NFxB stimule également les signaux NOD2 favorisansidiactivité
DEFB4. Par conséquent, la VitD favorise la syntraes@ défensine 2 par I'activation de NOD2 et la
stimulation de NReB (Figure 27)Liu et al. 2015; Charoenngam and Holick 2020)

Certains composants de la signalisation de la \digids I'immunité innée semblent spécifiques a
I'espéce. Par exemple, la régulation de I'expresses AMP par la VitD n'est conservée que chez les
primates, du fait que le VDRE dans le géne CAMPpeésent dans une répétition Alu trouvée
exclusivement chez les primates et non chez legeros. En outre, bien que les genes HBD2, CAMP
et NOD2 soient induits par la 1,25D dans les cefiilumaines d'origine épithéliale ou myéloide, ils
ne sont pas régulés de la méme maniére dans leesehurinesBishop et al. 2020)

11.3.2 Vitamine D et Natural Killer

Tandis que certaines études ne montrent aucun ddféd 1,25D sur l'activité des NK, d'autres

suggerent un réle important de la 1,25D sur lestfons de ces cellules. Ainsi les patients souffran
de pathologies affectant le métabolisme de la Vid@mnme linsuffisance rénale chronique ou le
rachitisme résistant a la VitD, présentent unevdétialtérée des cellules NK. De plus, chez ces
patients, la supplémentation en VitD permet d’aoréli voire méme de normaliser l'activité des NK

(Xu et al. 2020Q)Dans une population 4gée en bonne santé, il &a#dé que la fonction cytolytique
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Figure 22. Point de contrdle immunitaire, I''DO

L'activité IDO, exprimée par les cellules tumoradétes DC infiltrant la tumeur, induit une dépbéti
en tryptophane, entrainant une anergie des lympé®cy effecteurs. L'activité IDO entraine
également I'accumulation de kynurénine et de sésbolites en aval qui induit la différenciation des
Treg. fttps://w3pharm.u-shizuoka-ken.ac.jp/tansaku/Ehfgisstom.htnjl

IDO: indoleamine 2,3-dioxygénase 1 ; Trp : tryptapé ; Krn : kynurenine.
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Figure 23. Point de contrdle immunitaire, Siglec

Au niveau des cellules cancéreuses, les glycanpersiglylés interagissent avec les récepteurs
inhibiteurs de NK (Siglec), ce qui empéche la fic@atdu récepteur activateur du NK (NKG2D) a son
ligand conduisant a l'inhibition de I'activationsd=ellules NK(Xiao et al. 2018)

Siglecs: acid-binding Ig-like lectins



des cellules NK est associée au taux serique de@8Ia a été confirmé par la suite dans des études
in vitro, dans lesquelles le traitement par la 1,25D amsétide maniére dose-dépendante l'activité
des cellules NK, en augmentant leur teneur en tganet en réduisant le délai de sécrétion de
granzyme A, sans modifier leur capacité de praiién (Xu et al. 202Q)Des effets similaires de la
1,25D conduisant a I'amélioration des fonctions Bis ont été décrits a partir de cellules NK
dysfonctionnelles provenant de femmes ayant deécédénts de fausse-couches répétées et
carencées en VitDOta et al. 2015)En outre, la 1,25D en combinaison avec la dexaaséne
(glucocorticoide de synthése) induit I'expressieHARNmM de I'lL-10 dans les NK, ce qui implique

gue la VitD peut indirectement freiner la répongaphocytaire T a lI'antigen®eniz et al. 2008)

[1.3.3 Vitamine D et lymphocytes

Les LT au repos n’expriment pas le VDR. C’est a@e@tsvation par la phytohémagglutinine qu’ils
expriment le VDR ainsi que 'enzyme CYP27B1 quiatyde la conversion locale de la 25D en 1,25D
(Kongsbak et al. 2014; Charoenngam and Holick 2020)

La 1,25D inhibe la prolifération des lymphocytegtimodule la production des cytokines avec des
effets divers sur la différenciation de différetygses de lymphocytes (Kongsbak et al. 2014Dans
des études réalisées chez I'hnomme et la souré&td démontré que la 1,25D inhibe la différencratio
Thl et favorise la différenciation ThRaniel et al. 2008; Sloka et al. 201 Qeci se traduit par une
modification du profil cytokinique avec une souseegsion des cytokines Thl (IL-2, IFN-TNF-u)

et une surexpression des cytokines Th2 (IL-4, IL-5), IL-13). Les changements dans I'expression
de facteurs de transcription semblent moins sygtgoement présents, bien que des modifications
de T-bet (Tbx21) et de GATAS3 ont été retrouves Feg27)(Daniel et al. 2008, Sloka et al. 2011)

Il a été suggéré que l'augmentation de GATA-3 tésté I'activation du STAT-6, médiée par la
1,25D. Les Th2 sont uniques en ce qu'ils sontfaisainduits par IL-4 et producteurs d’IL-4. L'IL-4
est capable d'induire STAT-6, qui induit ensuiteT@A3 et la production d'IL-4Daniel, et al. 2008,
Sloka et al. 2011, Charoenngam et al. 2020)

Les Th17 se caractérisent par leur capacité aupede I'lL-17 et de I'lL-22 et & exprimer le fewt

de transcription ROR. La VitD inhibe I'expression d'lIL-17, IL-22, TNé&-IFN-y et le récepteur de
chimiokine CCR6, empéchant ainsi la migration de&7Tvers les tissus inflammés (Figure 27). Des
étudesn vivo etin vitro ont montré une réduction de TARNm de R@Rsuggérant que la 1,25D a
une plus grande influence sur les facteurs de drgat®n au cours de la polarisation cellulaire,
lorsque les LT ont un phénotype moins stableang, Chung, and Dong 2010; Bishop et al. 2020)
Il a été décrit qu'une réduction des Th1l7 se ptaguivent en parallele de 'augmentation des Treg,
dans le cadre d'un mouvement de va-et-vient Thiag/TDe nombreuses études analysant l'effet de

la 1,25D sur les cellules Th17 ont rapporté I'augtagon de I'expression de marqueurs des Treg tels
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gue CTLA-4, CD25, FoxP3 et la production de cytekiTreg comme I'lL-1Q0Chang, Chung, and
Dong 2010, Xu et al. 2020l'expression de FOXP3 est directement stimulédgd,25Dvia la
liaison du VDR au VDRE au niveau du géfl@XP3 qui une fois exprimé, supprime I'expression de
RORyt dans les cellules naives T CD4+, et par consé@guempéche la différenciation Th17. De
plus, linhibition médiée par 1,25D de la voie NFAloque la production d'IL-17 et induit la
production de TGH, favorisant davantage la différenciation Treg @Fey27)(Joshi et al. 2011;
Kang et al. 2012)

Comme les Th, les Tc expriment a la fois la CYP2@éBlk VDR, et une régulation positive du VDR
peut étre observée en réponse a une infection @irgiune stimulation mitogene, suggérant une
régulation coordonnée de la voie de signalisatidrR\ét des réponses des (Earkar et al. 2016)
Des études ont montré qu'une diminution du rap@4/CD8, indicateur d'une activation
immunitaire accrue, est associée a un faible t@&5iD et que I'administration de 5 000 a 10 000 Ul
de VitD3 entraine une augmentation du rapport CD&Eeflétant la suppression immunitaire. Les
effets de la 1,25D sur la différenciation, la piéaiation et les fonctions des Tc sont probablement
médiés a la fois par I'activation intracrine dieedu VDR et par l'altération de la signalisatios de

cytokinesvia les cellules Th et les CP&arkar et al. 2016; Charoenngam and Holick 2020)

1.4  VITAMINE D ET IMMUNITE TUMORALE MAMMAIRE

Les études observationnelles montrent une comélativerse entre le niveau sérique de la 25D et le
risque du cancer de sein. Des études suggereminggatl que la VitD est un immunomodulateur qui
exerce des effets positifs dans la prévention teaieement du cancéPandolfi et al. 2017)Bien que

de nombreuses étudiesvitro etin vivoont analysé les effets de la VitD sur le Sl, éxiste que peu

de travaux concernant I'impact de la VitD sur lpadse immunitaire au cours du développement et
de la diffusion métastasique des tumeurs solides.dfude réalisée par Zhang et al. a identifiélee r

du VDR dans les métastases et dans la relatioa E#t/TAM et TEMT. Ainsi, dans leur modele de
co-culture, la surexpression du VDR par les cedlai@ncéreuses mammaires murines triple négatives
4T1 atténue l'effet métastasique induit par lesroptages. En effet, la surexpression du VDR
supprime l'induction de 'EMT des cellules cancéesumammaires par les macrophages cocultivées,
suite a la perte de I'expression de E-cadhérineHO®t I'induction de l'actine musculaire lisse. Le
TNFa et le TG présent dans le milieu conditionné par les maagph inhibe I'expression de VDR
par les cellules cancéreuses ce qui favorise IBUF EZhang et al. 2013)

L’expression de cathélicidine (LL-37) dans le tisgamoral mammaire est induite par la VitD. Le
récepteur cible de la cathélicidine, ErbB2, estldmmlans les cellules cancéreuses mammaires, ce
qui facilite la migration et l'invasion tissulaieés’avere de mauvais pronostic. La régulationtpesi
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Figure 25. Lymphocytes T infiltrant le cancer mammare

Les lymphocytes T dans la tumeur mammaire peudebatement étre divisés en sous-populations :
- les LTc CD8+ impliqués dans la lyse directe ddtutes tumorales ;

- les LT auxiliaires CD4+ polarisés en Thl qui pentvactiver Les LTc et les DC présentant
I'antigéne, conduisant a une immunité anti-tumaoaalzue ;

- les LTh2 qui inhibent I'activité des LTc et de€ D

- les LT régulateurs CD4+ FOXP3+ qui inhibent ligité des LTc, contribuant ainsi a I'évasion
immunitaire par la tumeur. lls peuvent égalemertuir@ l'activité des Thl, renforcant ainsi
I'inhibition des Tc(Varn et al. 2017)



d'ErbB2 par LL-37 active la voie de signalisatioRK entrainant non seulement une migration
cellulaire accrue mais également une croissanagpamtiante de l'ancrage. La surexpression de la
cathélicidine dans la lignée humaine MCF-7 (lumiAglfavorise le développement de métastases
chez des souris, ayant un déficit immunitaire cor@l@évere (SCID), résultant de I'activation de la
signalisation MAPK(Chen et al. 2018)

Dans le modéle syngénique d’adénome mammaire r®@ifi71 transplanté par voie sous-cutanée,
Karkeni et al. ont montré que la supplémentatiorVeb (40 Ul/jour) diminue la croissance des
tumeurs mammaires, suite au recrutement accru lideseT CD8 + infiltrant la tumeur et a
laugmentation de leur cytotoxicité<arkeni et al. 2019) Cependant, en condition de régime
obésogeéne riche en graisses, un effet opposédepdémentation en VitD sur la croissance tumorale
est observé avec une réduction de l'infiltratios lgenphocytes T CD8#arkeni et al. 2019)Dans

un modele de cancer mammaire murin 4T1, la suppiéatien en VitD (5ug/kg/jour) favorise la
croissance des tumeurs primaires et réduit le tedepsurvie des souris associé a une réduction de
l'infiltration des Thl et TCD8+ et un recrutemertau de MDSC dans la tumeizao et al. 2018)

De méme, Pawlick et al. ont montré que le caldigices analogues PRI-2191 et PRI-2205 stimulent
la migration métastasique des tumeurs mammairegnesudT1 résultant de la prévalence de la
réponse des lymphocytes Th2 et Tfegwlik et al. 2018)lls observent une augmentation du nombre
de granulocytes matures et une diminution du nordéréhl, TCD8+ et des NK au niveau de la rate
et des ganglions lymphatiques des souris. lls eterst au niveau plasmatique une diminution des
taux d'IL-1 et IL-10 et une augmentation de I'liFNet, au niveau du tissu tumoral, une augmentation
du taux d'IL-10.(Pawlik et al. 2018)

1.5 OBESITE ET IMMUNITE TUMORALE MAMMAIRE

Les liens entre 'obésité et le cancer mammairgtintargement reliés aux effets de la résistance a
l'insuline, de l'augmentation de la production dihones sexuelles (cestrogenes), de la modulation
de la sécrétion d'adipokines et de la surexpresidPD-1. L'obésité affecte le SI d'une maniere qui
facilite la progression du can¢éroodall et al. 2020)

L'exces du tissu adipeux contribue a un état dimfhation chroniqueia plusieurs mécanismes, tels
gue I'hypertrophie des adipocytes, le recrutemerd @olarisation des macrophages en M1 et la
production accrue de mediateurs pro-inflammatoffeégure 28). Les adipocytes hypertrophiques
induisent une contrainte mécanique sur I'envirorer@nextracellulaire et activent les réponses de
stress mitochondrial qui se traduisent par un gtatinflammatoirein situ. Cet état résulte en une
surexpression des protéines pro-apoptotiques, kicyleer Fas et son ligand, entrainant la mort des

cellules adipocytaires. Les macrophages s'infilttaors dans le tissu adipeux et encerclent les
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Figure 26. Vitamine D et immunité innée (anti-infetion)

L'activation des récepteurs toll-like (TLR1/TLR2arpdes PAMPs induit I'expression de I'lL-1 et
supprime l'expression de son antagoniste IL-1RA¢lmmant ainsi la signalisation intracrine d’IL-1

et augmentant I'activité du NF-kB. La phagocytoss a@gents pathogénes augmente la concentration
intracellulaire de muramyl dipeptide (MDP), qui pelors se lier au récepteur de reconnaissance
intracellulaire des agents pathogenes NOD2 ce ugrmante l'activité NkB. De plus, I'activation

de TLR1 /TLR2 par PAMP induit I'expression du VDRde la h-hydroxylase. La 25D circulante
liée a la DBP pénétre dans les monocytes/macroplemes sa forme libre et est convertie en 1,25D
active par la d@-hydroxylase mitochondriale, puis se lie au VDR.damplexe 1,25D - VDR agit
alors comme un facteur de transcription, induiSarpression de la cathélicidine et dg{défensine

4A et la promotion de l'autophagie par la formatdes autophagosomes. Le NB-stimule
également I'expression de la cathélicidine et dp-tBfensine 4A. L’augmentation de taux de la
cathélicidine stimule les activitts de NOD2 CARDBL8éfensine 2, de la protéine 5 liee a
l'autophagie (ATG5), de BECLIN1 et l'autophagie.dahélicidine antibactérienne, fadéfensine

4A et la maturation des autophagosomes coopenesit @pur améliorer la destruction bactérienne.
Les protéines SNARE (SNAP REceptor) du cytoplasmedifent la fusion entre les autophagosomes
et les lysosomes, et diverses hydrolases lysossnta@bolisent les protéines, lipides et acides
nucléiques. Les produits du catabolisme peuveatrétryclés et utilisés par les cellules. L'effitaci

de cette réponse antimicrobienne dépend fortemestatut en VitD, de la disponibilité de la 25D
circulante et du taux de conversion en 1,25D agiard'enzyme d-hydroxylase(Liu et al. 2015)



adipocytes morts pour former des structures endatencouronne (CLS, Crowike structurg. La
formation de CLS active les TLR au niveau des nptages qui sont ainsi polarisés vers un
phénotype pro-inflammatoire MDQuail and Dannenberg 201.9)

En situation d’obésité, I'activité des cellules Mt fortement réduite. Les marqueurs de cytotaxicit
des NK tels que TRAIL et le CD107a sont sous-expsmDe plus, le taux accru de leptine
désensibilise le récepteur de la leptine Ob-R digles NK, réduisant leur activité par la dimiraurti

de la phosphorylation de la voie JAK2 et de la poihn d’IFN<y (Naik, Monjazeb, and Decock
2019)

De plus, I'hypertrophie du tissu adipeux s’accommead’une réduction du nombre de Treg et d’'une
augmentation des proportions de neutrophiles, O, Mastocytes, LB, Thl, Thl7, LT CD8+ dans
le tissu adipeux (Figure 28). Ces cellules T prissgnun phénotype « épuisé » en raison de
linflammation chronique due a la stimulation pnode des TLR par les acides gras libres, les
réponses au stress activées, I'hypoxie et les C&STreg associés a I'obésité et a I'nyperinsuli@eém
sont dérégulés avec une production réduite d'llefl@ne production accrue d’IFNexacerbant
linflammation (Aguilar and Murphy 2018)Les macrophages et les adipocytes hypertrophiques
« stresseés » stimulent la sécrétion des cytokiregnyflammatoires telles que TNFIL-1, IL-6, IFN-

v, MCP1. Ces cytokines, également pro-angiogénigfeemrisent le développement tumoral et
bloguent simultanément la production d'adiponectinde cytokines anti-inflammatoires telles que
IL-3, IL-4, IL-10 et IL-1RA (Woodall et al. 2020)

La mobilisation des réserves de graisse suitéigolgse accrue et I'altération du stockage deislép
dans le tissu adipeux provoquent une accumulagdip@tles dans les tissus non adipeux, y compris
les tissus lymphoides comme la moélle osseusetleyrieus ce qui contribue a altérer leur intégrité
et la maturation des lignées leucocytaires. Auauvee la moelle osseuse, I'hématopoiése est réduite
et les populations progénitrices génerent plus a@émiteurs myeloides que de progéniteurs
lymphoidesNaveiras et al. 2009 Dans le thymus, des changements similaires azepsos naturel
d'involution thymique observé avec le vieillissemer produisent comme la perte de jonctions
cortico-médullaires, l'augmentation de l'adiposiérithymique et la réduction des précurseurs
lymphocytaires. Ces changements entrainent unedmoiproduction de LT naifs, susceptible
d'affecter négativement la surveillance immunitateainsi d'augmenter le risque d’échappement
immunitaire des agents pathogenes ou des celhalesforméesYang et al. 2009)

Dans un modeéle de cancer mammaire murin Py811%@dérde tumeurs PyMT chez des souris
femelles transgéniques C57BL/6), il a été démoqgtré I'obésité induite par un régime riche en
graisses est associée a une surexpression detilzelep de PD-1, impliqués tous les deux dans
I'activation de 'axe STAT3 dans les cellules effexes TCDS8 +, stimulant ainsi I'oxydation des

acides gras (FAO, Fatty-acid oxidation) tout enbaht la glycolyse et I'expression de I'lENCe
36



1,25 (OH), D
\4 Activated naive

CD4*'T cell o
TCR
*n-2¢
[ ]
Thl7? == = = =d jTreg o

Figure 27. Effets immunomodulateurs de la 1,25D sues cellules T CD4+

La signalisation du TCR induit une surexpressiolVBR, qui est stabilisé par la liaison de la 1,25D.
La production d'IL-2 est supprimée par la signélisal,25D aprés l'activation des LT. La 1,25D
inhibe la différenciation des Thl et Thl7 ainsi daeproduction de cytokines inflammatoires
caractéristiques. Le CCR6 exprimé par les Thl1également inhibé empéchant la migration vers les
tissus. La diminution de l'expression des factedes transcription T-bet et RQR est moins
systématiquement rapportée. La différenciation @2 est induite par la 1,25D en favorisant
I'expression de I'lL-4 et de STAT-6, ce qui augneelfgxpression GATA-3. Globalement, I'équilibre
Th1/Th2 est en faveur des Th2. De méme, I'équilliiv&7 /iTreg est en faveur des Treg, d’autant que
les Th17 sont reprimés par I'expression de FoxR#eavent se convertir en un phénotype Treg. La
1,25D augmente I'expression de I'lL-10, du T&Et des marqueurs inhibiteurs CTLA-4 et CD25 pour
promouvoir un phénotype anti-inflammatoif&shop et al. 2020)



processus contribue a I'épuisement des TCD8+ etifs/la progression de la tumeur mammaire. Le
blocage de la voie de la leptine-STAT3-FAO réactas cellules TCD8+ présents dans la tumeur
mammaire (Figure 29y hang et al. 2020Les mémes observations sont obtenues dans |deraele
cancer mammaire murin PyMRado et al. 2019)

Une autre étude a rapporté que l'obésité augmentmncentration de CXCL1 dans le TME,
favorisant le chimiotactisme médié par son récept@XCR2, et l'accumulation de cellules
granulocytaires myéloides suppressives (G-MDSC)imgnt le ligand Fas (Fasl)sibson et al.
2020) L'obésité favorise simultanément |'épuisement H€sCD8+ infiltrant la tumeur, qui
présentent alors une expression accrue de CD44,, RB67 (marqueur de prolifération), IFNet

le récepteur de la mort Fas. En conséquence, MBGE induisent I'apoptose médiée par Fas /FasL
des LT CD8+ex vivoetin vivodans le modele de tumeur mammaire EO771 (FiguréG30¥on et

al. 2020) Des résultats similaires sont rapportés danl#ahe de cancer orthotopique 4T1 implanté
dans la glande mammaire des souris BALB/c et C56BL/ements et al. 2013)

Dans un autre modéle de cancer mammaire murin tinmhui le DMBA (7,12-dimethylbenz(a)
anthracéne), I'apport d'un régime en graisse dutraig semaines a induit un afflux transitoire de
polynucléaires éosinophiles dans la glande mammagsocié avec une surexpression de facteurs
inflammatoires. Apres 10 semaines, avant I'appariie tumeurs palpables, il est observé des Iésions
épithéliales mammaires anormales, une proliférat@ulaire accrue, une augmentation des facteurs
de croissance, des cytokines (TGJet des chimiokines (CCL1, CCL17, and CCL22) aEmsca
des Treg immunosuppresseurs, des macrophages Mt gascularisation accrue. Dans les tumeurs
précoces, il est noté également une augmentatitan\adescularisation et du nombre de macrophages
M2 (Zhao et al. 2012)

1.6 ACTIVITE PHYSIQUE ET IMMUNITE TUMORALE MAMM  AIRE

Chez les animaux et les étres humains en bonné& $antivité physique (AP) aérobie réguliére rédui
le taux d’infections, linflammation chronique,mimunosénescence liée a I'age et améliore les
fonctions des lymphocytes T et des cellules NKXet et Rogers 2020Des études récentpsrtant

sur des modeéles animaux de cancer mammaire sugggrer’AP entraine une augmentation du
nombre et de la fonction des cellules effectrice® réduction des cellules immunosuppressives et
une modification du profil cytokinique.

Nous avons répertorié une vingtaine d’études sstant aux effets de I'AP sur la réponse
immunitaire tumorale a l'aide de modéles précliagyde cancer de la glande mammaire (Tableau
12). Des modéles de lignées néoplasiques tranaplast ont été utilisés dans 15 études, parmi
lesquelles six ont utilisé la lignée murine tripkgatif 4T1 (ou son sous-clone 4T1.2) et uneglzée

murine EO771 (notre équipes Guennec et al. 20).(D’autres modeles de tumeurs induites par des
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Figure 28. Mécanismes d'inflammation chronique assée a I'obésité

L'excés d'apport de nutriments conduit a un stoekatus important de graisses et donc a une
hypertrophie des adipocytes. Cela entraine une ewigtion du stress intracellulaire et de
I'expression de genes apoptotiques conduisanpa@ptase. L'augmentation de la vascularisation, de
I'nypoxie, de la mort cellulaire et de I'expressaun CMH-II sur les adipocytes conduit a I'afflux de
macrophages, qui entourent les adipocytes monsdotr des structures en forme de couronne. Ce
phénomeéne est accompagné par une sécrétion aecoytoltines pro-inflammatoires (TNE-IL-1,

IL-6, IFN-y et MCP-1) et une diminution de la sécrétion dekiyies anti-inflammatoires (IL-3, IL-

4, IL-10, IL-1RA). Ce statut inflammatoire est asigoa une réduction du taux de Treg, une
augmentation des proportions de neutrophiles, DG, iNastocytes, lymphocytes B, Thl, Thl7 et
TCD8+ dans le tissu adipeux hypertropfiéoodall et al. 2020)



carcinogenes (n=3) ou génétiquement modifiés/spéstén=2) ont également été étudiés (Tableau
12). La course sur tapis roulant (n=11) est la ritgdd'AP la plus couramment utilisée, suivie par
I'environnement enrichi avec course volontaire some (n=6), la natation (n=3) et les roues
motorisées (n=2). Parmi ces études, deux ont camfediet de difféerentes modalités d'AP sur les
réactions immunitaires (Tableau 12).

Ces études sont tres hétérogénes en ce qui conterfréquence, la durée et lintensité de
l'intervention d'AP, ainsi que la durée et le cdler de la période d'intervention. Pour évaluer si
I'AP réalisée avant ou apres l'initiation de la éumont des effets différents sur 'immunité, nous
avons classé les études en trois catégories: arnton d'AP pré- (n=2), de pré- a post- (n=10) et
post-initiation de la tumeur (n=7) (Tableau 12).I4fé I'hétérogénéité des plans d'étude, la plupart
de ces travaux rapportent des effets positifs Alle Bur la progression tumorale et les réponses
immunitaires systémiques ou intra-tumorales.

L'incidence et/ou la multiplicité des tumeurs sduites dans trois étudéshompson et al. 2010,
Murphy et al. 2011; Faustino-Rocha et al. 20&t inchangées dans deux autiigs Tiernan et al.
2004; Saez et al. 200Ma croissance tumorale est réduite dans 11 étundsngée dans trois études
(McTiernan et al. 2004; Buss and Dachs 2018; Molan&hamsi et al. 2019kt augmentée dans
une étudeSaez et al. 2007 Les métastases spontanées sont réduites danstugessuss and
Dachs 2018; Turbitt et al. 201%t inchangées dans deux étudesffman-Goetz et al. 1994,
Wennerberg et al. 2020)

Les paramétres immunitaires fréquemment évaluéprmment le nombre et la fonction des cellules
immunitaires spléniques, les cytokines inflammatwicirculantes, les cellules immunitaires et les
cytokines intra-tumorales. Parmi les cellules dffees spléniques, une étude n'a pas rapporté de
changement du nombre total de LT et de NK, maigirelune augmentation des NK prolifératives
(Ki-67+) et activées (CD69+)Wennerberg et al.2020)Trois autres études décrivent une
augmentation du nombre de NW/ang et al. 2019t une polarisation de I'eéquilibre Th1/Th2 vers la
réponse ThiBianco et al. 2017; Molanouri Shamsi et al. 2010he augmentation de la prolifération
des lymphocytes T CD4+ spléniquésirbitt et al. 2019) de la cytotoxicité des NKViolanouri
Shamsi et al. 2019t de l'activité cytotoxique activée par un lympinek (LAK, Lymphokine
Activated Killer) (Hoffman-Goetz et al. 1995t rapportée chacune dans une étude. Pour lelesel
immunosuppressives spléniques, une étude montreréohgction du nombre de MDSC sans
changement de Tre@lurbitt et al. 2019) et deux autres études rapportent une réduction du
pourcentage de MDS@Vennerberg et al. 202ét du nombre de Tre@ianco et al. 2017)
L'exploration des cytokines inflammatoires circulsmdonne des résultats trés hétérogenes selon les
modeéles expérimentaux. Les concentrations de ol BFI'IL-101 sont réduites dans une étude

(Thompson et al. 201@t augmentées dans une aufiecurau et al. 2007 )Le taux de MCP-1 est
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Figure 29. Impact de la leptine et de PD-1 sur leellules T CD8 intra-tumoraux

L'obésité est liée a une surexpression de la leptrde PD-1 qui, en activant I'axe STATS3, induisen
'augmentation de l'oxydation des acides gras eédmction de la glycolyse et de I'expression de
I'lFN-y dans les cellules T CD8 + intra-tumoraux, entnaina diminution de leur cytotoxicité. Le
blocage de STAT3 ou de l'oxydation des acides@ugmente la glycolyse des LT CD8 + et restaure
leur capacité antitumoraléZhang et al. 2020)



réduit dans une étud@iurphy et al. 2011et inchangé dans une aufiess and Dachs 2018Rour
I'lL-6, sa concentration est réduit®iurphy et al. 2011)augmentéeéThompson et al. 201@u
inchangée(Faustino-Rocha et al. 2017)selon trois études différenteBe méme, les taux des
cytokines circulantes reliées aux fonctions effeeff, moins frequemment déterminés, varient selon
les modéles comme I'lL-2 et I'lFN-qui sont augmentés dans une étlidenmpson et al. 201@Jors

que I'lL-2 est inchangée dans une aufiecurau et al. 2007)

Au sein du TME, il est rapporté une augmentatiorpdurcentage de T CD4+ et CD8+ infiltrantes
(Turbitt et al. 2019)de cellules TCD8+/CD69+ activégsdennerberg et al.202@u de cellules NK
(Wang et al. 2020Pourtant, trois études ne montrent aucun changietia®s le pourcentage ou le
nombre de cellules T CD4+ ou CD8%ianco et al. 2017, Buss et al. 2018, Hagar efall9) Au
niveau des ganglions lymphatiques non drainantss€ntériques), deux études ont décrit une
augmentation de la prolifération des lymphocytesurPles cellules immunosuppressives, le
pourcentage de MDSC est réduit dans deux étuidesitt et al. 2019; Wenneberg et al.20%&t)le
nombre de Treg ou l'expression du géne Foxp3 somhdés dans deux étudésagar et al. 2019;
Turbitt et al. 2019)De plus, deux études rapportent une réductiopoducentage ou du nombre de
macrophages infiltrant les tumeursmeida et al. 2009, Bianco et al. 20,ltandis qu'une autre étude
indique une augmentation de l'activité phagocytdeés macrophages/oods et al. 1994)

Les cytokines inflammatoires intratumorales ontlégant été évaluées dans plusieurs études. Une
étude ne rapporte pas de changement de taux de, Td¢FI'IL-6 ou de I'IFNy dans la tumeur
(Molanouri Shamsi et al. 201,%andis que d’autres études montrent une réducediexipression du
gene de I'lL-6(Shalamzari et al. 2014; Khori et al. 2016w de PIFNy (Turbitt et al. 2019) 1
convient de noter les travaux de Turbitt WJ etjal.ont déterminé le profil d'expression génique du
TME et identifié une répression globale de I'expres des genes codant pour des acteurs des points
de contréle immunitaire (PD-1 et IDO), pour deshubkines associées au recrutement de MDSC et
de Treg et des facteurs de I'invasion métastasiqueniit et al. 2019)

Au niveau des ganglions lymphatiques mésentérigiess études ont décrit une augmentation de la
prolifération des lymphocyteé&acurau et al. 2000; Bacurau et al. 200°Enfin, de travaux de notre
équipe ont montré, chez des souris C57BL/6 agéasentomisées, rendues obéses et développant
un adénome mammaire EO0771, que lactivité physigpentanée modérée stimule la voie
inflammatoire Stat3/ NkB dans le muscle gastrocnémien et dans le tissuwadipguinal avec une
production accrue d’IL-6 dans ce tisSue Guennec et al. 2020Ces données témoignent des
coopérations inter-organe et inter-cellulaire paouvaontribuer a l'adaptation de la réponse
immunitaire.

Pris dans leur ensemble, ces études précliniquemrtéent un effet bénéfique de I'AP limitant

I'incidence, la croissance et la diffusion métasias du cancer mammaire chez la souris. Cet effet
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Figure 30. Effet de I'obésité sur les LT CB+ infiltrant la tumeur mammaire

L'obésité augmente la concentration de CXCL1 danBHM mammaire entrainant I'accumulation
médiée par CXCL1/CXCR2 de cellules myéloides swggives dérivées des granulocytes FasL+ (G-
MDSC FasL+), qui a leur tour interagissent aved leCD8+ infiltrant la tumeur (CD8 TIL) en se
liant au récepteur FAS pour induire leur apopteséeson et al. 2020)



peut passer par 'amélioration de la vigilance imitaire résultant d’une part, de 'augmentation de
I'expression des médiateurs inflammatoires, deddifpration des lymphocytes T, de la polarisation
des Th vers le profil Thl, de 'augmentation du boende cellules NK et de leur cytotoxicité et,
d’autre part, de la réduction des populations imosuppressives induites par les tumeurs, y compris

les MDSC et les Treg que ce soit au niveau spléagutumoral.

Il CANCER DE LA GLANDE MAMMAIRE

Le cancer mammaire est au niveau mondial la lcat#is la plus fréquente chez la femme. En 2012,
pres de 1,7 million de personnes ont été diagnostiss monde et environ un demi-million de
personnes sont décédées de cette maladie. Une fearheit/dix développe un cancer du sein au
cours de sa vie. En 2016, la mortalité par cancesain en Amérique du Nord et dans I'Union
européenne (UE) a baissé de 8%, et cette diminasbmrincipalement attribuable a la détection
précoce et a l'efficacité de la prise en chargeagpeutique.

En France, le cancer du sein se situe®ataftg des cancers chez la femme avec 58 459 nouvaau
en 2018, nettement devant les cancers du coloameet du poumon. Entre 1990 et 2018 (Figure
31), le nombre annuel de nouveaux cas a presqu#ésoit +1,1 % par an en moyenne. C’est aussi
la deuxiéme cause de mortalité par cancer cheenamge avec 12 146 déces en 2018. Le taux
d'incidence du cancer du sein varie en fonctiofigdg avec 3 pics, vers 45 ans, 70 ans et 85 ans
(Figure 32. Parallélement, le taux de mortalité augmenteli@&gunent a partir de I'age de 30 ans
jusqu'a 90 an&Sancho-Garnier and Colonna 2019)

De nombreux facteurs de risque de cancer du seigténidentifiés tels que : les prédispositions
géneétiques, comme la mutation des génes BRCAl1&fadteurs démographiques comme ['age, les
antécédents personnels de maladie (par ex. cancseid, de l'ovaire et/ou de I'endometre), les
antécédents familiaux de cancers (sein, ovailela.mode de vie, telle que la consommation de
tabac, la consommation d’alcool, le surpoids (Fég8B) ainsi que le manque d'activité physique
(Buyukavcu, Albayrak, and Goker 2016)

Plusieurs classifications, clinique, histopatholpgi ou moléculaire des tumeurs ont été
élaborées afin de permettre [lidentification précislu type et grade du cancer et
l'adaptation thérapeutique qui en découle (Figu®. 3 'une des classifications est basée
sur l'expression des récepteurs des oestrogenes @REYe la progestérone (RP)Les
tumeurs RE+ et RE- se différencient en terme denasige moléculaire, d’évolution
clinigue et de réponse au traitement. Les tumeukEs Bont de haut grade histologique,
avec un grand nombre d’altérations moléculairesys phgressives, en comparaison avec

les tumeurs RE+. D’autres marqueurs contribuent aéactériser les phénotypes tumoraux
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Tableau 12. Etudes préclinigues de l'effet de l'actité physique sur les composants
immunitaires dans des modéles de cancer mammaire
Les études sont classées selon la durée totalmigeviention d'AP (longue a moins longue). Pour

chaque étude, 'augmentation ou la diminution esfi§jée pour le groupe interventionnel par rapport
au groupe témaoin.

Référence Modele Type Protocole | Chronologie Iifrf;ts:::mlc?a
tumorale d’AP de 'AP AP/ tumeur Effets sur I'immunité
tumorale
1. AP avant le début de la tumeur (n = 2)
De 4 t Monocytes,
Souris F m/min, De 8 | Tallle et neutrophiles,
Hagar et al Balb/c, Course 10 min/j semaines temps de leucocytes circulants
9 "I Tumeur 4T1 sur roue alo jusqu'a 72h doublement 1 Tregs tumoral
2019 ) S ; !
(Inoculation motorisée | m/min, 26 avant de la tumeur Ratio
ortho) min/j, I'inoculation 1 Survie CD8+/FoxP3+
5 j/sem tumoral
Souris F
Durant les 20 L.
Wang B et Balblc, Course 15 m/min, jours qui I Volume et 116 serique
al. Tumeur 4T1 sur tapis 60 min/i récedent oids tumoraux NK spléniques et
2020 (Inoculation roulant ] ._p : P tumorales
I'inoculation
ortho)
2. AP débute avant et continue aprés [l'initiattamorale (n=10)
Souris F De 14
. Balb/c, m/min, De la sem 8
Shalamzari Tumeur MC4- Course 25minfja | avantjusqua| | Croissance
et al. sur Tapis ] jusqu IL-6 intra-tumorale
L2 20 m/min, sem 6 aprés tumorale
2014 . roulant S ; ;
(Inoculation 40 min/j, I'inoculation
s.C) 5 j/sem
I Accumulation
MDSC,
. + Prolifération des
Souris F + Croissance TCDA4+ spléniques
: De la sem 8 tumorale
Turbitt et Balb/c, tumeur | Course s . s . | MDSC tumorales,
. Acces libre | avantjusqu'a| | Métastases
al. 4T1.2 volontaire N . 1 TCD8+, rapport
: aux roues sem 5 aprées pulmonaires ’
2019 (Inoculation en roue - . . CD8+/MDSC;
I'inoculation et fémorales z .
ortho) . Altération des voies
T Survie . .
inflammatoires et
immunitaires dans la
tumeur
. Course . -
Hoffman- Souris F sur tapis 18 m/mm, De lasem 8 Pas de NKCQ _splemque,
BALBI/c, 30 min/j . i activité LAK
Goetz roulant vs . avant jusqu'a | changement de : .
tumeur MMT (tapis) ou N . (amplitude variable
et al. , . course " 3 sem aprées métastases p )
66 (inoculation : acces libre " ) . selon l'intervention
1994 . volontaire I'inoculation pulmonaires
iv.) aux roues

en roue

EX)




parmi lesquels le récepteur HER2 (human epidernralwily factor receptor 2, dénommé
aussi ERBBZ2), Cytokeratin 5/6 (CK5/6)(Figure 34) (Franchet, Duprez-Paumier, and
Lacroix-Triki 2015)

.1 MODELES DE CANCER MAMMAIRE MURIN

Il existe de nombreux modéles de cancer mammaee les animaux qui découlent essentiellement
de trois procédeés de cancérogenese : chimiquetigga®u par implantatiofi-|-Abd et al. 2014)
* Chimique :
Les cancérogenes chimiques, qui généralement endgemhdirectement I'ADN, comprennent les
hydrocarbures aromatiques polycycliques, les amaresnatiques, les nitrosamines, les agents
alkylants. La N-méthyl-N-nitrosourée (MNWBI-Nitroso-N-methylurea) et le 7,12-diméthylbenz (a)
anthracene (DMBA) sont les agents les plus couramhnmdisés pour induire le cancer mammaire
en raison de leur reproductibilite. Ces modelesnp&ent d’étudier l'initiation et la croissance
tumorale chez des souris et des rats immunocontgétentraitement par MNU ou DMBA conduit
a des tumeurs hormono-dépendantes, type adénamaeciavec le MNU et fibro-adénome bénin
pour le DMBA (Holen et al. 2017)
» Génétique :
Les modeles de souris génétiguement modifiéesgteldransposon, transgénique, knock-in, knock-
out et inductible, permettent d’étudier les effelis génes/mutations spécifigues au cours des
événements précoces de la carcinogenese. Des pumagEniques, tels que le virus de la tumeur
mammaire murine (MMTV), la protéine acide du laétosn (WAP, whey acidic protein), C3 [et
lactoglobuline, peuvent étre utilisés pour modulfexpression des oncogénes dans le tissu
mammaire. Cependant, une caractérisation incomgést@romoteurs et les mutations des oncogénes
peuvent conduire a des modéles de tumeur mammaine geprésentent pas compléetement la tumeur
humaine. De plus, I'étude de la maladie métastasdpns ces modeles s’avere délicate car la
pénétrance des métastases est faible et nécessiamps relativement long pour se développer
(Swiatnicki and Andrechek 2019)
* Implantation :
Ce sont les modéles les plus couramment utiliségidte trois modalités d'implantation par :

- xénogreffe dérivée d’'une lignée cellulaire isalken patient (CDX, patient-derived cell-line

xenogratft),

- xénogreffe dérivée d’un patient (PDX)

- lignée cellulaire syngénique dérivée de souris.
Ces modéles sont utilisés pour étudier la génétigomrale, la réponse biologique et la diffusion

métastasique. En fonction du site d’implantaticffécentes étapes et métastases spécifiques a un
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Effet sur la

Référence HBEEE T’y be Prot(?cole clnreliagis croissance | Effets sur
tumorale d’AP de 'AP | AP/ tumeur ” o
tumorale limmunité
Bacurau Rats M Wistar, Course sur | 30 min/j a DZ\;Saerw 8 | Rapport masse ! I:;ir’n-la-l[[\i”:l?es
tumeur Walker | tapis roulant 85% de . R tumorale/poids plasmaltiq
et al. jusqu’au j15 Prolifération des
256 (haute VO2max, . corporel
2007 (inoculation s.c) intensité) 5 j/lsem apres Survie lymphocytes de LN
' J linoculation | urvi mésentériques
De la sem 8 t Prolifération des
Bacurau Rats M Wistar, Course sur | 1h/j a 60% avant lymphocytes des LN
tumeur Walker | tapis roulant de . o : mésentériques
etal. ) C2 jusqu’au j15 | | Survie
2000 256 (intensité VO2max, aprés 1 Phagocytose des
(inoculation s.c) modérée) 5j/sem linoculation m,a.crop,hages
péritonéaux
| IL-4 tumorale
Souris F Balb/c, 50 min/ja| Delasem6| Pasde 1 1L-4,
Molanouri tumeur Course sur 50-70% | avantjusqu’a| changement 1 IFNg, rapport
etal. 2019 | 4T1(Inoculation| tapis roulant | VO2max, | sem 6 aprés| du volume IFNg/IL-4 produit par
S.C) 5j/sem | [linoculation tumoral les splénocytes
stimulés
_Souns M Natation 17/} a 50 Delasem4 | * Volur_ne et | Infiltration des
. suisses, tumeu . - ou 80% de . 'a poids
Almeida et s (intensité . ~| avant jusqu’a macrophages et des
d'Ehrlich . la capacité N tumoraux .
al. 2009 . ; modéréers . sem 2 apres : .. | neutrophiles tumorale
(inoculation élevée) maximale, l'inoculation (intensite (intensité modérée)
s.C.) 5 j/lsem modérée)
Souris F Delasem4 1 Voie inflammatoire
Le C57BL/6, Environnement avant | Croissance Stat3/NF«B et IL-6
Guennec et tumeur EO771| enrichidoté | Accés libre| inoculation tumorale dans le tissu adipeux
al. 2020 (Inoculation d’une roue jusg’'au inguinal
ortho) sacrifice
18 m/min,
. te 5% . Pas de
Souris pente 5o, De jour 3 L .
Woods et C3H/HenN, Course sur (:)31? vr?tlensge avant d%hﬁgg%rgﬁgé T Acégét%gtfggﬁggrse
al.1994 tumeur S.CA'l tap|s(mod¢ree croissante | USAY @YUM morale ou dg  infiltrant la tumeur
(inoculation vsexhaustive)| . s 14 aprés . . o -
jusqu'a , ; la progression|  (intensité modérée)
s.c.) L I'inoculation
épuisement tumorales
(2-3 h)/j
Souris F C3 (1) 20 m/min, .. s | Nombre de
SVA0Ta pente 5%, | AP débutée a tumeurs
Murphy et 9 Course sur | 60 min/j a | I'age de 4 sen . | MCP-1et IL-6
tumeur ' i spontanées .
al.2011 mammaire tapis roulant 70% et a duré 20 Vol plasmatiques
spontanée VO2max, sem l t . umeI
p 6 jlsem umora
Souris F PyMT AP débutée a | CCL22
- Course - A . . . L
Goh etal. | transgéniques, , Acceés libre| l'age de 42j | | Croissance | | Expression génique
volontaire en .
2013 tumeur rOUES aux roues | etaduré 10 tumorale de CXCR4 dans la
spontanée sem tumeur
3. AP débute&pfinitiation tumorale
Souris F
BALB/c, 16-18 AP débutée 3
Khori et al. tumeur Course sur | m/min, 10-| l'inoculation | | Taille | IL-6 dans la tumeur
2015 MC4-L.2 tapis roulant | 14 min/j, etaduréb tumorale
(inoculation 5 j/lsem sem

s.Cc.)




organe peuvent étre évaluées, par exemple l'ingilantdirecte par voie orthotopique ou ectopique
ou l'injection dans le systeme circulatoire postde différentes localisations tissulaires tels lgse
poumons, le foie et les os selon la voie d’abordisih, veine caudale, veine porte ou perfusion
intracardiaquéeFantozzi and Christofori 2006)

Le CDX provient de tumeurs hautement malignes dastésiques et doit étre transplanté dans un
modéle de souris immunodéficiente, ce qui le remabinpatible pour I'évaluation de la réponse
immunitaire, de l'efficacité thérapeutique et digquie métastasique.

Le PDX, qui implique la transplantation de morcedaxumeur provenant du patient est plus efficace
a la modélisation des meétastases. Les morceauxurdeut contiennent des cellules stromales
permettant la progression tumorale. Néanmoins,it® en place de PDX est relativement lente et
son application est limitée dans la sélection Hésapies personnaliségsolen et al. 2017)

Les lignées cellulaires de tumeur mammaire spoptahériveée de la souris permettent des
implantations dans des animaux immunocompétentgésyques. Il existe un nombre restreint de
lignées disponibles tels que EMT-6, HCC70, 4T1@&tH, la seule hormonodépendahnteng et al.
2017) La limite de ces modeéles est leur transposalglitéancer mammaire humain.

Le modele d’adénocarcinome mammaire syngénique EQY7

La lignée EQ771 a pour origine un adénocarcinommmaire spontané isolé d'une souris femelle
C57BL/6 a la fin des années quarante. Cette ligrstadécrite comme trés agressive et colonise
facilement d’autres tissus éloignés tels que lesmmms, le mésentere intestinal et le pancréagjice q
en fait un modele approprié pour I'étude des diifés stades de la progression tumofaigens,
Mihich, and Ehrke 2005Les EO771 sont des cellules&RER 1+, PR+, ErbB2+, ce qui correspond
au type luminal B, frequemment rencontré chez &igptes et associé a un mauvais pronostic (Figure
35), (Le Naour et al. 2019Les EO771 expriment aussi d’autres marqueurs ecoolaudine 1, 7 et
10, p53 (muté), récepteurs et ligand Notch, EGHR,,PPDL1 et PLAC1 (Placental-specific protein
1) etc. (Figure 35)Le Naour, Rossary, and Vasson 20ZElles répondent au traitement anti-
estrogene tels que tamoxifene, 4-hydroxy-tamoxifeneloxifene et fulvestrant.

Ce modele EO771- souris C57BL/6 présente l'avarday®ir une prise tumorale proche de 100%,
en particulier en implantation mammaire orthotopiguid’étre tres proche du cancer du sein humain.
Il conduit a la formation de tumeurs volumineuses quelques semaines bénéficiant d'un
microenvironnement mammaire complet favorisanidéodue intercellulairéLe Naour, Rossary, et
Vasson 2020)

La prolifération tumorale des cellules EO771 sendibte similaire a celle d'autres tumeurs murines
et humaines transplantables, notamment en relatiea la durée de la phase S. La taille de la tumeur
EO771 est corrélée a sa densité cellulaire mas aula proportion de tissu nécrotigla.croissance

42



Effet sur la

D

e Modéele Type Protocole | Chronologie . Effets sur
Référence . "
tumorale d’AP de 'AP AP/ tumeur croissance Fimmunité
tumorale
. t Marqueurs Thl
SB(;TerI/SCF 15-45 AP débutée a | Marqueurs Th2
i ’ | i 0
et | wmeurars | aanon |, | oo | volume |4 Des g cansl
' (Inoculation 5 jlsem rate, o _
ortho) sem 1 % BMDC, Production
d'IL-10 par les BMDC
) | MDSC
Souris F AP débutée |t tCr0|ssa|1nce t NK Ki-67 + et CD69 +
i AP umorale;
Wennerberg Balbl/c, Course | 18 m/min, ) 8j apres Pas de dans la rate
tumeur 4T1 | sur tapis 30 min/j, l'inoculation | MDSC infiltrant les
etal. 2020 (Inoculation roulant 5j/sem etaduré 3 changement
J de métastaseg tUmeurs
S'C) sem pu'monaires 1+ T CD8+ infiltrant les
tumeurs
Souris F
C57BL/6 ~_| ! métastases
N AP débutée a| abdominales;| Pas de changement de
ApoE-/-, Course s N .
Buss et al. . Accés libre | l'inoculation Pas de nombre de TILs, %Tc
tumeur volontaire
2018 EO771 N roUx aux roues | de la tumeur changement | ou% Treg de lymphocytes
: lati etaduré 16| de croissance| T totaux; MCP-1 sérique
(inoculation tumorale
ortho)
Rats F AP initice | + Nombre de
Faustino- Sng?/Igeue- Course | 20 m/min, aprés gjme(;‘rS; bas de ch td
Rocha 4 sur tapis | 60 min/j, 5 | linduction de as de as de changement de
tumeur . changement CRP et IL-6 sérique
et al. 2017 Lo roulant jlsem la tumeur et a .
induite par duré 35 du poids
MNU ure oo sem tumoral
Acceés aux
Rats F roues
Sprague- Course en| motorisées AP initiée | Incidence et ! lL'lTéé;;t?’uTe':Fa
Thompson Dawley, roue (vitesse apres une sem| multiplicité IL 2p GM CSqF II£N
et al. 2010 tumeur librevs | constante a| de l'induction deL; tlprlmle o f -IL’4 IL-G IL-10 9
induite par | motorisé | 40 m/min) | de la tumeur umeu ) ’ - i )
MNU ou non plasmatiques
motorisées
Rats F AP débutée | 1 Croissance
Sprague- apres tumorale;
Saez et al. Dawley, Natation 30 min/j, l'apparition de Pas de Pas de changements de
2007 tumeur 5j/semaine | la 1ére tumeur| changement dg NK circulants
induite par le etaduré1a?2 Ilamultplicité
DMBA mois tumorale

IFN: interféron; IL: Interleukine; TNF: Facteur deécrose tumorale; CRP: Protéine C-réactive; MCPofine
chimioattractive des monocyte; GM-CSF: facteur tmulation des colonies de granulocytes-macropha@sL:
ligand de chimiokine CC; CXCR: récepteur de chinmelCXC; BMDC: cellule dendritique dérivée de laathe osseuse;
DC: cellule dendritique infiltrant la tumeur; NKNatural Killer; NKCC: cytotoxicité des cellules NKAK: Lymphokine
activated killer; Tc: lymphocyte T cytotoxique; Thhelper; Treg: lymphocyte T régulateur; TILs: Lgmocytes infiltrant
la tumeur; MDSC: cellule suppresseur dérivée delaigiés; LN: ganglion lymphatique; VO2max: taux dasommation
maximale d'oxygene; DMBA: 7,12-diméthylbenz (aheuene; MNU: N-méthyl-N-nitrosourée; ortho: ortbptque;
SC, sous-cutanée; iv intraveineuse; EX, exercidg; Activité physique ; sem: semaine ; j: jour ; Femelle; M: Male



tumorale peut également étre influencée par leactanstiques de I'héte. Ainsi, la croissance
tumorale est liée au poids de la souris avec ux daucroissance initial élevé suivi d'une phase de
décélération de croissance plus rapide chez lasssteipoids corporel élevé par rapport a celles de
poids faible(Le Naour, Rossary, et Vasson 2020)

Les tumeurs EO771 présentent une faible infiltralypnphocytaire (LTCD4, LTCD8) accompagnée
d'une forte infiltration de MDSC et une polarisatid2 des macrophages. Ce profil leucocytaire est
connu pour favoriser la croissance tumorale assacién mauvais pronostic. Cependant, le rapport
CD4/CD8 difféere au cours du développement de laetumavec une prédominance des LT CD8 au
stade précoce alors que les LTCD4 préedominentaale sardif. La proportion des sous-populations
de LTCD4 évolue au cours du développement tumamed,aau stade précoce, une population LThl
prédominante qui évolue en Treg et en Th17 au stadeavancéGarcia-Quiroz et al. 2016)

Toutes ces caractéristiques font du modéle EO®urissC57BL/6 un modéle de choix pour évaluer
le retentissement d’interventions spécifiques {tiatr, activité physique ...) et/ou de thérapieslsur

développement tumoral en regard de I'adaptatiosiphyathologique de I'héte.

.2 VITAMINE D ET CANCER MAMMAIRE

* Données épidémiologiques :

Certaines données épidémiologiques semblent déemamireffet direct, quoique controversétre

le déficit en25D sérique et le risque de cancer mammaire. Wmeétas-témoins nichée dans la
cohorte francaise E3N a montré une diminution dgu# de cancer du sein avec l'augmentation de
la concentration sérique de 25D (OR odds ratio;a@3ntervalle de confiance a 95%, 0,55-0,96;
tendance (p=0,02) pour les femmes du tertile les @ievé. Cette étude a également établi une
association inverse significative limitée aux fensnde moins de 53 ans lors du prélevement sanguin
[(OR (T3vsI1) 0,60; IC a 95%, 0,37-0,98; tendance p=0,04pz0ks femmes pré-ménopausees, le
risque est également réduit mais de facon nonfiigtive (Engel et al. 2010). Une autre étude cas-
témoins récente montre que le risque de cancexidest inférieur de 67% (OR: 0,33; 95% CI: 0,11-
0,97; p <0,05) pour un niveau sérique de 25 24,6 ng/mL chez les femmes ménopausées (40-79
ans)(Krusinska et al. 2019)

De fagon similaire, Wang et al. décrivent une asdion inverse significative entre taux de 25D et
cancer du sein chez les femmes ménopausées, nrmachep les femmes en pré-ménopaiseng

et al. 2013).

Une méta-analyse de neuf études prospectivesunetemicune relation entre le taux de 25D circulant
et le risque de cancer du sein. Cependant chdertaaes ménopausées, une corrélation inverse est
observée dans une plage étroite de concentrati@dleentre 27 et 35 ng/rfibaver et al. 2013)
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Une autre méta-analyse de 14 études prospectivasnie une association inverse significative
entre le taux sérique de 25D et le risque de cahcsein\Wang et al. 2013 Sachant qu'il existe un
effet protecteur de 25D chez les Américains, au@ss®ciation statistiquement significative n'est
observée dans les études européennes, ce quisupgeles differences ethniques, le milieu de vie
et les habitudes alimentaires peuvent influenassdciation\Vang et al. 2013)

» Etudes expérimentalesn vitro :

Les études expérimentales vitro montrent que la VitD stimule la différenciation l&tpoptose
cellulaire et inhibe la prolifération et la diffasi métastasique des cellules tumorales mammaires
(Christakos et al. 2016Pour la majorité des cellules cancéreuses exptioma VDR fonctionnel,
I'incubation avec 1,25D3 conduit a 'accumulati@ncellules en phase GO/G1 du cycle cellulaire. En
présence de 1,25D3 il est observé une diminutiol’edgression des cyclines et des kinases
dépendantes des cyclines (CDK) et/ou une augmentdé I'expression de inhibiteurs de ces CDK,
tels que p21 et p27, qui entrainent une activitdK G&duite, la formation d'un complexe Rb-E2F
(rétinoblastome-E2 transcription factor), la dintion de I'expression d’E2F et de ses genes cibles
ce qui conduit a I'inhibition de la croissance gkire (Christakos et al. 201§Figure 36)En outre,
I'induction de C/EBR par 1,25D3 et I'amélioration de la transcription R/[Par C/EBI. ont été
suggérées comme un mécanisme impliqué dans lirdnlde la prolifération des cellules tumorales
mammaires humaines MDA-MB-231 et MCF-7 médiée parlJ25D3(Dhawan, Weider, and
Christakos 2009)De plus, la 1,25D3 antagonise la signalisatiort/\WnRcaténine, ce qui réduit la
prolifération cellulaire Singh and Adams 201°0a 1,25D3 diminue l'interaction entre lacaténine

et le facteur de transcription TCF (T cell facten) faveur d'une interaction accrue entre VDR et
caténine. La 1,25D3 améliore I'expression de ladhérine conduisant a I'exportation nucléaire de
1-caténine. En conséquence, la transcription dessgéibles du TCF diminue, dont celle du c-myc,
un régulateur clé de la progression du cycle ahelSingh et Adams 20170a 1,25D3 interfére
également avec d'autres voies de régulation deolasance initiées par le TGF- le facteur de
croissance épidermique (EGF), le facteur de crosansulinique (IGF), et FGF2. De plus, elle
intervient dans d'autres voies de signalisatiorogd@hiques (par ex. voie ERK/ MAPK et c-myc)
(Christakos et al. 2016Dans les cellules cancéreuses mammaires qui exprimBRCAL, le VDR

lié au calcitriol ou a son analogue (EB1089) seigsa BRCAL, et ce complexe occupe les VDRE
dans le promoteur du p21 pour améliorer l'acétytatile ce promoteur et l'expression de p21
(Pickholtz et al. 2014)

La 1,25D3 induit l'apoptose par des mécanismessquiblent spécifiques du type de cellule
cancéreuse considéré. Plusieurs études ont indiggife VDR nucléaire est impliqué dans ces effets
pro-apoptotiques de la 1,2503inser, McEleney, and Welsh 2003; Bijian et @18) D’autres

études ont mis en évidence une activation par 328DI'apoptose par la suppression des protéines
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anti-apoptotiques Bcl2 (B-cell lymphoma 2) et BtI®-cell lymphomaextra Large) et I'activation
de la protéine pro-apoptotiqgue Bax (BCL2 Associat@dCeci conduit ensuite a la libération du
cytochrome ¢ des mitochondries et a l'activatios cspases notamment 3 €t 9ristakos et al.
2016) La 1,25D3 peut, de plus, induire I'apoptose ¢eriérant avec d'autres voies de signalisation
telles que le TNFe. Dans les cellules MCF-7, I'induction de I'apoptpar la 1,25D3 et son analogue
synthétique EB1089 semble impliquer la voie dedphagie dépendante de BeclifHlzyer-Hansen

et al. 2005) Dans ces MCF-7, le gene de la PDLIM2 (PDZ-LIM ddmcontaining protein 2),
protéine adaptatrice qui relie différents compaosaht cytosquelette, est identifié comme un géne
cible de 1,25D3. L'induction de PDLIM2 par 1,25D@aile I'adhésion et inhibe la migration
métastasique de ces celluigsinoirbeek et al. 2014)

Différentes protéases telles que les métallopraggis matricielles (MMP), les activateurs du
plasminogene (PA) et les cathepsines (CP) sontgogés dans l'invasion tumorale en raison de leurs
capacités a dégrader la matrice extracellulairel R&D3 réduit non seulement l'expression et la
sécrétion des métalloprotéinases (MMP) 2 et 9, rmdgalement l'activité de la cathepsine K,
augmente l'inhibiteur tissulaire de la MMP1 (TIMRdt)régule différents composants du systeme
activateur du plasminogene. De plus, dans plusigpes de cellules, le traitement avec 1,25D3
conduit & une expression altérée des moléculehébaah. L'expression de la E-cadhérine, un
suppresseur de tumeur qui est inversement cortglérgttastases, est induite par 1,25D3 et cette
induction peut conduire a la suppression de lalitgotellulaire(Christakos et al. 2016)

Etant donné que linflammation chronique est cafréid comme un facteur de risque de
développement du cancer mammaire, la suppressitimftlBnmation par 1,25D3 peut contribuer a
son activité antinéoplasique. Dans le cancer duw, sk 1,25D3 inhibe I'expression de la
cyclooxygénase-2 (COX-2) et augmente celle de taytloxyprostaglandine déshydrogénase (15-
PGDH) entrainant une synthese réduite de prostdigles (PGE2) (Figure 37), dérivées de l'acide
arachidonique qui jouent un role clé dans le détlement de la réponse inflammatoire. Des études
in vitro etin vivo montrent que le calcitriol diminue l'expressionl'deomatase, enzyme qui catalyse
la synthese des cestrogenes dans les cellules fesmorammaires et dans le tissu adipeux entourant
la tumeur mammaire, soit par la répression dirdetk transcription de I'aromataga le promoteur

I, soit par la réduction du taux de PGE2, quilestivateur majeur de lI'aromatasia le promoteur

Il. La 1,25D3 diminue l'expression du récepteur destrogenes (&R et atténue ainsi le stimulus
prolifératif des cestrogénes dans les tumeurs mammaires (Fiurirssi, I'inhibition de la synthése

et de la signalisation des cestrogénes par la 1,26B8s actions anti-inflammatoires jouent un réle

important dans l'inhibition du cancer ER4rishnan, Swami, and Feldman 2012)
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Figure 34. Classification des cancers du sein eigarithme décisionnel(Franchet et al. 2015)

Les cancers du sein sont classés en deux granudédkes$a: les tumeurs exprimant le récepteur des
oestrogenes (RE+) et les tumeurs (RE-). Le grogsetuimeurs RE- est globalement de pronostic
plus péjoratif.
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Figure 35Marqueurs exprimés par les cellules EO771_e Naour et al. 2020)

PD1, Programmed cell death protein 1; PD-LRrogrammed death-ligand 1; EGFR, epidermal
growth factor receptor ; ErbB2, Human Epidermal gthb factor Receptor 2Placl, Placental-

specific protein 1; TrkBTropomyosin receptor kinase B



* Etudes expérimentalesn vivo:

Les études vivomontrent également que la 1,25D et ses analoghdxent la croissance des lignées
ER+ telles que les cellules MCFt7anweelden et al. 1998; Swami et al. 201eER- les plus
agressives comme MDA-MB-23%o0 et al. 2011)Dans le cas des xénogreffes ER+, les effets anti-
tumoraux de la 1,25D et de ses analogues sont @ukB a une expression accrue des meédiateurs
de l'arrét de croissance tels que l'inhibiteur Qi et IGFBP-3Insulin-like growth factor-binding
protein 3) et a la perturbation des signaux deisunédiés par les cestrogenes suite a la suppression
de la synthese et de la signalisation des cestregeéneimi S et al. 2016L'inhibition des tumeurs
ER- par les analogues de la 1,25D est associée diominution de la prolifération et de I'apoptose
due a l'augmentation de la fragmentation de I'ABN et al. 2011)Par rapport au calcitriol, les
analogues semblent exercer une activité antitumomimilaire tout en provoquant moins
d'hypercalcémi¢So et al.2011; Swami S et al. 2016).

Chez des souris transgéniques MMTV-neu nourrieg averégime supplémenté en VitD, il est
observé dans le tissu mammaire I'induction de ¢malisation des genes régulés par la VitD et
impliqués dans les voies de différenciation, de ificadion du métabolisme, de remodelage de la
matrice extracellulaire et de déclenchement dariimité innée(Matthews et al. 2010)Dans le
modele syngénique 4T1, la 1,25D favorise la diffnsinétastasique de la tumeur en générant un
microenvironnement immunosuppresseawlik et al. 2018) ou en induisant la sécrétion
d'ostéopontine probablement par les cellules tulesfanisiewicz et al. 2019Par contre, la 1,25D

et ses analogues PRI-2191 and PRI-2205 inhibdatri@ation de métastases dans les poumons chez
des souris C57BL/6 agées ovariectomisédessiewicz et al. 2019Dans le modéle syngénique de
souris C57BL/6 ovariectomisée implantée avec ld@gMmtv-wntl ER+, le traitement par la 1,25D
ou un apport alimentaire de VitD ont réduit leetffindésirables de I'obésité et induit un retarsd
I'apparition de la tumeur et une inhibition de saissance. Ces effets s’exercent sur la tumewg et |
tissu adipeux environnant par de multiples processsous-expression des récepteurs ER, de
'aromatase et de Cox-2, diminution de la productt@icestrogenes et de PGE2, réduction de
I'expression des récepteurs de la leptine et auigii@m de ceux de I'adiponectine, réduction de la
résistance a l'insuline et augmentation de la §gateon de I'adiponectingwami et al. 20 1qFigure

37). Une étude du modele syngénique EO771 cheplets C57BL/6 soumises a un régime standard
a montré que la supplémentation en VitD diminueclaissance des tumeurs mammaires en
augmentant l'infiltration des cellules T CD8+. Lfeff opposé est observé chez les souris soumises a
un régime obésogeéne pour lesquelles la VitD faeolds croissance tumorale avec réduction de
l'infiltration des lymphocytes T CD8tKarkeni et al. 2010
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Figure 36. Voies de signlisation induites par la 25D3 impliquées dans la régulation de la
prolifération cellulaire, de I'apoptose et de I'infammation dans le cancefChristakos et al. 2016).

La 1,25D3 empéche la transition de la phase Glphdae S du cycle cellulaire soit directement, par
la stimulation de I'expression de différents inkébirs de kinases dépendant de la cycline (CDKif), so
indirectement par I'induction d'autres facteursmdéssance (par ex. TGF). De plus, la 1,25D3 induit
I'apoptose par l'activation de la voie apoptotiouienseque ou par interférence avec d'autres \ages
signalisation telles que TNEEGF, caténine et prostaglandines. La 1,25D3 kgt une activité
immunosuppressive, comme indiqué par la répresida transcription génique a médiation K-

qui se traduit par I'inhibition de la production dgokines inflammatoires, commc IL-1, IL-6, IL-8 e
TNFa.



L’ensemble de ces études épidémiologiques et prgaks démontrent I'impact de la 1,25D et de la
VitD sur le cancer mammaire impliqguant de multipleges interdépendantes régulant la croissance

tumorale.
1.3 OBESITE ET CANCER MAMMAIRE

L'obésité est au niveau mondial considérée comme pathologieémergente qui impacta
prévalence et la progression du cancer mammaiobésité correspond a une augmentation de la
masse du tissu adipeux due a un bilan énergétiqaiifp c'est-a-dire que I'apport calorique a
surpassé au fil du temps la dépense énergétiquen $@rganisation mondiale de la santé, la
prévalence estimée de 'obésité a triplé depui®.1Bid 2016, plus de 1,9 milliard d'adultes dans le
monde, tant dans les pays en développement qudaetapays développés, sont en surpoids et 650
millions sont obéseg-ngin 2017).

Le tissu adipeux est non seulement, le principsgméir énergétique du corps, mais aussi, un site
majeur de production de stéroides sexuels et dkitigs, ce qui en fait un organe endocrinien a part
entiere(Kershaw et al. 2004)Une fonction endocrinienne altérée est souvestiée chez les
personnes obéses favorisant I'apparition de sigheso-biologiques comme l'insulinorésistance,
I'hyperglycémie, I'hyperlipémie, I'hypertension et état prothrombotique et/ou proinflammatoire,
qui constituent le syndrome métaboliqueundy et al. 2004)Ce syndrome augmente le risque de
diabéte de type 2 et de maladies cardiovasculaitas aussi de certains cancers dont le cancer de
I'endometre, du cblon et du sein. En fait, plusetiudes épidémiologiques montrent une corrélation
entre l'obésité/syndrome métabolique et le risgueaahcer du seiii:ngin 2017)Ce lien entre obésité

et risque accru de cancer est consécutif a deatadigs des régulations endocrinienne et métabeliqu
favorisant I'hyperleptinémie, I'hypercholestérol@&ni’augmentation de linsulinémie, de I'lGF-1
(Insulin-like growth factor), de l'activité aroma ce qui aboutit a l'insulinorésistance et a la
leptinorésistancé&=ngin 2017)

* La leptine, codée par le gene Ob, participe au maintien laemiostasie énergétique par un
mécanisme de rétrocontréle central au niveau gpdthalamus. Elle contréle la croissance du tissu
adipeux et la prolifération cellulaire, y compris @iveau mammairé”ark et al. 2017)Le taux de
leptine sérique semble lié a I'agressivité du caduesein et peut refléter le type, le grade dicean
I'envahissement des ganglions lymphatiques, I'esgio@ des récepteurs hormonaux et le risque de
récidive du cancefGu et al. 2011)La liaison de la leptine a son récepteur actege Joies de
signalisation JAK2/STAT3, MAPK-ERK1/2, et PI3K/AKT(Figure 38) qui augmentent la
prolifération cellulaire(Atoum, Alzoughool, and Al-Hourani 202@Ma signalisation de la leptine
favorise la progression du cancer mammaire gréa@nadle dans 'EMT et contrdle de nombreux

meédiateurs impliqués dans la prolifération celkdai 'adhésion, linvasion, la migration,
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Figure 37. Inhibition de la synthese et de la sigtiaation des cestrogénes par le calcitriol
(1,25(0OHYD) (Krishnan et al. 2012)

A. La régulation de la synthese et de la signalisaties cestrogenes par I'aromatase, Cox-2 et les
prostaglandines (PGE2) dans le microenvironnemeatmaire conduisant a une prolifération
accrue de cellules tumorales.

B. Le calcitriol diminue I'expression de I'aromatasgzyme qui convertit les précurseurs androgenes
en cestrogénes a la fois dans les cellules caneérenammaires et dans les fibroblastes adipeux
mammaires (FAM) dans le stroma entourant la turpaamune répression transcriptionnelle directe
du promoteur Il de lI'aromatase. Le calcitriol sumgr également I'expression de COX-2 dans les
cellules tumorales mammaires et les FAM, réduisami le niveau de PGE2. La PGE2 stimule la
prolifération, I'angiogenése et inhibe l'apoptdse PGE2 est également un stimulateur majeur de la
transcription de I'aromatas#a le promoteur Il. La diminution de PGE2 est un setmécanisme
indirect de répression de lI'aromatase par le dalctonduisant & une diminution de la synthése des
cestrogénes dans le microenvironnement tumoral maemae calcitriol réduit I'expression de
récepteurs d'oestrogenes (@Rpar la répression transcriptionnelle directe donmteur ER. La
suppression d’expression des cestrogénes et de gaR le calcitriol réduit significativement
I'important stimulus prolifératif des cestrogeneslss tumeurs ER+.

AA : acide arachidonique, kr. récepteur des cestrogenesPGE2 : prostaglandine E2, FAM : fibroblaste
adipeux mammaire (ou cellule stromale adipeuse).



I'inflammation et I'angiogenése tels que le VE@AEdadhérine et la CDKI1Atoum, Alzoughool, and
Al-Hourani 2020) Dans des travaux antérieurs, notre équipe a datréle de la leptine dans
I'activation des voies de signalisation impliquéess la prolifération cellulaire ainsi que son réle
dans la suppression de la réponse apoptotiqueetlaes tumorales mammairéshierry Jarde et

al. 2011) De plus, notre équipe a établi que la leptinevada production de ROS (Reactive oxygen
species) dans les cellules mammaires épithélialesmes saines et néoplasiqueshbouli et al.
2018) Cette production excessive de ROS conduit ausstnegdatif qui contribue a l'inflammation
et a la carcinogenese.

* Les cestrogenesen exces jouent un réle important dans le dévelognmt, l'invasion et la
progression de la tumeur en situation d’obésitguife 38). Suite au déclin de la fonction ovarienne,
la production d'cestrogénes en post-ménopause sepfaitir des précurseurs androgéniques dans des
sites extra-gonadaux, principalement le tissu acipgrace a I'enzyme aromatase codée par le géne
CYP19. L'incidence du cancer du sein augmente d@@e ce qui est partiellement di a
'augmentation du tissu adipeux et a I'expressicerize de I'aromatase dans le tissu adipguxone
and Silvestris 2016)

Pour étudierin vivo l'effet de I'obésité sur la croissance tumoralemmaaire, notre équipe a
développé le modele syngénique orthotopique delsiss C57BL/6 porteuse de tumeurs EO771
(Nachat-Kappes et al. 201.2Dans ce modéle, I'induction d’'une prise de padsessive par un
régime obésogene hyperlipidique conduit & un gifettumoral, augmentant la croissance tumorale,
favorisant I'angiogenése, modulant la réponse initaioa et activant des voies pro-tumorales telles
que I'AKT/Mtor (Gu et al. 2011; Fuentes-Mattei et al. 2014; Sceliyal. 2016; Bousquenaud 2018;
Le Guennec et al. 2020Les voies de signalisation impliquées dans lac@&agenése mammaire
induite par I'obésité sont détaillées dans la #388.

.4 ACTIVITE PHYSIQUE ET CANCER MAMMAIRE

L'activité physique, y compris les exercices d'b&r@t de résistance, a des effets protecteure sur
risque de cancer. Les études épidémiologiquesrerdngue Il'activité physique réduit le risque de
cancer de sein de 27% chez les femmes préménopaaséke 31% chez les femmes en post-
ménopause. Des études ont montré une relationrdpsase entre I'activité physique et le risque de
cancer de seifBrown et al. 2012)L'impact de l'activité physique dans la carcimegge s’exerce sur
la réaction inflammatoire, la réponse immunitaites régulations hormonale (stéroides) et
métabolique (insuline, IGF-1), la production adipaue (leptine et adiponectine) (Figure 303
Guennec et al. 2020)

Chez les femmes en post-ménopause, un niveau maokiExércice régulier est associé a une
diminution des taux d'cestrogénes, entrainant wat efitiprolifératif. Cet effet a été démontré sur
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Figure 38. Voies de signalisation activées danstiésité et liées au cancer mammaire

L'obésité entraine une augmentation des niveansuline, d'IGF-I et d'IGF-II qui se lient 4 IR, &
I''GF-IR et & une forme hybride (IR-IGF-IR), et i@ennt ainsi a la fois le RAS/MEK/MAPK et le
PI3K/Akt/mTOR qui activent le S6K1. La phosphorigat de S6rp par S6K1 favorise a la fois la
synthese des protéines et la prolifération celleldia leptine active la signalisation JAK/STAT par
son récepteur (OB-R). L'adiponectine déclenchehlasphorylation de 'AMPKia son récepteur
AdipoR. L'AMPK diminue la translocation nucléairea €RTC2 qui lie CREB, augmentant ainsi
I'activité aromatase. Ces voies convergeant verkBJFeonduisent a I'expression de CycID1 et c-
Myc, qui favorisent la survie et la prolifératiorlitlaire, ainsi que la sécrétion du VEGF et
I'angiogenése tumorale. Les ROS contribuent a dgrpssion tumorale en favorisant l'instabilité
génomiqueSimone et al. 2016)

AdipoR, récepteur de I'adiponectine; AMPK, protéimease activée par 'AMP; CREB, protéine de liaisoix éléments
de réponse a 'AMPc; CRTC2, coactivateur de trapison 2 régulé par CREB; CyclD1, cycline D1; ER#ements de
réponse aux cestrogenes; IGF, facteur de croissamalogue a linsuline; IGF-IR, récepteur IGF-I; IRcepteur
d'insuline; JAK2/STATS3, janus kinase 2/transductdeisignal et activateur de transcription 3; F-KB, facteur nucléaire
kB; PI3K, phosphatydilinositol-3-phosphate; ROSéxes réactives de I'oxygene;  S6K1, S6 kina&sfp, protéine
ribosomale S6; VEGF, facteur de croissance endateélasculaire.



I'estradiol total et libre, indépendamment de I'IMCdu statut ménopausique. Le taux circulant de
SHBG (sex hormone-binding globulin), protéine densport des stéroides sexuels, augmente suite &
la pratique d’exercices physiques, ce qui dimirsddux d’'cestrogenes et d'androgenes libres (Figure
39X Ennour-Idrissi, Maunsell, and Diorio 2015)

Difféerents modéles précliniques ont démontré |la uhattbn des adipokines circulantes par l'activité
physique. La production accrue de I'adiponectirrdgéissu adipeux associée a une réduction de la
masse grasse totale et viscérale a été démdnteée, Pazaitou-Panayiotou, and Mantzoros 2006)
L'adiponectine module des réponses biologiques ritaptes telles que l'activation des voies de
survie, la stimulation de lI'angiogenése et la petidn de cytokines anti-inflammatoires, ayant ainsi
un role antitumoral. L'adiponectine peut agir dieeeent sur les cellules tumorales en se liant et en
activant ses récepteurs et les voies de signalisah aval(Barb, Pazaitou-Panayiotou, and
Mantzoros 2006)Notre équipe a déterminé que le traitement alipbnectine (10 mg/ml) des
cellules néoplasiques MCF-7 inhibe leur prolifayaten réduisant I'expression des ARNm de genes
impliqués dans la régulation du cycle cellulaireAlRK3, ATM) et de I'apoptose (BAG1, BAG3,
P53)(Jarde et al. 2009 De plus, I'adiponectine inhibe la proliférationlakdire induite par la leptine

en inhibant NR¢B, facteur de transcription qui régule positiveméntVEGF dans les cellules
tumorales mammairgsarde et al. 2009)Chez le rat, I'exercice aérobie a long termalaitées taux
sériques de leptine par rapport aux témoins sédesitaneng and Niu 2018Néanmoins, quel que
soit le modele, l'activité physique exerce un effeitecteur sur la carcinogenése mammaire avec
réduction de la leptinémie.

L'activité physique augmente I'absorption du gleces I'expression de GLUT4 et la sensibilité a
l'insuline par I'activation des voies AMPK et PI2WIT (Le Guennec et al. 202(De plus, L'activité
physique elle réduit la production d’insuline elGF-1 et augmente I'expression de leurs protéines
de transport IGFBP-3, ce qui contribue a la dimowdes fractions libres d’insuline et de IGF-1
(Friedenreich, RyderBurbidge, and McNeil 2020)

Des études cliniques et précliniques ont démoniee lgs interventions d'activité physique a long
terme d’'une part, réduisent les marqueurs séripgreegrflammatoires (IL-6, IL-f, TNFo) ainsi que

la protéine C-réactive (CRP) et 'amyloide sériqu€SAA) qui contribuent a la tumorigenése et
d’autre part, augmentent les biomarqueurs antamfhatoires, en lien avec la réduction de la masse
grasse (Figure 39). De plus, les contractions mases au cours de I'exercice libérent des récepteu
solubles du TNE& qui contribuent a la réponse anti-inflammataireedenreich, RyderBurbidge,

and McNeil 2020Q)

L'exercice physigue permet de réduire I'hypoxie di I'nypertrophie des adipocytes par la
stimulation de l'angiogenese dans le tissu adipsugmentant ainsi le flux sanguin tissulaire

inflammatoire (Friedenreich, RyderBurbidge, and McNeil 2020)Notre équipe a développé
49



4 Metabolic function

T Insulin sensitivity, - IGF-1, | —
T IGFBP-3, .| Fasting glucose

T E 3

//_ «J+ Chronic ;uw-g'rade inflammation \\

2 oL Leptin .
JAdipokines — 2 Adiponectin —
T risk
& L6 —- JLCRP i
Inflammatory — |- TNF-a Wl SAM _
cytokines L IL1R

% W

+J- Bioawailable sex hormones

L
Sedentary i
behavior Do — Estogeas
T = 4 Androgens
Strong evidence ————————— = Moder=te evidence

Figure 39. Mécanismes biologiques hypothétiques hal'activité physique, I'excés de graisse
corporelle et le comportement sédentaire au risquée cancer.

IGF-1, facteur de croissance analogue a l'insulingsFBP-3, protéine 3 de liaison au facteur dessamce
de l'insuline; IL-6, interleukine-6; TNF-a, factede nécrose tumorale-a; IL-1b, interleukine-1b; CiRBtéine
C-réactive; SAA, amyloide sérique A; SHBG, globalilant les hormones sexuell&siedenreich et al.
2020)



I’hébergement des animaux en environnement encielyjui favorise I'activité physique spontanée
et les interactions sociales des so(rischat-Kappes et al.201.2Ces conditions d’hébergement ont
entrainé, dans notre modéle de tumeur mammaire EQ&veloppée par la souris C57BL/6, une
diminution au niveau tumoral de I'expression de&ClaX-2 et du marqueur de prolifération Ki67,
associée a une réduction de l'inflammation et dume de la tumeufNachat-Kappes et al.2012)
Les travaux récents de Adraskela et al. démonteatl’exercice peut influencer positivement le
maintien des télomeéeres chromosomiques en protégeanite le stress oxydatif et en favorisant
I'expression des protéines de stabilisation demm@es (Adraskela et al. 2017) Le
dysfonctionnement des télomeres et la réactivittadélomeérase sont en effet associés a un risque
plus élevé de cancer mammaire. Le stress oxydatif pltérer les télomeres, provoquant ainsi
l'instabilité chromosomique. De méme, I'exces delpa été associé a des télomeéres raccourcis du
fait de l'inflammation chronique induite par I'oliéset le stress oxydatif-riedenreich, Ryder
Burbidge, and McNeil 2020)
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OBJECTIFS DE LA THESE

Les travaux expérimentaux publiés montrent queit® st impliguée dans la modulation de la
réponse immunitaire. La VitD favorise I'activatides réponses de I'immunité innée, en particulier
la sécrétion de peptides antimicrobiens comme thétiaidine. De plus, elle polarise 'immunité
adaptative vers une réponse anti-inflammatoire.e@Geant ces observations restent mal étayées et
parfois contradictoires, notamment en raison devddabilité des modeles et des conditions
expérimentales comme par exemple les doses adréagsste temps d’incubation et la forme de VitD
utilisée.

Par ailleurs, les études épidémiologiques démoaontrernisque accru de développer un cancer du sein
associé a la carence en VitD. Des travaux expétam&im vitro confirment I'effet cytotoxique de la
VitD sur les cellules tumorales mammaires, effet mjast cependant pas retrouvé dans certains
modeles cellulaires comme les cellules murines DELMEme, des étudasvivochez les rongeurs
donnent des résultats contradictoires quant a Hehple la VitD sur la croissance de tumeurs
mammaires induites.

Comme les cellules immunitaires et les cellulesdrales mammaires semblent étre des cibles
privilégiées de la VitD, ceci laisse envisager @edon régulatrice clé de cette vitamine dans le

dialogue inter-cellulaire et la surveillance antirorale.

Partant de ces données de la littérature et des tvaux antérieurs de I'équipe de recherche,
I'objectif général de la thése était de définir 'mpact de la VitD sur les capacités de réponse des
cellules immunocompétentes en lien avec la prolifétion et la croissance de cellules tumorales

mammaires dans des modéles expérimentaux vitro et in viva

Pour répondre a cet obijectif, trois approches tintiéveloppées :

» La premiére approche a pour objectif d’évalear vivo 'impact de la supplémentation en
25(0OH)D (25D) sur I'expression intracellulaire deng CAMP qui code pour la cathélicidine, et
sur la production extracellulaire de LL-37 (catbiéline humaine) dans un modédg vivode
cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC).

Dans ce but, des cellules PBMC isolées de donrsaims sont mises en culture, incubées ou non
avec la 25D, et stimulées ou non par le lipopolgsadde (LPS) ou par 'ARN double brin
synthétique Poly (1:C) (PIC) pour mimer une sitoltd’'agression bactérienne ou virale,
respectivement. Les expressions du gene CAMP giegitide hCAP18 sont mesurées apres
respectivement 24h et 48h d’incubation. Les comaénohs de LL-37 sont déterminées dans le

milieu de culture aprés 48h d’incubation.
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Ce travail est en cours de soumission dans « JooirRdnysiology and Biochemistry » (article 1).

» La deuxieme approche companmevitro I'impact de deux formes de la VitD, 25D et 1,25(cM
(1,25D), sur les lignées murines d’adénocarcinorammaire EO771 et de macrophages IC-21.
Cette approche a quatre objectifs :

% Caractériser le VDR et les acteurs du métabolisenia &itD dans les EO771 et les IC-
21 et étudier l'effet de la 25D et de la 1,25D lsurrs expressions génique et protéique.

« Evaluer I'effet de la 25D et de la 1,25D sur labiliéé des EO771 et sur la polarisation
M1/M2 des macrophages IC-21.

% Etudier l'effet de la 25D et de la 1,25D sur l'e@gpsion génique et protéique de la
cathélicidine par les EO771 et les IC-21 et déteemisi la cathélicidine a un effet
cytotoxique sur les cellules EO771.

« Etudier I'effet de la 25D et de la 1,25D sur leldgae entre les EO771 et les IC-21 en
co-culture.

Pour cela, dans un premier temps, nous incubonsalkdes EO771 et IC-21 avec la 25D ou la

1,25D. Les expressions géniques et protéiques deyp27b1, Cyp24al et CRAMP (cathélicidine

murine) sont étudiées apres 24h et 48h d’'incubatspectivement. La viabilité, 'apoptose et le
cycle cellulaire des EO771 sont évalués apres48ind’incubation, et la polarisation des IC-21 est
déterminée apres 48h.

Dans un deuxieme temps, les cellules EO771 et E@Taifués a la protéine fluorescente verte

(EO771eGFP) sont mises en culture 3D (sphéroidgés)qo-cultivées ou non avec des IC-21, en

présence ou en absence de 25D ou 1,25D. Ceci raugpd’étudier I'effet de la VitD sur le dialogue

entre les deux lignées en évaluant simultanémentidailité des EO apres 24h, 48h et 72h
d’incubation et la polarisation des IC-21.

Ce travalil fait I'objet d'un article en cours dela&tion (article 2).

» Dans la troisieme approche, nous souhaitons coefimos observations de I'étudte vitro a
'aide d’un modelen vivo. L'objectif de cette approche est d’étudier, ckesouris C57BL/6
ageée en situation d’obésité post-ménopausiqudet’ee la VitD, associé ou non a I'activité
physique, sur la croissance tumorale mammaireréptanse immunitaire du microenvironnement
tumoral.

Pour cela, des souris C57BL/6 agées sont ovariesf@s et soumises a un régime obésogene en
microenvironnement enrichi. Les souris sont répardléatoirement en 4 groupes, recevant ou
non une supplémentation en VitD, et soumises owanamexercice physique d’intensité modérée

(course sur tapis) jusqu’'a la fin du protocole. €918 semaines, les souris recoivent une
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implantation orthotopique des cellules d’adénocemtie mammaire syngénique EO771. Le
poids, la prise alimentaire et I'activité physicgmontanée sont évalués tout au long du protocole.
La croissance de la tumeur est estimée a par®®fjour post-implantation jusqu’au sacrifice
(volume tumoral < 2,5 ¢ Au sacrifice, la tumeur, les tissus adipeuxntescles et les organes
immunitaires sont recueillis, pesés et congelémfilitation des cellules immunitaires dans la
tumeur est caracterisée.

Ce travail a fait I'objet d’un article original pli® en octobre 2020 dans I' « European Journal of
Nutrition » (https://doi.org/10.1007/s00394-020-024 9 anticle 3).

Les trois articles insérés dans la suite de ce smitprésentent les résultats obtenus a partiede

trois approchesx vivq in vitro etin vivo.
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Publication n°1

25-hydroxyvitamin D potentializes extracellular d¢adlicidin release from human

PBMC stimulated ex vivo with either bacterial (LP$J viral (P: IC) mimetics

Article soumis 9 le décembre 2020 a « Journal ofsRilogy and Biochemistry »

54



La 25-hydroxyvitamine D potentialise I'excrétion da cathélicidine a partir de PBMC stimulées

ex vivo par des agents mimétiques bactérien (LP$Yyimal (P: IC)

Introduction
La cathélicidine humaine LL-37 est un peptide aitiobien qui joue un réle crucial dans la défense
immunitaire innée de I'h6te contre les bactéries,irus, les champignons et les parasites. L'effet
microbicide de LL-37 est principalement di a se®ppétés cationiques permettant la
perméabilisation de la membrane du micro-organisme.
Le clivage de I'extrémité C-terminale du peptidéART8 par la sérine protéinase 3 dans les cellules
immunitaires génére la forme active de la cathdilig, LL-37, et un peptide inactif, la cathéline.
Le peptide hCAP18 est codé par le g&®MP dont I'expression est régulée par la VitD. Plus
précisément, la forme active de la VitD, la 1,25H}©D se lie a son récepteur VDR, ensuite le
complexe VDR-1,25D migre vers le noyau ou il sealien élément de réponse consensuel a la VitD
(VDRE) dans le promoteur du ge@&AMP, induisant ainsi I'expression de hCAP18. Les rtenep
Toll-like (TLR) 1, 2 et 4 activés, induits par Ipathogenes, stimulent I'expression génique du VDR
et de I'lo-hydroxylase, ce qui favorise I'expression de ldnékcidine.
Si une corrélation positive entre la supplémentaén 25 (OH) D et I'expression intracellulaire de
CAMP a été clairement établie, le lien entre 1a(@51) D circulante et le relargage extracellulaire

des peptides hCAP18 et/ou LL-37 reste controvenséchez les sujets sains que malades.

Objectifs
Préciser le processus de converséanvivode hCAP18 en LL-37 dans les cellules immunitaires
mononucléées du sang périphérique (PBMC) et évaluane supplémentation en 25 (OH) D peut

améliorer la libération de LL-37 dans le compartitnextracellulaire.

Matériel et méthodes
Des cellules PBMC fraichement isolées a partirdéepements sanguins de donneurs sains ont été
incubées avec difféerentes doses, infra-physiolagiqnysiologique et supra-physiologique de 25
(OH) D afin d’évaluer I'expression du gene CAMPégp24h, I'expression du peptide hCAP18 et la
concentration de LL-37 dans le milieu de cultureapl8h d’'incubation. Les PBMC ont été stimulées
ou non par des agents mimétiques bactérien ou vagpectivement, le lipopolysaccharide (LPS)

connu pour induire une surexpression de CAMP widdction du TLR4, et I'acide cytidylique

55



polyinosinique (PIC), activateur de TLR3. Simultar@nt, nous avons exploré les acteurs du
métabolisme de la VitD, par I'évaluation de I'exgg®n des génes des enzymes CYP27B1 et
CYP24A1 ainsi que du VDR en présence ou en absinize25(0OH)D et/ou des immunostimulants.

Résultats
Les ARNm du VDR et des enzymes CYP27B1 et CYP24#i exprimés de maniére constitutive
dans les PBMC dans des conditions non stimulées.
Apres 24 h d’incubation avec 25(0OH)D, nous n'‘aviétecté aucun effet significatif sur I'expression
génique d&/DR, CYP24AEtCYP27Blque ce soit dans les conditions stimulées ou aohPS ou
PIC. Fait intéressant, la 25 (OH) D tend a induine surexpression dd0YP27Blen présence de
LPS, mais non significative, probablement en ras®himportance des écart-types. De plus, la dose
supra-physiologique de 25(OH)D tend a augmentgpréssion deCYP24Ala la fois dans des
conditions non stimulées et stimulées par LPS @u PI
La 25(OH)D a induit une surexpression dose-dépdrddn gene CAMP, indépendamment des
stimulants (p=0,0056). L'expression du peptide hC&Est augmentée a la fois par la 25 (OH) D de
facon dose-dépendante (p <0,001) et par les déuxlants LPS et PIC (p = 0,0032), démontrant
I'importance de la présence de ces agents micrmbien
L’incubation des cellules pendant 48h avec 25 (OH) induit la sécrétion extracellulaire de LL-37
uniquement chez les PBMC stimulées par LPS ou Pifet(interaction, p=0,022). En présence de
LPS, une surproduction de LL-37 est observée poutes les doses de 25 (OH) D alors qu'en
présence de PIC, 'augmentation de I'excrétion &L n'est obtenue qu'avec la dose 125 ng/ml de
25 (OH) D.

Conclusion
Dans les PBMC, I'expression intracellulaire dedthélicidine est induite par 25(OH)D a la fois dans
les cellules non stimulées et stimulées. La pradaoaxtracellulaire de LL-37 semble dépendante de
25(0OH)D uniquement lorsque les PBMC sont stimupgesies agents mimétiques bactérien ou viral.
Ces données suggerent que la libération de LL-88 lacompartiment extracellulaire est finement
régulée pour éviter le risque d’'une destruction spécifique du microbiote héte puisque les

propriétés bactéricides de ce peptide cationiqusonepas strictement spécifiques.
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ABSTRACT

Human cathelicidin refers to the cationic antimimad peptide hCAP18/LL-37. LL-37 is formed by
cleavage of the propeptide hCAP18 coded Wi&kiMP gene. The active form of vitamin D, 1,25-
dihydroxyvitamin D (1,25(OH)D) has been shown tduoe theCAMP gene expression through
promoter activation. We previously failed to demoai® in a clinical trial that supplementation of
25-hydroxyvitamin D (25(OH)D) improves LL-37 serd@vels. The aim of this work was to evaluate
the impact of 25(0OH)D supplementation on intradalexpression o€CAMP and secretion of LL-
37 in anex vivomodel using the peripheral blood mononuclear ¢BIBMC).

PBMC collected from healthy donors and incubateth wlifferent concentrations of 25(OH)D (0
ng/ml: control (DO); 25 ng/ml: deficient (D25); 78g/ml: physiological (D75); 125 ng/ml :
supraphysiological (D125)) were stimulated or nathwipopolysaccharide (LPS, 100 ng/ml) or
synthetic double-stranded RNA Poly (I: C) (PIC, dg/ml). The intracellular expressions of the
CAMP gene and the hCAP18 peptide were measured regggctifter 24h and 48h incubation
period. The concentration of LL-37 was determinethe culture medium after 48h incubation.
25(0OH)D significantly induce€CAMP gene expression at 24h with a maximum effect dase of
D125 in either unstimulated (10-fold expressionytmulated (LPS: 100-fold expression; PIC: 15-
fold expression) conditions. Intracellular hCAP1@ppde was overexpressed at 48h under
unstimulated (1.5-fold, D125) and stimulated-coiodis, LPS (2-fold, D125) and PIC (2,5-fold,
D125). The secretion of LL-37 in the culture mediwas significantly induced by 25(OH)D only in
both stimulated (LPS and PIC) conditions in doggedeent manner.

Our results demonstrate that 25(OH)D incubatiomeiases intracellular expression@AMP and
hCAP18, but extracellular secretion of LL-37 antimbial peptide is increased by 25(OH)D only

when PBMC from healthy donors were stimulated Wileterial or viral immune mimetic.

Key words: Vitamin D; cathelicidin; antimicrobial peptide;fectious disease
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1. Introduction

Cathelicidin is a generic name that can refer ® @AMP gene (cationic antimicrobial
peptick), hCAP18 peptide (human cationic antimicrobial pégptl8 kDa), but also to LL-37 peptide
(37 amino acid residues with diLeucine at the Nwniaus, 4,5 kDa). hCAP18 peptide is coded by
CAMP genewhose expression is regulated by vitamin D. Moezisely, the active form of vitamin
D 1,25-dihydroxyvitamin D (1,25(OH)D) binds to thi#gamin D nuclear receptor (VDR) (P. T. Liu
et al. 2006b), enabling dimerization with retinokr@ceptor (RXR). This complex enters nucleus to
bind to a consensus vitamin D response element @)hiktheCAMP gene promoter, thus enhancing
hCAP18 expression (Vandamme et al. 2012). hCARLl&idely expressed especially in the
monocyte/macrophage lineage in which it is storelgsosomes or vacuoles (X. Chen et al. 2018b).
Cleavage of the C-terminal end of hCAP18 by sepraeinase 3 in immune cells generates the
active form of the cathelicidin, LL-37, and an itiae peptide, cathelin (Sorensen 2001). The two
peptides, active form LL-37 and hCAP18, could Heased, but LL-37 is considered as the major
form present into the bloodstream. LL-37 plays angnent role in innate host defense against
bacteria and certain viruses, fungi and parasltes.LL-37 microbicidal effect is principally due to
its cationic properties allowing permeabilizatiohnoicroorganism’s membrane (Vandamme et al.
2012). Toll-like receptors (TLRs) 1, 2 and 4, indddy pathogen immune stimulators, were also
reported to up-regulate the expressionv@fR and vitamin Dhydroxylase genes, leading to the
induction of cathelicidin production and eradicataf intracellulaMycobacterium (M.) tuberculosis
(P. T. Liu et al. 2006)

While a positive correlation between 25(0OH)D suppdatation andCAMP expression has
been established (Chun et al. 2015), the link betwarculating 25(OH)D and the hCAP18 and/or
LL-37 blood peptides remains unclear both in headihd diseased subjects. In volunteers presenting
health issues, Kandeat al. (2012) have reported a positive correlation irpatalermatitis patients
(Kanda et al. 2012). In healthy volunteers, Bleaml.(2011) (Bhan et al. 201BndDixon et al.
(2012) (Dixon et al. 2012) also reported a sigaific positive correlation but only when serum
concentration of 25(OH)D was under the thresholdevaf 32 ng/mL. In contrast, Stuketal.(2016)
were unable to confirm the correlation between 25@and LL-37 circulating levels in a cohort of
healthy children (Stukes et al. 2016). Our teaneplexl the same absence of correlation in a placebo-
controlled clinical trial with vitamin D supplemextion in elderly volunteers (Goncalves-Mendes et
al. 2019). Despite a strong improvement in seru(@2HD concentrations, we found no variation in
LL-37 serum concentrations.

In view of these conflicting results, our objectivas to clarify thex vivoconversion process
of hCAP18 to LL-37 in blood immune cells and to lexade if 25(OH)D supplementation could

enhance the LL-37 release to the extracellular @stngent. Therefore, we establishedeanvivo
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culture of freshly isolated periphetdbodmononuclear cells (PBMC) from healthy donors. Télésc
were incubated with several doses of 25(0OH)D tesssntracellulatCAMP gene expression,
hCAP18 peptide expression, and LL-37-secreted cudreteons in the culture medium. In addition
to 25(0OH)D, certain PBMCs were stimulated with leaiel or viral mimetics, respectively.
Lipopolysaccharide (LPS) is known to indU€AMP over-expressionia toll like receptor 4 (TLR4)
induction (Li et al. 2009), as well polyinosinictaylic acid (PIC), a well-known activator of TLR3
(Sokolova et al. 2014). Concomitantly, we explotteel vitamin D’s metabolic actors: expression of
CYP27BlandCYP24Alenzyme genes as well ¥BDR gene.

2. Materials and Methods

2.1. Cell Culture

The human blood samples were obtained from heathynteers of the local French blood
agency (Etablissement Francais du Sang, EFS, AogdRipone-Alpes). After full pertinent
information, written informed consents were obtdifrem all blood donors involved in the study as
statutory required (article R.1221-5 of the Publealth Code, 12/01/2009 and 11/06/2006 decrees).
Ethical review and approval were not required Fas study in accordance with the local legislation
and institutional requirements.

PBMC were isolated from the buffy-coats by Ficolstdpaque (Sigma) density gradient
centrifugation. After isolation, PBMC (£@ells/ml) were cultured for 24 h or 48 h in RPMA4D
complete medium (37 °C, 5% GYwith several doses of 25(OH)D (Sigma Aldrich, 780650) (0
ng/ml: control (DO); 25 ng/ml. deficient (D25); 78g/ml. physiological (D75); 125 ng/ml :
supraphysiological (D125)), stimulated or not bybacterial agent (extract dEscherichia coli
lipopolysaccharides 055B5 (LPS): 100 ng / ml) t&529 (Sigma-Aldrich); or a viral mimetic agent
(synthetic double-stranded RNA Poly (I: C) (P1Q): g / ml) ref. P1038 (Sigma-Aldrich).

2.2. RT-Q-PCR

RT-QPCR was performed as described in (Mahboull. @018b) after 24h of cell incubation.
The expression c€AMP (F-GCTAACCTCTACCGCCTCCT, R-GGTCACTGTCCCCATACACCLYP27B1
(F-CGAGAAGGACCTGGAGTCTG, R-TCTGGGACACGAGAATTTCG) CYP24A1 (F-
ATGAGCACGTTTGGGAGGAT, R-TGCCAGACCTTGGTGTTGAGNVDR (F-CTGACCCTGGAGACTTTGA, R-
TTCCTCTGCACTTCCTCATC) target genes was assessed using8S mRNA (F-
AGCTTATGACCCGCACTTAC, R-GTCTGTGATGCCCTTAGATG) as @hhousekeeping gene
for normalization. The comparative cycle thresh@d) method (22T was used to calculate the
relative gene expression of a given sample, nomadlwithin the sample to the housekeeping gene,

and relative to the expression of the same genadther sample: 2T method withAACT = [ACT

60



(samplel) ACT (sample2)] andCT = [CT(target gene) - geometric mean CT (housakeegene)]
as described in (Livak and Schmittgen 2001).

2.3. Western blotting

Western blots were performed as previously desdr{balvas et al. 2010) after 48h of cell
incubation. The membranes were exposed to primatipalies (CAMP, sigma Aldrich, ref.
SAB5300171, dilution 1/1000; and GAPDH, Cell Signgl Technology #5174, dilution 1/2000).
The relative expression was obtained by normabmatiith GAPDH expression levels.

2.4. ELISA

LL-37 was quantified in the PBMC culture media a#t8h of cell incubation using a double-
sandwich ELISA, following the manufacturer's guidet (Hycult Biotechnology, ref: HK321). The
HK321 LL-37 ELISA does not discriminate between BEZ-peptide and the full-length precleaved
hCAP18 protein. The concentrations of LL-37 werenmalized with protein content of culture media.

2.5. Statistical analysis

Data are presented as mean = sem and were analgiegl GraphPad Prism5. Two-way
ANOVA (Dose: 25(0OH)D and Treatment: immune stimwith Bonferroni post-hoc test was used
to evaluate the 25(OH)D dose response in unstimaldtPS- and PIC- stimulated conditions. Test
result was considered significant where 0.05.

When working with relative expression data, thaigadf control condition (i.e. unstimulated
DO condition) was set to “1”, and other values weramalized accordingly to facilitate

interpretation.

3. Results

3.1. PBMC express CYP27B1, CYP24A1 and VDR

To accomplish 25(OH)D metabolismsity, circulating immune cells must expré3¥P27B1
(coding for i-hydroxylase) for activation of 1,25(OH)D a P24A1(coding for 24 hydroxylase)
which inactivates all forms of vitamin D by hydrdation at carbon position 24. Both enzymes are
expressed constitutively in PBMC umstimulated condition@=igure 1a, b, and c: “Unstimulated
D0").

Further, we explored the effect of 25(OH)D withmthout LPS or PIC stimuli on the enzyme
gene expressions in PBMC. After 24 h, we observedstatistically significant dose effect on
CYP24A1, CYP27BAndVDRexpression with 25(OH)D in unstimulated or LPSP&C- stimulated
conditions(Figure 1a, 1b, 1c)

Interestingly, 25(0OH)D seemed to inducecaerexpression d€YP27Blin presence of LPS
(Figure 1b), but unsignificant, probably due to the large vaoiain dataMoreover, the highest dose
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of 25(0OH)D seemed to enhance the expressioc@¥®24Alin both unstimulated and LPS or PIC
stimulated conditiong~igure 1c).

a) VDRmMRNA
Un- LPS- PIC-
2 5n stimulated stimulated stimulated

Zal

vdr relative expression

b) CYP27B. mRNA
Un LPS- PIC-
20- stimulated stimulated stimulated

15+

cyp27b1l relative expression
e e e

c) CYP24A mRNA

Un- LPS- PIC-
200- stimulated stimulated stimulated

1504
1004
so Il
30: [
201
104

cyp24al relative expression

Figure 1: Vitamin D enzyme machinery andVDR mRNA expressions are present in healthy
donors’ PBMCs

Cells were incubated for 24 h with 25(OH)D (DO:@®/ml, D25: 25 ng / ml, D75: 75 ng / ml, D125:
125 ng / ml) in either unstimulated or stimulatedP$: lipopolysaccharide, 100 ng / ml; PIC:
polyinosinic-polycytidylic acid, 10 pg / ml) congtin. Results are expressed as means = sem of fold
change relative to control i.e. DO unstimulateddibon. Data were analyzed by two-ways ANOVA
followed by Bonferroni post-test.

a) VDRexpression (n=4)ITwo-way ANOVA: ns (not significant)

b) CYP27Blexpression (n=4). Two-way ANOVA: ns

c) CYP24Alexpression (n=5). Two-way ANOVA: ns
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3.2. 25(0OH)D induces intracellular overexpressidrCAMP mRNA and hCAP18 peptide.

We evaluated the expression of th&MP gene after 24h incubation and its protein product,
hCAP18 peptide, after 48h incubation with 25(OHWe observed a significant dose-dependent
effect of 25(OH)D on the overexpression of @&MP gene, with the highest effect for the dose of
125 ng/ml, regardless of the presence of stimul@i¢gire 2a).

On the contrary, hCAP18 peptide expression was $igthficantly 25(OH)D dose-dependent
(p<0.001) and stimulus-dependent (p=0.0032), ingigahe importance of the presence of microbial
patterngFigure 2b).

a) CAMP peptide b) hCAP18 peptide

Un- LPS- PIC- Un- LPS- PIC-
stimulated stimulated stimulated 4 stimulated stimulated stimulated

p=0.0056* b
N h

3

hCAP18 relative expression

o

hCAP ] S s s

capoH [

Figure 2: 25(OH)D induces dose-dependent intracellar CAMP gene and hCAP18 peptide
expression

Cells were incubated with 25(OH)D (D0: 0 ng / mE® 25 ng/ml, D75: 75 ng / ml, D125: 125 ng /
ml) in unstimulated and stimulated (LPS: lipopolydaaride, 100 ng / ml; PIC: polyinosinic-
polycytidylic acid, 10 pug / ml) conditions. Resulise expressed as means + sem of fold change
relative to control i.e. DO unstimulated conditi@ata were analyzed by two-ways ANOVA followed
by Bonferroni post-test.

a) CAMP mRNA expression by RT Q-PCR after 24 h incubat{ipr5). Two-ways ANOVA
25(0OH)D effect: p < 0.001

b) hCAP18 expression by western blot after 48 hilbation (n=4). Two-ways ANOVA 25(0OH)D
effect: p < 0.001. Two-way ANOVA stimuli effect pG:0032.

Letters indicate significant differences (p<0.0figatwo-ways ANOVA Bonferroni post-test of
25(0OH)D effect. Asterisks * indicate p-value of eway ANOVA.



3.3. 25(0OH)D induces LL-37 secretion only in LPEPEC-stimulated PBMC

The concentration of LL-37 in the culture medium RBMC was quantified after 48h
incubation with 25(OH)D. Two-way ANOVA returned sifjcant interaction effect of 25(OH)D and
different stimuli of p = 0.022. Both presence o€RInd LPS stimuli induced higher LL-37 secretion
in response to 25(OH)D presence, while no effect whserved on the unstimulated condition
(Figure 3). In LPS condition, overproduction of LL-37 is @pged with all doses of 25(OH)D while
in PIC condition the stimulation of LL-37 produatias only obtained with 125 ng/ml of 25(OH)D.

Un- LPS- PIC-
20- stimulated stimulated stimulated

P =
? T

LL37 (ng/mg prot)
o
al

o
o

Figure 3: Extracellular LL-37 peptide concentration conditioned by 25(0OH)D only when
combined with microbial mimetics.

Cells were incubated with 25(OH)D (DO: 0 ng / mR® 25 ng/ml, D75: 75 ng / ml, D125: 125 ng /
ml) in unstimulated and stimulated (LPS: lipopolydzaride, 100 ng / ml; PIC: polyinosinic-
polycytidylic acid, 10 pg / ml) conditions. Supetera LL37 concentrations normalized by total
protein concentrations are expressed as means A8ef). Letters indicate significant differences
(p<0.05) of two-ways ANOVA followed by Bonferronopt-test.

Two-way ANOVA: 25(0OH)D effect, p = 0.0475; interaart term 25(OH)D x stimuli, p = 0.022.

4. Discussion

We have previously conducted a clinical trial where failed to evidence the increase in
circulating concentrations of LL-37 following thé&amin D supplementation in healthy volunteers
(Goncalves-Mendes et al. 2019). Following discrepess on the efficiency of oral vitamin D
supplementation as an inductor of LL-37 secretiwa,decided to determine tlex vivoeffect of
vitamin D on LL-37 production from human PBMC. Tafare, we exposed PBMC to four different
doses of 25(0OH)D to mimic depletion, deficiency,tio@ and supra-physiological blood

concentrations. In addition, PBMC were incubatednstimulated condition or with either bacterial
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LPS, known to stimulat€ AMP expressiowia toll like receptor 4 (TLR4) inductio(Li et al. 2009),
or PIC, a well-known activator of TLR3 simulatingat infection (Sokolova et al. 2014).

We confirm that PBMC express tM®R gene and that therefore they may be reactive to the
genomic effects of vitamin DMoreover, we confirm that PBMC can metabolize 25§DHince they
expressCYP27B1(coding for i-hydroxylase) which hydroxylates 25(OH)D at carldon to form
1,25(0OH)D, the active metabolite of vitamin D, a@dP24Al(coding for 24-hydroxylase) which
inactivates all forms of vitamin D by hydroxylatian carbon 24 position.

We do not report any significant variation 6iYyP24A1 CYP27Bland VDR expression
following 25(OH)D incubation even €YP24Alseemed to be overexpressedinstimulated and
LPS-stimulated conditions ardYP27Blonly in LPS-stimulated condition. In the kidneyshas
been shown that high levels of circulating 1,25(DHtimulate CYP24A1 activity and impair
CYP27B1 activity as a negative feedback loop (BiRG2L4). In macrophages, a slighyP27B1
inhibition was observed in presence of 25(OH)D (hot with 1,25(0OH)D) after 24 hours of
incubation (Rafique et al. 2019). In accordancé witr results, the ability of 1,25(OH)D to enhance
CYP24A1 activity has been previously reported innoaytes after 24h incubation (Kreutz et al.
1993). The same authors reported that 1,25(OH)Plsopentation induced overexpressiorVaiR
(Kreutz et al. 1993). In contrast, Shirvani-Farsanal. (2017) reported ¥DR underexpression after
vitamin D treatment in PBMC of multiple sclerosiatignts suggesting that inflammatory state of
cells is a key determinant fMDR expression (Shirvani-Farsani et al. 20IN@vertheless, the lack
of significance of our results could be due to afility in response and composition of PBMC
(lymphocytes/monocytes distribution) from differemaiunteers.

Similarly to previously described, 25(OH)D expamitiresults in an overexpression of the
CAMP gene and the hCAP18 peptide in PBMC cultures u@denour. This effect is stronger on
gene expression than peptide expression suggestpast-transcriptional regulation. This kind of
regulation was previously described in mouse prdacygic cell line in which the overexpression of
the miRNA “miR-130a” downregulated hCAP18 peptid@ression (Larsen et al. 2014).

Confirming our clinical trial results, PBMC inculegt in unstimulated conditiare. without
microbial mimetics, showed secreted LL-37 conceiammaunchanged regardless of the 25(OH)D
dose. Interestingly, we found a significant inceea$ LL-37 production in presence of 25(OH)D
when PBMC were stimulated with bacterial mimetiSLH LR4 agonist) or viral mimetic PIC (TLR3
agonist). TLR activators are known to interferentMDR signaling and to modulate the releagse
LL-37 (P. T. Liu et al. 2006b; Siswanto et al. 2R15u et alreported that the TLR (1-2-4) activation
of monocytes/macrophages by pathogen stimulateregyated the expression\WbR and vitamin
D hydroxylase genes, leading to the induction of @atilin production and the killing of

intracellularM. tuberculosigP. T. Liu et al. 2006b).
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In the THP-1 human blood monocytic cell line, LP®ld,25(0OH)D both increasedDR
MRNA levels 20 h after treatment (Pramanik et &04). Others have shown that exposure of
keratinocytes to PIC increased the rate of 1,25{@pkoduction and the expression ©¥P27B1
(Miodovnik et al. 2012). These results suggest That agonists activate vitamin D metabolism and
signalingin situ. In keratinocytes, thm situ production of vitamin D which is known to haveiant
inflammatory properties would permit to control thbammatory process due to TLR inducers such
as PIC, TNF, or LPS and to stimulate cathelicidiodoiction (Schauber et al. 2007).

How LPS and PIC trigger VDR signaling is still athea of debate. Zhaet al.(2018) reported
evidence that LPS down-regulates VDR expressiaorah mucosal epithelia dependent on TNF
miR346 signaling, and further suggested that vitan/VDR can suppress LPS-induced
keratinocytes apoptosis by regulating NBpathway (B. Zhao et al. 2018). Conversely, 1,250
is known to up-regulate TLR10 and to down-regulBt® 2, 4, and 5 in human monocyte THP-1
suggesting possible crosstalk between VDR and TigRating (Verma, Jung, and Kim 2014). This
crosstalk between VDR and TLR signaling pathwaysldtcexplain why release of LL-37 is
dependent of vitamin D concentration only when PB8€ stimulated by LPS or PIC. Actually, the
TLR4-inducer LPS is known to be a key regulatorttod expression and the activity of serine
proteinase 3 that cleaves hCAP18 into LL-37 antadat (Y. Chen et al. 2018). Induction of TLR
pathways would potentialize VDR signaling so tha ebserved a higher concentration of LL-37
with high doses of 25(OH)D only in stimulated cdrafis which allowed to strongly activate serine
proteinase 3.

Whether the processing of LL-37 occurs inside e granules or it involves extracellular
compartment is still debated. Pioneer studies teddhat hCAP18 is excreted and then processed to
LL-37 extracellularly in a reaction catalyzed byise proteinase 3 (Sorensen 2001). More recent
works advanced that neutrophils and monocytes sgserine proteinase 3 so that the processing
could occur in vacuoles before exocytosis (ZhowhRid, and Ménard 2000). Nevertheless, this
control of processing and externalization coulduoat vivo both inside the cells (to release adequate
amounts of the antimicrobial peptide in case oéatibn by bacteria, virus and fungi) and/or outside
the cells (if LL-37 concentration is too high iretbloodstream). This regulation is crucial because
the LL-37 kiling mechanisms are not specific sattin excess it can become a cytotoxic agent
towards commensal bacteria and/or host cells (Sake@ello et al. 2020).

To consolidate our data, it could be necessaryntoease the number of donors’ PBMC
samples and to determine the cathelicidin exprassiter longer incubation time in order to
distinguish between genomic and non-genomic reigmigbrocess. Moreover, we cannot affirm
undoubtedly that LL-37 is the only peptide presarihe culture media since the LL-37 ELISA kit

used does not discriminate between the LL-37 anfiR1B forms. It would be of great interest to
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develop a well-calibrated reference method to didoate LL-37 and hCAP18 quantification in
biological samples. For the moment this is onlysgas by using SELDI-TOF mass spectrometry,
as previously used to detect LL-37 in pellets @6{QH)D-stimulated primary human monocytes (P.
T. Liu et al. 2006b).

5. Conclusion

In circulating PBMC, intracellular expression ofrhan cathelicidin is induced by 25(OH)D
both in unstimulated and stimulated cells. Howewsxtracellular production of LL-37 appears
dependent on 25(0OH)D only when PBMC are stimuldagdbacterial or viral pathogen mimetics.
These data suggest that release of LL-37 in exXtusmecompartment is finaly regulated to avoid
non-specific killing of host microbiota since baatelal properties of this cationic peptide are not
strictly specific. Further studies should be enaged to clarify the process of cleavage and
externalization/degranulation of LL-37 given thhistantibacterial and antiviral peptide could be a
key factor in the reduced risk of influenza and GDAL9 infections associated to vitamin D

supplementation as recently suggested (Grant 2030; Crane-Godreau et al. 2020).
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Effets in vitro de la 1,25-dihydroxyvitamine D eeda 25-hydroxyvitamine sur les lignées
murines tumorales mammaires EO771 et macrophagiqi@s1
Introduction
La vitamine D (VitD) est une hormone stéroide destsources d’apport chez 'lhomme sont i) la
synthése cutanée aprés exposition aux rayons UVB&abolisant le 7-déhydrocholestérol en VitD
et ii) 'apport alimentaire sous forme de choléifatol (VitD3) et ergocalciférol (VitD2). Ces deux
formes de VitD subissent une premiére hydroxylapioar générer la 25 hydroxyVitD (25D), qui est
convertie en 1,25 dihydroxyVitD (1,25D) par une xiéme hydroxylation catalysée par Cyp27bl
(la-hydroxylase). La 25D et la 1,25D sont métaboligggasla Cyp24al (24-hydroxylase) en 24,25
dihydroxyVitD, un métabolite biologiquement inactif éliminé dans les urines. Dans les cellules
tumorales mammaires, linteraction entre la 1,28Dsen récepteur VDR induit des effets
antiprolifératifs et pro-apoptotiques. De plusVitD jouerait un réle important dans la modulation
de la réponse immunitaire et la surveillance antidrale en stimulant la sécrétion de la cathéhedi
humaine, un peptide antimicrobien. Certaines étw@smontré pour la cathélicidine des effets
cytotoxiques, antiprolifératifs et pro-apoptotiquéandis que d'autres ont rapporté des effets
protumoraux, proangiogéniques et prométastatiqaas différents types de cancers humains, dont
le cancer de sein.
Objectifs
i) Détecter la présence du VDR et des acteurs dabulisme de la VitD dans les cellules tumorales
mammaires EO771 et les macrophages murins IC-2fudter I'effet de la 25D et de la 1,25D sur
leurs expressions génique et protéique. ii) Evdla#fiet de la 25D et de la 1,25D sur la viabilités
EO771 et sur la polarisation M1/M2 des macrophd@e21. iii) Etudier I'effet de la 25D et de la
1,25D sur I'expression génique et protéique dedtndicidine par les EO771 et les IC-21 et
déterminer si la cathélicidine a un effet cytotardcsur les cellules EO771. iv) Etudier I'effet de |
25D et de la 1,25D sur le dialogue entre les EG&t7éds IC-21 en co-culture.
Matériel et méthodes
Des monocultures des EO771 et des IC-21 ont éii€grau non avec différentes doses, infra-
physiologique, physiologiques et supra-physiologgjude 1,25D et de 25D. Aprés 24h et 48h les
expressions génique et protéique, respectivemanv,dd, Cyp27bl, Cyp24al et de Cramp ont été
évaluées par qPCR et Western blot. La viabiligdptose et le cycle cellulaire des EO771 ont été
caractérisées apres 24h et 48h d’incubation. Uailiteades IC-21 a été testée aprés 24h, 48h et 72h
et leur polarisation M1/M2 apres 48h d’incubatibes EO771 cultivées en sphéroides sont mises ou
non en co-culture avec les IC-21 en présence @absance de la 1,25D ou de la 25D. La viabilité
des EO771 et la polarisation des IC-21 sont aveluées apres 24h, 48h et 72h.

Résultats
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Les EO771 etles IC-21 expriment a I'état basahIRSIm et les protéines de Vdr, Cyp27bl, Cyp24al
et Cramp. La 25D n’a pas influencé I'expressionigéa de Vdr dans les deux lignées, mais elle a
stimulé son expression protéique chez IC-21 (p2R0
Dans la lignée EQ771, I'expression géniqueVde est atténuée par la dose supra-physiologique de
1,25D chez les EO771 (p=0.05) et les IC-21, alais spn expression protéique est augmentée de
facon dose-dépendante. La 1,25D n'a pas infludiegeession génique et protéique de Cyp24al et
Cyp27bl. La 25D a stimulé l'expression géniqueQyp27bld'une maniere dose-dépendante
(p=0,0007) et protéique avec la dose physiolog{@e®,02). La 25D a stimulé I'expression génique
deCyp24ald'une maniere dose-dépendante (p=0,0002), etréegmn protéique avec la dose supra-
physiologique (p=0,01). La 1,25D et la 25D n'ons paodifié I'expression génique de Cramp.
L'expression protéique de Cramp a été stimuléelpatose physiologique (p=0,004) et supra-
physiologique (p=0,0008) de 25D alors qu’aucune ifreadion n’a été observée avec la 1,25D.
Dans la lignée IC-21, I'expression génique et jmogde Cyp27bl n'a pas été influencée par 1,25D
et 25D. La dose supra-physiologique de 1,25D awdéifexpression génique deyp24al(p=0,05),
alors que la 25D ne I'a pas influencée. Au corgrdiexpression protéique de Cyp24al n'a pas été
affectée par la 1,25D mais stimulée par la doseasppysiologique de 25D (p=0,01). La 1,25D a
réprimée l'expression génique d&amp a la dose supra-physiologique (p=0,04). L'expogssi
protéigue de Cramp a été augmentée par les dogs®lphiques de 1,25D (p=0,01) et de 25D
(p=0,04).
La 1,25D a réduit la viabilité des EO771 apres ed#8h a la dose supra-physiologique (p<0,05) et
aux doses physiologiques, en induisant I'apoptps@,05) et la nécrose, (p<0,005). La 25D n'a pas
eu d'effet sur la viabilité des EO771. La VitD rpas eu d’effet sur la viabilité des EO771 dans les
co-cultures des EO771 et IC-21. La mise en cultle® EO771 avec les IC21 semble orienter les
IC21 vers le phénotype M2

Conclusion
Les EO771 et les IC-21 expriment le récepteur VORlisposent des enzymes nécessaires au
métabolisme de la VitD. Dans nos conditions expénitales, les effets induits par la 1,25D et la 25D
sont différents : la 1,25D, forme active de la Vit® des propriétés antiprolifératives et pro-
apoptotiques sur la lignée d’adénocarcinome manamaurine EO771, ce qui est a relier avec la
surexpression protéique de Vdr. Les EO771 favorisenenvironnement immunosuppresseur en
polarisant les macrophages en type M2 anti-inflatoirea La VitD favorise I'immunité innée en
stimulantin vitro la sécrétion de la cathélicidine murine par dassraon génomiques qui restent a

deéfinir.

71



Effects of 1,25-dihydroxyvitamin D and 25-hydroxyviamin on murine mammary tumor
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1. Introduction
The vitamin D (VitD) is a steroid hormone, whichhdae obtained from nutritional origin, or it can
be produced in skin exposed to UVB radiation byabhelizing the 7-dehydrocholesterol to VitD.
The VitD joins the liver through the bloodstreandamdergoes the first hydroxylation to generate
the 25(0OH)D (25D), circulating metabolite presemthe ng/ml (nmol/l) range and correlates with
VitD status. The 25D is converted to 1,25(@PB1)Y1,25D) by a second hydroxylation accomplished
by Cyp27bl (&-hydroxylase), a mitochondrial cytochrome presemenal proximal tubules (1) and
recently identified in skin, colon, breast and immaicells (2). The 25D and 1,25D are metabolized
by Cyp24al (24-hydroxylase) to 24, 25-dihydroxyVit® biologically inactive metabolite that is
finally converted to calcitroic acid and excretégl (
The 1,25D, the bioactive form of VitD, interactsthvits receptor (VitD receptor, human VDR;
murine Vdr) to mediate its classic function in aate and bone metabolism, and to regulate cellular
growth and differenciation, immunity and cardiouwalsc function(1). In mammary tumour, the
interaction between 1,25D and VDR induces, by geoand non-genomic pathways, cell cycle
arrest, differentiation, arrest of cells in GO/Goptosis, autophagy, and inhibition of invasion,
metastasis and angiogenesis (3,4). FurthermoreyitBeplays a crucial role in immune, adaptive
and innate, modulation (5). It activates antitumactivity of tumour associated macrohpages (TAM)
that induce apoptosis of cancer cells by turn kt{& or by upregulation of human antimicrobial
peptides expression like cathelicidin (7,8). Reaenttro study demonstrated that normal and human
tumour breast cells express also the cathelicidinich is stimulated by 1,25D (9). Human
cathelicidin LL-37 is coded b§amp its homologous gene in mice codes for the peideelicidin-
related AMP Cramp, which show several close structural and funa@i@mmilarities, including an

a-helical structure, antimicrobial function and agaus tissue distribution (10). Cathelicidin posses
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a wide range of pleiotropic prorperties includingimicrobial activities against bacteria, viruses,
fungi and parasites. Some studies have shown cytotantiproliferative and pro-apoptotic effects,
whereas others reported growth-promoting, proamgyimg prometastatic and invasive-inductive
effects of CAMP in different malignant type cellklj. LL-37 is overexpressed in human breast
cancer cells and is considered to be a growth ffdotaepithelial cells (12). The role of catheliwid

in regulation of tumour cell growth is still uncteend under debate.

In this study, we investigate the antitumour arelithmunomodulatory effects of VitD metabolites,
1,25D and 25D, on two syngenic cell lines derivedifrom C57BL/6 mice: EO771 mammary cancer
cells and 1C-21 macrophages. The EO771 is spont@ne@mmmary adenocarcinoma cell line of
luminal B type, express the estrogen receptaand the epidermal growth factor receptor ¢ER
ER[1+, Erbb2+) and responds to anti-estrogen treatmigetsamoxifen (13). The SV40 transformed
murine macrophage cells 1C-21 bound murine tumalis avith high avidity (14), exhibit high
phagocytic ability and behave like M2 macrophaggssécreting a pannel of cytokines such as
tumour-necrosist (TNFo), interleukin | (IL-1), prostaglandins (PGEZ2),mstoxide (NO), vascular
endothelial growth factor (VEGF) and transformimgwth factor (TGF/) (15). A co-culture of
these two cell lines, in three-dimensional spheraiadture model allowed us to better understand the
cross talk between them as well as to charactéreseffect of VitD metabolites on such cross talk.
Indeed, 3D cell culture methods confer a high degrfebiological and clinical relevance itovitro
models. Cells in spheroids exhibit the physiological gradise of the hypoxic tumour
microenvironment and make excellent tools for pmgbcell-cell (co-culture) and cell-matrix
interactions as well as for tissue-based mecharasgays and they can simulate avascular tumour as
comprising proliferative and necrotic cells becaoftheir 3D organization (16).

The objectives of this study: i) CharacterisatibWdr, enzymatic equipement of VitD (Cyp27b1 and
Cyp24al) and cathelicidin in EO771 and IC-21 cellsyj comparison of 1,25D and 25D effects on
their gene and protein expression. ii) Comparisdoh 26D and 25D effects on EO771 cells viability

and on M1/M2 polarisation of IC-21 macrophages onmand co-culture.

2. Materials and methods

2.1. Cell culture

Mouse mammary adenocarcinoma cell line E0771 (Cla$gstems), EO771-GFP (kindly given by
Mr. Jackey Goetz) and SV40 transformed mouse perdtionacrophage IC-21 (ATCC® TIB-186™)
were grown in RPMI-1640 supplemented with fetalf cdrum (10%), L-Glutamine (1%) and
penicillin / streptomycin (1%) at 37°C in humid atsphere and 5% CO2.
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2.2. Reagents

25-Hydroxyvitamin D3 (25D) solution (ref: 73965000ug/ml) and &,25-Dihydroxyvitamin D3
(1,25D, ref : D1530, 100ug/ml) were purchased figma-Aldrich.

2.3. Treatment of EO771 and I1C-21 cells

Incubation time and cell number were optimized ipto start experiments in order to determine
optimal cell seeding density. EO771 and IC-21 osbse plated at a density of 5®1¢ells in 25cm?
flasks in a complete RPMI medium, and were alloweddhere in an incubator. After 24 h, they
were treated or not by different concentrations rajpifiysiological, physiological and
supraphysiological of 25D (25, 75 and 125 ng/mil ah 1,25D (50, 150 and 300 pg/ml). EO771
cells were harvested, after 24 and 48h of treatsnfamtapoptosis and cell cycle exploration. 1C21
were harvested after 48h for evaluation of M1or pd2arisation. RNA were extracted after 12h and
24h for IC-21 cells and after 24h for EO771 cdisoteins were extracted after 48h of treatments.
2.4. Cell viability assay

Viability was assessed using two methods, resaassay and Trypan Blue (TB) stain.

> Resazurin assay: EO771 and IC-21 cells were phiteddensity of 2xf@ells in 96-well plates
in a complete medium, and were allowed to adheanimcubator. 24h later, cells were treated
or not by the aforementioned concentrations of ,aBd 25D. After 24, 48 and 72h, cells were
washed with PBS and 1Q0 of solution resazurin (2hg/ml) in PBS were added to each well.
The plates were incubated for 2 h at 37°C in a difrad atmosphere containing 5% CO2.
Fluorescence intensity was then measured on amated 96-well plate reader (Fluoroskan
Ascent FL, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DESA) using an excitation wavelength of
530 nm and an emission wavelength of 590 nm. Unldese conditions, fluorescence is
proportional to the metabolic activity of cellsthe well.

> Trypan Blue staining: EO771 cells were plated ateasity of 2,5x19in 6-well plates in a
complete medium, and were allowed to adhere imeubdator. 24h later, cells were treated or not
by 1,25D and 25D. After 24 and 48h, EO771 cellsenteypsinized, treated with TB (Sigma T-
8154; 0,4%) and counted using a Malassez cell eowmder light microscopy. TB is a vital stain
that colors only dead cells. Living cells have atw/itolor under light microscopy while dead
cells exhibit a blue color.

2.5. Cell cycle analysis

In order to synchronise the cell cycle, EO771 osbse treated, at 60-70% of confluence, with 2 mM

of thymidine (Sigma-Aldrich, Lyon, France) addedhe culture media for 20 hours. Fresh complete

media was added for 6 hours after washing twicBB§. The last blockade was obtained by adding

2 mM of thymidine for 14 hours as previously ddsed (MG 2020).
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EO771 cells were harvested, washed with PBS aredl fixith 1ml of 80% ethanol in PBS at 4°C
during 2 hours. After fixation, cells were pelletegashed twice in PBS, resuspended in 1 ml of cold
PBS containing 10 pl RNase A (10 mg/ml; Thermo &tdie, Waltham, MA) and 10 ul of propidium
iodide (PI, 250 pug/ml; Sigma-Aldrich, Lyon, Frandbgn incubated in the dark for 30 min at 4°C
before adding 400 ul of PBS. The distribution loé cell cycle was determined by use of flow
cytometer (LSRIl, BD Biosciences, San Jose, CA).

2.6. Apoptosis analysis

EO771 cells were harvested, washed with PBS, loadtdb 1l of Annexin-V FITC and 10l of PI
(10pg/ml) in 100 pl of PBS and placed in the ddrk°& for 15 min before adding 400 ul of PBS.
The quantification of the apoptotis rate was dopdédw cytometry.

2.7.1C-21 polarisation analysis

IC-21 macrophages were harvested, washed with Ri8iSlabelled with monoclonal antibodies
conjugated to fluorochromes (F4/80+ CD11b- as n@tage marker, CD86-PE+ as M1 marker and
CD206+ as M2 marker) according to the suppliersomemendations. The compensations and
controls were carried out using the FluorescenceusliOne (FMO) procedure with the isotypes of
corresponding antibodies. Data weagalysed by Kaluza 1.2 software (Beckman-Coultéajddh,
FL, USA).

2.8. RNA extractions

Total RNA from EO771 and IC-21 cells was extradigdl RIzol® reagent (Invitrogen, Saint

Aubin, France) according to the manufacturer'susions, and quantified using a NanoDrop
spectrophotometer (NanoDrop®2000, Thermo Scieniffialtham, MA, USA). Reverse
transcription was carried out in a thermocycler gkéecycler® gradient; Eppendorf, Montesson,
France) on 1ug of total RNA for each condition using a high-ceipacDNA reverse transcription

kit (Applied Biosystems, Saint Aubin, France) wigtmdom hexamer pdN6 primers.

2.9. Quantitative real-time PCR (g-PCR)

g-PCR was carried out using SYBR®Green reagentsrdicy to the manufacturer's protocol on a
StepOne system (Applied Biosystems). Each conditiees assayed in triplicate. Relative
guantification was obtained by the comparative €thuad, based on the formulaRACt. Cramp
Vdr, Cyp27b]1 Cyp24algenes expression were analysed. Expression lesets normalized to the
housekeeping gen&pl19 for each time point. Sequences and fragment sizékg&e murine-specific
primers used are reported in Table 1.
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Table 1 : Murine primers sequences

Gene Species Forward primer Reverse primer

Vdr mouse TTGGAACCCTGGTCTCATTC CCCTCTATTGGTGCTTCCAG
Cyp24al| mouse CCCTTCTGCAAGAAAACTGC CTCTTGAGGGCTCTGATTGG
Cyp27bl| mouse GGCTGCATCTCTACCTGACC CAGCTGGAAGTGGTAGCTCA

Cramp | mouse | CTTCAACCAGCAGTCCCTAGACA  TCCAGGTCCAGGAGACGGTA

Rpl19 mouse GGTCAGCCAGGAGCTTCTTG GCGGATTCTCATGGAACACA

2.10. Western blot analysis

Protein extractions were executed by RIPA buffengfinoFisher Scientific) supplemented by
protease (Thermo Scientific Halt Protease Inhib@arcktail) and phosphatase (Halt Phosphatase
Inhibitor Cocktail) inhibitors. 3(ig of extracted proteins were separated by SDS-Pa@Hevealed

by antibodies directed against GAPDH (1: 2000, Sealhaling Technology #5174), VDR (1:2000,
Abcam # ab109234), CYP27B1 (1:2000, Abcam # ab2DK68YP24A1(1:2000, Abcam #
ab175976), cathelicidin (1:2000, Abcam # ab93351) the use of HRP Goat Anti-Rabbit (IgG)
secondary antibody (1:5000, Abcam #ab6721).

2.11. 3D cell mono and co-culture

EO771 and EO771-GFP were seeded with the densifxdf® in 6-well plates precoated with
agarose solution (1%) in order to inhibit the @lhesion. After 72h, when the cells were arranged
in spheroids, they co-cultured or not with IC-21l<é a ratio 5:1 (EO: IC-21) for 24, 48 and 72h
with or without 25D (75, 125 ng/ml) or 1,25D (1500 pg/ml).

2.12. Assay of EO771, EO771-GFP viability and IC-pblarisation after separation by flow
cytometry

After 24, 48 and 72h of mono and co-culture, spidsrovere dissociated by careful and gentle
pipetting. Cells were washed by PBS. EO771 cellmafioculture were labelled by Pl while EO771-
GFP cells were labelled by Viability 405/520 fixaldye (MACS, France) for viability assay by flow
cytometry. Co-culture samples were divided into feots, one part directed for the evaluation of
tumour cells viability while the other was labelligd polarisation assessment by flow cytometry.
2.13. Statistics

For viability, apoptosis and cell-cycle tests tbsults were analysed by two-ways analysis of vagan
ANOVA followed by Tukey test. For the other expeents, the comparison between groups was
evaluated by one-way analysis of variance ANOVAdieked by Tukey test. P-values <0.05 indicate
a significant difference. Statistical analyses wpegformed Prism 8.0.2 software for Windows

(GraphPad Software Inc., San Diego, California,tebthiStates).
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3. Results

3.1 Mammary adenocarcinoma cell line
3.1.1. Effect of 1,25D and 25D on gene and proteixpression of the VitD metabolic equipment
and Cramp in EO771 cells
Our results revealed that EO771 expreds, Cyp27b1 Cyp24al and CrammRNA and proteins
(Fig. 1).Vdr gene expression (Fig. 1A) was repressed 0.5 fplthé dose 300 pg/ml of 1,25D (p=
0.05) while the protein (Fig. 1B) was overexpresgds¥ fold with the dose 50, 4.07 fold with the
dose 150 and 3.77 fold with the dose 300 pg/ml @ex to the ctrl (p= 0.0002). 25D did not

influence the gene and protein expression of Vdy. (FA,B).

The 1,25D did not significantly influence eitheethene or the protein expressiorCyip271d (Fig.
1C,D) and Cyp24al(Fig. 1E,F). The 25D stimulateé@lyp27blgene expression (Fig. 1C) in a dose-
dependent manner up to 1.4 fold with the dose 2min§.5 fold with the dose 75 ng/ml and 4.6 fold
with the dose 125 ng/ml compared to the ctrl (p80A). TheCyp27blprotein (Fig. 1D) was
overexpressed with the dose 75 ng/ml of 25D (p=0.02

Cyp24algene expression (Fig. 1E) was upregulated by 26&® dose-dependent manner up to 1.6
fold with the dose 25 ng/ml, 3.1 fold with the da&e ng/ml and 5.5 fold with the dose 125 ng/ml
compared to the ctrl (p=0.0002). The 25D upregdi&gp24alprotein expression (Fig. 1F) 2 fold
with the dose 125 ng/ml compared to the ctrl (p£D.0

The 1,25D and 25D did not significantly affect th&NA expression o€ramp (Fig. 1G). Cramp
protein expression was not affected by the treatmvéh 1,25D, but upregulated by the dose 75ng/ml
(2.3 fold, p=0.004) and 125 ng/ml (2.6 fold, p=@B8YPof 25D compared to the ctrl (Fig. 1H).
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Fluorescence

Fig.1. Effect of 1,25D and 25D treatment\édr, Cyp27b1 Cyp24alandCrampmRNA (A,C,E,G)
and protein (B,D,F,H) expression in EO771 cells.aMe&alues of three different experiments are
reported. Statistical differences were tested usimgrway ANOVA followed by Tukey test. a,b:
p<0.05, b,c: p<0.005; a,c: p<0.0005

3.1.2. 1,25D, but not 25D, reduced EO771 cells ilib

The density of the cells in ctrl condition, whiclasv2.5x10 at Oh, was significantly increased after
24h (p=0.02) and 48h (6.32+0.8 xXIlls; p=0.02) (Fig. 2A, B). The 1,25D significantieduced
EO771 cells proliferation with the dose 300 pg/in0P+0.2) p<0.05) after 24h, 150 pg/ml (2.95+0.1
x 1 cells, p<0.05) and 300 pg/ml (1.8+0.13 ¥ &6lls, p<0.005) after 48 h compared to ctrl (Fig.
2A). Treatment with 25D had no effect on the pestition of EO771 cells compared to ctrl at 24 and
48h (Fig. 2B).

The metabolic activity of EO771 cells was not iefheed by 25D or 1,25D compared to ctrl, even if
incubation time was prolonged during 72h (Fig. B{,

A. Effect of 1, 25 (OH), D on EO771 proliferation B. Effect of 25 (OH)D on EO771 proliferation
8- 8-
@ g m ctrl o # 4 . ctrl
<
:c-’ 6 ab 50 pg/ml £ 6- # # 25 ng/ml
= . = 150 pg/ml % . = 75 ng/ml
é’ 4 ag =3 300 pg/ml % 4 x il =3 125 ng/ml
2 bc %
8 - S,
C L —
5 2 2 o
) 2 2
: I 0
0
oh 24h 48h Oh ) 24h 48h
time (hours) time (hours)
C. Effect of 1, 25 (OH)2 D on EO771 D. Effect of 25 (OH)D on EO771
metabolic activity metabolic activity
1000
1000~ o Ct e ctrl
800 50 pg/ml g 800 25 ng/ml
A 150 pg/ml 5 6004 A 75ng/ml
600 I v 125 ng/ml
s v 300 pg/ml g E } g
400 } I i S 400 ¢ E %
t111 1 3
200 200
0 T T T T 0 T T T T
Oh 24h 48h 72h Oh 24h 48h 72h
Time (hours) Time (hours)

Fig. 2. Effect of 1,25D and 25D on the viability®©771 cells.

The cells were grown under standard conditionstegaded with graded concentrations of 1,25D (A,

C) and 25D (B, D). Cells proliferation was measupgdlrypan blue after 24h and 48h of treatment
(A,B) and the metabolic activity was evaluated égazurin after 24h, 48h and 72h (C, D) compared
to the group control. Mean values of three differexperiments are reported. The comparison
between groups was carried out by two-ways ANOMWAatmenix time) followed by Tukey test. A,

B: *: p=0.02, Ohvs 24h; #: p<0.01, Okis48h; a,b: p< 0.05 ; a,c: p< 0.001.
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3.1.3. 1,25D, but not 25D, induced apoptosis andnasis of EO771 cells

After 24h of incubation with 1,25D, the viabilitgte of EO771 was reduced with the dose 300 pg/ml
(p<0.05, Fig. 3A). After 48h, the 1,25D induced pyosis (Fig. 3C) with the dose 150 pg/ml where
19.95+3.66% of cells were in late apoptosis whilectrl the rate was 3.76+1.25% of cells were at
this phase (p<0.01). The dose 300 pg/ml inducedosexwith 25.6£0.57 %sctrl 11.1+2.05% of
necrotic cells (p<0.01). The viability rate, at 48mas reduced by 150 (p<0.001) and 300 pg/ml
(p<0.0001) of 1,25D (Fig. 3C). No effect was detelcof 25D on apoptosis rate of EO771 after 24

(Fig. 3B) and 48h (Fig. 3D).
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Fig. 3.Effect of VitD on apoptosis rate in EO771 cellseTdells were treated with 1,25D (A,C) and
25D (B,D). Afetr 24h (A, B) and 48h (C, D), cellere stained with annexin V-FITC (AV) and

propidium iodide (PI) analysed by FACS. Mean valakthree different experiments are reported.
Statistical differences were tested using one-whlOXA followed by Tukey test. *: p<0.05, **:

p<0.01; ***: p<0.001; ****: p<0.0001
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3.1.4. No effect detected on cell cycle

The Fig. 4 shows that the majority of EO771 celesavin GO/G1 phase whether after 24 or 48h of

incubation. The 1,25D and 25D had no significaféafon cell cycle distribution at any time of

incubation.
60 A.1,25(0H), D, 24h
40— I
20' |
0" I I
GO0G1 S GoM
- ctrl 50 pg/ml

B 150 pg/ml 233 300 pg/mi

C. 1,25(0OH), D, 48h
60 (OH),
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Fig. 4. Effect of 1,25D and 25D on the distributmEO771 through the cell cycle. Mean values of
three different experiments are reported. The cospabetween groups was carried out by one-way

ANOVA
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3.2. Murine peritoneal macrophages
3.2.1. Effect of 1,25D and 25D on gene and protexpression of the VitD metabolic equipment
and Cramp in IC-21 cells
Our results revealed that IC-21 cells express hyased VVdr, Cyp27bl, Cyp24adndCrampmRNA
and proteins (Fig. 5)/dr gene expression was repressed after 12h (0.4de@03, data not shown)
and 24h (0.5 fold, p=0.005) of incubation with ttlese 300 pg/ml of 1,25D while it was not
significantly affected by 25D (Fig. 5A). The 1,25Rerexpressed thédr protein (Fig. 5B) in a dose-
dependent manner up to 2.2 fold with the dose 3tip@.2 with the dose 150 pg/ml and 4.1 fold
with the dose 300 pg/ml compared to the ctrl (p€01X). 25D stimulated similarly thédr protein
expression (Fig. 5B) by 1.4 fold with the dose 7&mngand 1.7 fold with the dose 125 ng/ml
(p=0.0002).

Cyp27blgene expression at 12h (data not shown) and 2igh B€), and protein expression (Fig.
5D) were not significantly influenced by either 3.,@r 25D.

The Cyp24almRNA was overexpressed by the dose 300 pg/mi2&0 after 12h (2 fold, p=0.01,
data not shown) and 24h (15.1 fold, p=0.05) of bation, but not significantly affect by the 25D
(Fig. 5E). Inversely, the Cyp24al protein exprassibig. 5F) was not affected by 1,25D but
upregulated by the dose 125 ng/ml of 25D (2 foD).p1).

The treatment with 1,25D for 24h repres§&ampgene transcription with the dose 300 pg/ml (0.5
fold, p=0.04, Fig. 5G)Crampprotein expression was increased by the physicébgioses of 1,25D
and 25D (150 pg/ml: 2.1 fold, p=0.01; 75ng/ml: &I, p=0.04, Fig. 5H) compared to the ctrl.
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Fluorescence

Fig. 5. Effect of 1,25D and 25D treatment\édr, Cyp27bl1 Cyp24alandCrampmRNA (A,C,E,G) and
protein (B,D, F,H) expression in IC-21 cells. Maaues of three different experiments are reported.
Statistical differences were tested using one-wil{DXA followed by Tukey test. *: p<0.05 comparedctd,
# : p<0.005; a,b: p<0.05, b,c: p<0.005; a,c: p<0N@,d: p<0.0001

3.2.2. No effect detected of 1,25D and 25D on ICvedbility and polarization

The metabolic activity of IC-21 cells was duplicatdter 24h independently of treatment, this attivi
did not change after 48 and 72h under all conditigfig. 6). The evaluation of IC-21 polarization
showed that these cells expressed the M2 mg®@206+) more than the MICD86-PE+) The
expression of these markers and the M1/M2 raticewst affected neither by 1,25D nor by 25D
(Table 1).

A. Effect of 1,25 (OH),D on IC-21 cells B. Effect of 25 (OH)D on IC-21 cells
metabolic activity metabolic activity
1000+ 1000+
o ctrl o ctrl
800+ 50 pg/ml 800+ 25 ng/ml
digr & ] .1y
i’ eud, 4 150pgml c i iy ®iky A T5ngml
600+ i g 600
v 300 pg/ml @ v 125 ng/ml
4004 'g 4004
] i (]
2004 2004
0 T T T T 0 T T T T
Oh 24h 48h 72h Oh 24h 48h 72h

Fig. 6. Effect of 1,25D and 25D on IC-21 cells nhetigc activity.

The cells were grown under standard conditionsteeaded with graded concentrations of 1,25D (A)
and 25D (B). The metabolic activity was detecteadsazurin after 24h, 48h and 72h and compared
to the group control.

Mean values of three different experiments arentegdoThe comparison between groups was carried
out by two-ways ANOVA (treatmenttime).
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Table 1
Effect of 1,25D and 25D on IC-21 polarisation (M2M

Treatment 1,25 (OH)D (pg/ml) 25 (OH)D (ng/ml)
ctrl

Phenotype (9% 50 150 300 |[pvalue| 25 75 125 |pvalue

? .0#6.8 | 8.1+0.9 7.6+0.6 0.2

M1 (CD86-PE+)| 8.2+0.8| 6.2+0.8 6.2+0.7  5.8+0.9

19.2+1.1] 18.4%2.1 0.4

0.
M2 (CD206+) 18.2+1.6| 15.3¥1.3 15.3+1]1 12.8+2.6 0.215.4+1.2
0.5 M4 0.4+0.1 | 0.4%0.1 0.5

Ratio M1/M2 0.5+0.1 0.4+0.1 0.4+0.1 0.5+0.1

IC-21 mono-culture cells treated with graded cotregions of 1,25D and 25D. The polarisation was

evaluated by flow cytometry after 48h and compdeetthe group control.
Mean values of three different experiments arentedoThe comparison between groups was carried

out by two-ways ANOVA (treatmenttime)
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3.3 EQ771 spheroids - IC-21 co-culture

3.3.1. 1,25D, but not 25D, reduced the viabilityEe®771 cells spheroids

The incubation of EO771 spheroids monocultures Wj#bD reduced the cellular density of EO771
cells after 24h with the dose 150 (-14%) and 3Qnp§¢-16%), after 48h with 150 (-18%) and 300

pa/ml (-27%) and after 72h only with 300 pg/ml @4pcompared to the ctrl (Fig. 7A). The treatment
with 1,25D had the same antiproliferative effecttdd771egfp cells (data not shown). The 25D had
no effect on the cellular density of EO771 (Fig) aAd EO771egfp (data not shown) spheroids.

A. Effect of 1,25 (OH),D on EO771 B. Effect of 25 (OH)D on EO771
spheroids cellular density spheroids cellular density
100+
1004 . Hm ctrl
&k KEK % - cul Q\O/ 80 B 75 ng/ml
807 == == 150 pg/ml a 3 125 ng/ml
L =3 300 pg/ml ~ 607
60- o
& 40-
40+ Q
Qo
8 204
20 >
0- T T T
0- T T T 24h 48h 72h
24h 48h 72h

Fig.7. Effect of 1,25D and 25D on EO771 spheroidbiity.

A, B : EO771 spheroids mono-culture treated with gramettentrations of 1,25D (A) and 25D (B).
The cellular density was detected by flow cytomedfier 24h, 48h and 72h of treatment and
compared to the group control.

Mean values of three different experiments arentepdoThe comparison between groups was carried
out by two-ways ANOVA (treatment time) followed by Tukey test: p<0.05; **: p<0.01; **:
p<0.005 compared to ctrl

C : EO771 spheroids observed under inverted microsafipe5 days. C1 : 10x magnification ;

C2 : 20x magnification

D : EO771egfp observed under confocal microscopy aftéays
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3.3.2. The co-culture abrogated the antiproliferag effect induced by 1,25D on EO771 spheroids

and increased the immunosuppressive phenotype 6RIC

The co-culture of EO771 (Fig. 8A) or EO771-egfplsétiata not shown), with 1C-21 cells, with or
without treatment with 1,25D or 25D showed no digant effect on the cellular density of EO771

cells compared to the ctrl.

The M2 marker (CD206+) expression by IC-21 cellswainforced after 72h of co-culture with
EO771 (Fig. 8B) or with EO771egfp (data not showithout effect detected of 1,25D or 25D at any

time of treatment.
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A. Effect of 1,25 (OH), D on cellular density
of EO771 spheroids co-cultured with IC-21

B. Effect of 25 (OH)D on cellular density of
EO771 spheroids co-cultured with IC-21
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Fig.8. Effect of 1,25D and 25D on EO771 viabilitydalC-21 polarisation (M1/M2) in co-culture
A, B : EO771 spheroids-IC-21 co-culture treated witlidgd concentrations of 1,25D (A) and 25D
(B). EO771 cellular density was detected by flowooyetry after 24h, 48h and 72h of treatment and

compared to the group control.

C : 1C-21 cells co-cultured with EO771 treated wgttaded concentrations of 1,25D and 25D. IC-21
polarisation was evaluated by flow cytometry aftdh, 48h and 72h and compared to the group

control.

Mean values of three different experiments arentedoThe comparison between groups was carried
out by two-ways ANOVA (treatmenttime) followed by Tukey test. 1<0.05
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4. Discussion
The VitD is known to have antiproliferative effecis cancer cells. The EO771 is a highly invasive
mammary adenocarcinoma cell line (17). It is notekmo that there are only three studies that
investigated the effect of VitD on EO771 cells gthywamong which two studies arevivo (18,19),
and the third investigated this effestvivo andin vitro (20). Nevertheless, none of these studies had
characterized the enzymatic equipment of VitD is ttancer cell line.
For the first time, we investigated the effect atD/metabolites on Vdr and on its enzymatic
machinery in EO771 cell line. We report that thes#ls express constitutively the mRNA and
proteins of Vdr, Cyp27b1 and Cyp24al. We obserkatthe incubation with 25D had no significant
effect on Vdr expression at mRNA or at protein lewhile 1,25D reduced th&dr mRNA
expression. Regarding the previous studies,MRNA expression is upregulated in Hs578T breast
carcinosarcoma cells treated for 24h with 100 n®I ig/ml) of 1,25D (21), but not influenced in
human mammary cancer cells MCF-7 treated for 24k, @ 48h (22jith 100 nM (40 ng/ml) of
1,25D. These data indicate that Vdr expressiorlistgpe specific. However, we showed that Vdr
protein expression was significantly induced bySD2which may be due to post-transcriptional
modifications (23). These findings are in accor@awdh two studies realised by Keith e{24)and
Trivedi et al(25), who have demonstrated that 1,25D mediatedipgagulation of Vdr protein
expression in WT145 murine triple negative mamnzanycer (TNBC) cells (24) and in MCF-7 (25)
treated by 100 nM (24n 10 nM (25¢onsecutively for 48h.
Then, we observed that Cyp27b1 mRNA and proteimesgions were not affected by 1,25D. Our
results are in accordance with other studies wgp27bImRNA expression was detected in MCF-
7 and in TNBC cells but the incubation with 100-2(00l/l (40-80 ng/ml) of 1,25D did not influence
Cyp27blexpressiori2). However,Cyp27b1mRNA expression was upregulated by 25D in a dose
dependent manner; these results disagreed witlaRi& et al. who found that the treatment with 80
ng/ml of 25D for 72h did not affe@yp27bltranscription in TNBC and MCF-7 cells (26).
In our experiment, 1,25D did not influence the s@iption and traduction afyp24al wich is
inconsistent with previous studies where the mRN#ression in MCF-7 and TNBC cells is
significantly enhanced by 40 and 80 ng/ml of 1,26&ated for 241§2), 48h(21) or 72h (24). In
contrast, we observed that the 25D upregul@go4almRNA and proteins expressions, which is
consistent with other studies (26). We hypothetha¢ the absence of antiproliferative effect of 25D
on EO771 cells, may result from this Cyp24al owveression, which predominate the activity of

Cyp27b1, resulting in limitation of Vdr pro-apoptoactions.

Next, we assessed the effects of 25D and 1,25D @n7E cells viability. We found that 1,25D

reduced viability and proliferation of EO771 cedifer 24h and 48h by inducing apoptosis at the
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physiological dose (150 pg/ml) and necrosis atstifgaphysiological dose (300 pg/ml). Our results
are in agreement with Kemmis et al. and Murraylestadies (2,27), in which the treatment with
1,25D (0.1-20 uM (40.508.1¢ pg/ml)), for 5 days inhibited the growth of botREand ER- human
mammary cancer cell lines, but the ER+ cells ssdd@F-7, T47, CAMA 1 were the most senisitive
to the treatmen(®, 27). While, these results disagreed with Bgaal. (28) who found that the 1,25D
treatment (40- 4.FQg/ml) for 5 days had no effect on 4T1 (TNBC, lsipegative) mammary cancer
cell line proliferation, and with Richard S et &aho establised stimulatory effect of different
concentrations of 25D and 1,25D on the growth ah&éan TNBC cells. Since 1,25D is believed to
mediate its actions via its specific receptor \fdittplays transcription factor role for differemngs
implicated in cell differentiation and proliferatipwe think that the cytotoxic effect of 1,25D iaro
study is associated with the upregulation of VDIRregsion.

In contrast, 25D did not reduce the proliferatidnE®@771 cells. In previous study carried out by
Mahmood N et al, the EO771 cells were treated @@timg/ml of 25D for 5 days, with renewal of the
treatment every day, the EO771 cell proliferatiasweduced only on the fifth day of treatment (29).
Therefore, in such case, perhaps our experimentire=ga longer kinetic study to detect the

antiproliferative effect of 25D.

To our knowledge, there are no studies that adeldegse impact of VitD on IC-21 cells, even the
enzyme equipment of VitD is not studied in this nopbage line.

We report that IC-21 cells express constitutivdlg mRNA and proteins of Vdr, Cyp27bl and
Cyp24al.Thevdr mRNA expression in IC-21 cells was downregulatgdL[25D. We hypothesize
that this downregulation by the supraphysiologisedof 1,25D may be related to negative feedback
of Vdr over its proper genomic expression. Our ltesare not in agreement with previous studies
carried out by Uchida et al. who demonstrated adaeoy to increas®¥dr mRNA expression by
incubation the THP1 (human monocytic cells) for Wath 40 ng/ml of 1,25D (8).

In contrast, we showed that IC-21 cells respondet],25D and 25D treatment by upregulation of
Vdr protein synthesis. Our findings are in accomawith previous studies that reproted an induction
of Vdr expression in different macrophage linesibyng/ml of 1,25D which was more important in
M1 line than M2 line (8,30,31).

In 1C-21 cells,Cyp27b1ImRNA and protein expression was not significamttyanged under any
treatment which is consistent with previous studeg®rting that treatment of THP-1 (7) and murine
macrophages (32) with 10 nM (4 ng/ml) for 48h &f5D did not affect Cyp27bl mRNA (7,32) and
protein(7) expression.

In our study, the mRNA, but not the protein expi@sf Cyp24alwas induced by 1,25D. The

induction of MRNA expression is in concordance witévious studies (7,8,33) and can be explained
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by a negative feedback of 1,25D over its propethsgis. In contrast, 25D upregulated Cyp24al
protein expression but not the mRNA. The absen@bb¥ effect on mRNA in murine macrophage
is reported in previous study (34). The differenaeesults between mRNA and protein expressions
may be related to a difference in expression kisetr to post-transcriptional modifications induced
by VitD metabolites.

In our experimental conditions, the effects indulbgd 25D and 25D in the two cell lines tested were
different. The difference of actions of the two atmilites open the question about their mode o$ cell
entry, their mode of action and the kinetics of Mdyp27b1 and Cyp24al expressions.

One of the earliest and best-described effectsa®@lincludes its prodifferentiation effects. Indee
differentiation along the macrophage lineage of Bila@lls is accompanied by a reduction in cell
proliferation (33,35). Therefore, we investigatde teffect of 1,25D and 25D on IC-21 cells
proliferation, we did not detect an effect of t@tmetabolites. This finding is inconsistent witiat

of Ma D et al. (30) who found that 1,25D (40 ng/méduced murine RAW264.7 macrophages
proliferation by direct interaction between Vdr andclear factor kB (NFReB). Besides, we
demonstrated that IC-21 have a basal M2 anti-inflatory phenotype. VitD, known to polarise the
macrophages to M2 anti-inflammatory phenotype,mtitiaffect that of IC-21 cells.

Given that 1,25D is the most known robust indu¢€&AMP expression in humans, herein we studied
the regulatory actions of 1,25D and 25D on Cramgressionin vitro. Our finidings demonstrated
that the 1,25D repressé&ttamp mRNA expression at high dose only in 1C-21 and Z&iled to
change the gene expression in EQ771 and IC-2ydragulated its protein expression. On one hand,
Dimitrov et al. showed that a 24h treatment withrgdml of 1,25D failed to induc€ramp gene
expression in primary mouse monocytes and macreshdmt it induced strongly the CAMP gene
in primary human monocytes and macrophages (3@&sd findings can be justified by that VDRE
located upstream to human CAMP is not conservedduose (36). These data provide evidence that
a part of immunomodulatory role of VitD concernithg direct regulation of CAMP gene expression,
wich is active in human cells, is not active in reeuOn the other hand, there is some evidence that
a non-genomic-action is involved in the inductidrcathelicidin by the activation of ERK1/ERK2
signal pathway (37). In our study, regarding theemte of VitD response element in Cramp
promoter, we confirm that VitD regulate the catbi€lin expression by non-genomic actions to be
determined in further studies.

After characterising the effects of VitD metabditen 2D monolayer cells, we investigated their
effects in 3D cells model by generating spheroidsfEO771 and EO771-GFP cells.

We found no difference in the effect of 1,25D arkD2on EO771 viability between 2D and 3D
spheroid cultures.
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In our experiment, the cytotoxic effect of 1,25DB0771 was abrogated by the co-culture with I1C-
21. It is noteworthy that the M2 phenotype of ICi2hssociated with fast proliferation of different
lines of ER+ and TNBC mammary cancer cells (38)wkler, despite promoting this pro-tumoral
phenotype by EO771 and EO771 egfp cells after #2boeculture, their proliferation was not
accelerated compared to the ctrl. These findinggest that there is probably a balance between the
pro-apoptotic effect of 1,25D and the proliferataféect induced by the macrophages. Therefore, we
conclude that the 1,25D limited the proliferativgnal delivered by macrophages. Further studies are
necessary to understand the cross talk betweea tletls and the effect of VitD on this cross talk.
The immunosuppressive effect induced by EO771 cebsilting in favorised M2 phenotype is

established in previous studies with human mamroanger cell lines (38).
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La supplémentation en vitamine D associée a |'exeephysique favorise un environnement
immunitaire tolérogéne sans effet sur la croissartcenorale mammaire chez la souris C57BL/6
Référence https://doi.org/10.1007/s00394-020-02420-z

Introduction

L'exces de poids corporel, l'inactivité physiqudaetarence en vitamine D (VitD) sont considérés
comme des facteurs de risque d'incidence du cahceein. Plusieurs études cliniques et modéles
précliniques ont corrélé l'obésité avec l'augméntate la fréquence et de la mortalité de diff&sent
types de cancer dont le cancer du sein post-mérmpesu L'apport de VitD et l'activité physique
font partie des stratégies qui peuvent étre pragmpéur atténuer l'effet de I'obésité sur l'incodeet
la gravité du cancer du sein. D'une part, la Vitl®é@associée a une réduction a la fois de I'abésit
du risque de cancer du sein, en contrélant l'espesde différents génes qui régulent la
thermogenese, la prolifération cellulaire, la dif@ciation et I'apoptose. D'autre part, I'exercice
physique d’intensité modérée est lié a une amdiooralu métabolisme des graisses contribuant a
une réduction de la prise de poids associée attgrauation de l'inflammation chronique induite par
I'excés de tissu adipeux.

Objectifs
Le but de notre étude était d'étudier l'impactadsupplémentation en VitD, de I'exercice physique
imposé d'intensité modérée et de leur combinaisaon Ie développement de la lignée
d’adénocarcinome mammaire EO771 chez des souriBl@67emelles soumises a un régime riche
en lipides (HF) dans un environnement enr{&t avec roue, nids et jouetsjpres ovariectomie afin

de mimer l'arrét post-ménopausique des sécrétivagennes.

Matériel et méthodes
60 souris femelles C57BL/6 agées de 33 semainestéméparties aléatoirement dans des cages EHiavec
accesad libituma la nourriture et a I'eau. Au cours de I'expéritaéion les souris ont été nourries avec un
régime HF 450 kcal/100g, 42,1% de lipide®) S-3, les souris ont été ovariectomisées afimiaer la
ménopause. A SO, les souris randomisées en 4 grompété nourries avec le régime HF supplémenidou
en cholécalciférol (VitD3) (groupes HF et HF+D25/1225 1U/100p et soumises ou non a un exercice
imposé modéré sur tapis roulant (groupes : HF+EXMFetD+EX). A S8, les souris ont recu une injection
orthotopique de cellules néoplasiques mammairegésyques EO711. La prise alimentaire, le poids et
l'activité physique spontanée (SPA) ont été évalisdg au long du protocole. Des tests d’exploration
fonctionnelle ont été réalisés afin d’évaluer leesse maximale (MS, Maximal speed) (S-1, S7 et 8tLlg
pic de force maximale développée par la souridgéest d’agrippement (GS, Grip strength) (S3 et &§&
mesure de la croissance tumorale a été réalisgréiadu $™jour post-implantation et le sacrifice des animaux
a été déclenché lorsque le volume tumoral avoisth&icni. Lors du sacrifice, la collecte du sang, du tissu

adipeux (viscéral, périrénal, inguinal, sous-cularédes muscles des pattes postérieures a dg€ecd a
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25D sérique a été dosée. La tumeur mammaire angd@réie utilisée pour le phénotypage des populatio
immunitaires par cytométrie en flux et en partengelée en vue d’analyses ultérieures. Les résudtdtété

analysées par Anova une ou 2 voies, suivi du e3tukey.

Résultats
Le poids corporel des souris a augmenté de masignificative a partir de 1a®4® semaine de régime HF
(+7,5£4,2% pour le groupe HF)La supplémentation en Vitp=0,05) et I'exercice physique imposé (p =
0,01) ont réduit le gain de poids corporel. L'ei@@ diminué la masse grasse viscérale (g: 1,5HES;
1,2+0,65 (HF+EX); 0,9+0,6 (HF+D+EX); p=0,03). La/S{<0,0001) et GS (p=0,01) ont été plus importante
chez les souris HF+D+EX par rapport aux autresggsuLes souris soumises a I'Ex ont parcouru erenregy
0,273 km/jour ce qui correspond de 16% (HF+D+EQy% (HF + EX) de leur SPA. La MS et la masse des
muscles postérieurs n'ont pas été influencées’'lparou la VitD. Aucun effet de I'Ex ou de la Vitgur la
croissance tumorale et la durée de vie des soarié détecté. Dans la tumeur, des effets opgesiésVitD
et I'Ex sur le recrutement des cellules immunitiont été détectés. La VitD a diminué la proportien
cellules NK (p=0,03), tandis que I'Ex I'a augmen{pe0,03). Le rapport Thl / Th2 est abaissé pafit@
(p=0,05), tandis que le rapport Tc/Treg n'a étécé ni par I'exercice ni par la VitD.

Conclusion

Dans nos conditions expérimentales, la supplémentan VitD et I'exercice physique imposé ont es de
effets synergiques réduisant la prise de poids smise HF et améliorant les capacités physiqussderis.
Cependant, l'exercice physique imposé, s'il a am&la vigilance immunitaire, n'a pas réduit laissance
tumorale. Ceci peut s'expliquer par le niveau éti/€activité spontanée par rapport a I'exeraigaosé dans
notre modele. La supplémentation en VitD n'a pad' effiet détectable sur la croissance tumoraleuigeut
résulter de I'équilibre entre son effet cytotoxigpmoptotique direct sur les cellules tumoralesoet affet
protumoral immunosuppresseur. La supplémentatiovitEhet I'exercice physique ensemble ont favotiaé

environnement immunitaire tolérogéne sans effetesaroissance de la tumeur mammaire.
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Abstract

Purpose High plasma vitamin D (VitD) level and regular exercise (Ex) are known to have anti-cancer and immunomodula-
tory effects. This study aimed to evaluate the impact of VitD supplementation and imposed physical Ex on mammary tumour
growth and immune response in ovariectomised mice fed high-fat (HF) diet.

Methods Ovariectomised 33-week-old mice C57BL/6 (n=60), housed in enriched environment (EE), were fed HF diet
(450 kcal/100 g) supplemented or not with VitD (HF/HF 4 D: 125/1225 TU/100 g) for 12 weeks and submitted or not to Ex
(HF + Ex; HF + D + Ex) on treadmill (45 min/day, 5 days/week). At w8, syngeneic tumour cells EO771 were orthotopically
injected into the 4th mammary gland. Spontaneous activity (SPA), maximal speed (MS) and forelimb grip strength (GS)
were measured. Tumour immune cells infiltrate was phenotyped by FACS. Data (mean + SEM) were analysed by two-way
ANOVA + Tukey post-test.

Results Ex (p=0.01) and VitD (p=0.05) reduced body weight gain. Exercise decreased visceral fat mass [g: 1.5+ 0.8 (HF);
1.2+0.65 (HF +Ex); 0.9+0.6 (HF+ D +Ex); p=0.03]. SPA (p <0.0001) and GS (p=0.01) were higher in HF + D + Ex
mice vs others. No effect of Ex or VitD on tumour growth was detected. In tumour, VitD decreased the proportion of NK
(»=0.03), while Ex increased it (»p =0.03). The Th1/Th2 ratio is lowered by VitD (p=0.05), while Tc/Treg ratio was not
affected either by Exercise or VitD.

Conclusion In our experimental conditions, VitD supplementation and physical exercise have synergetic effects reducing
the weight gain under HF diet and improving the physical capacities of mice. VitD coupled with exercise induces an immu-
nosuppressive response without effect on tumour growth.

Keywords Breast cancer - Obesity - Vitamin D - Physical exercise

Introduction

Excess body weight, physical inactivity and vitamin D
(VitD) deficiency may be considered as risk factors for
breast cancer incidence [1, 2].
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Several preclinical models and clinical studies correlated
the obesity with increased frequency and mortality of differ-
ent types of cancer including postmenopausal breast cancer
with incidence risk estimated between 20 and 40% [3]. This
correlation can be explained by different main mechanisms:
the elevation of plasma oestrogen levels, the increase in gly-
caemia, insulinaemia and insulin-like growth factor (IGF)
synthesis which promote the growth of epithelial breast cells
and chronic inflammation resulting from an up-regulation
of pro-inflammatory adipokines such as leptin and tumour
necrosis factor alpha (TNF-a) and down-regulation of adi-
ponectin. Noting that, a cross-talk linking these different
mechanisms and their signalling pathways leads to DNA
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damage, mutagenesis, cell proliferation and angiogenesis
promoting thereby epithelial cell tumourigenesis [2, 4].

Various strategies can be proposed to mitigate the effect
of obesity on the incidence and severity of breast cancer
such as physical activity and VitD intake.

On one hand, moderate physical exercise is associated
with an enhancement in fat metabolism contributing to a
reduction in weight gain that results in a decrease of leptin
and oestrogen plasma concentrations, an increase of adi-
ponectin plasma level, reducing circulating insulin levels
and increasing glucose uptake by skeletal muscle. Physical
activity has been observed to mitigate the chronic adipose
inflammation by decreasing the secretion of pro-inflamma-
tory cytokines IL-8 and IL-15 [4, 5].

Housing rodents in an enriched environment (EE) is a
new model of housing filled with inanimate objects like
toys, nests and wheels and extensively used to stimulate
social interactions and increase spontaneous physical activ-
ity [6, 7]. In previous studies [7, 8], our team evaluated the
effect of EE of female C57BL/6 mice on the development
of mammary cancer using the syngeneic model of EO771
cells, a mammary gland medullary adenocarcinoma cell
line, transplanted orthotopically. We established the effec-
tiveness of the EE housing in reducing the development of
EO771 mammary tumour. In a study carried out by Betof
et al. on BALB/c mice, the practice of voluntary exercise
decreased the mammary tumour growth by inducing apop-
tosis, normalising the vascularisation in tumour and increas-
ing the vessel density which reduced intra-tumour hypoxia
and thereby the malignant character of cells. The vascular
normalising effects were in association with inhibition of
tumour growth, resulting in activation of the proapoptotic
Fas pathway [9].

Among the different endurance exercise modalities, tread-
mill running is the most widely used in experimental stud-
ies. Goh et al. showed that 10 weeks of treadmill running
induced a lower mammary tumour progression in PyMT
transgenic mice, with gene down-expression of C-C motif
chemokine ligand 22, a cytokine involved in the recruitment
of immunosuppressive T regulatory cells [10]. In a synge-
neic BALB/c mammary cancer mouse model, treadmill run-
ning, started 8 days after tumour inoculation, slowed tumour
progression and decreased the tumour-induced accumula-
tion of myeloid-derived suppressor cells, accompanied by a
relative increase in natural killer (NK) and cytotoxic T (Tc)
lymphocytes activation [11].

On the other hand, the VitD has been associated with a
reduction in both obesity and risk of breast cancer. VitD
can be synthesised endogenously in the epidermis under the
effect of UVB or provided through consumption of animal
(VitD3 or cholecalciferol) and/or vegetable (VitD2, ergocal-
ciferol) diet. VitD is converted in the liver into 25 hydroxy-
VitD (25-OH D), the circulating form used as marker for
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VitD status [12]. 25-OH D is transformed into its active form
1,25 dihydroxyVitD (1,25 (OH), D) in the kidneys and other
tissues such as the skin, colon, breast and immune cells [13].
The effects of 1,25 (OH), D are mediated by its NUCLEAR
receptor (VitD receptor), which acts as transcription factor
in controlling the expression of various genes that regulate
thermogenesis, cell proliferation, differentiation, apopto-
sis... [14, 15]

The epidemiological studies showed contradictory results
on the association between VitD status and obesity [16].
However, high plasma concentration of VitD is associ-
ated with an important adiponectin synthesis, a decrease
of leptin and insulin plasma levels and an improvement of
obesity-associated insulin resistance [1, 16, 17]. In vivo
studies showed that VitD supplementation (1500 IU/100 g)
protected C57BL/6J mice against diet-induced obesity by
increasing fatty acid oxidation mainly in the liver, adipose
tissue (AT) and skeletal muscles [15]. In vitro studies dem-
onstrated that 1,25 (OH), D could inhibit adipogenesis,
reduce the accumulation of triglyceride mass, inhibit the
differentiation and stimulate apoptosis of 3T3-L1 pre-adipo-
cytes [17]. Furthermore, the VitD exerts anti-inflammatory
actions on AT by decreasing the chemokine and cytokine
release from adipocytes by inhibition of the nuclear factor-
kappa B (NF-xB) and the mitogen-activated protein kinase
(MAPK) signalling pathways and decreasing toll-like
receptor (TLR) expression [18]. In addition, Swami et al.
described that in vivo model of VitD supplementation,
enhanced AMP-activated protein kinase (AMPK) pathway
that suppress local oestrogen synthesis in the breast micro-
environment [19]. Such actions of VitD can mitigate the
adverse effects of obesity on breast cancer development. It
is noteworthy that some studies reported a severe VitD defi-
ciency in women diagnosed with breast cancer [20-26]. In
the same way, ex vivo studies showed a role of VitD medi-
ated by its receptor, VDR, in up-regulating the expression
of genes that inhibit cell proliferation, induce angiogenesis
both in the normal and malignant mammary tissue [14, 27].
In contrast, a supplementation with VitD (500 ng/100 g) in
a syngeneic breast cancer model BALB/c worsened tumour
growth by inducing immunosuppression [28].

Based on these data, the aim of our study was to investi-
gate the impact of VitD supplementation, imposed physical
exercise of moderate intensity and the combination between
them on EO771 mammary tumour development in female
C57BL/6 mice under high fat diet in EE housing, after being
ovariectomised to mimic the post-menopausal suppression
of ovarian secretions. Weight course, physical performance
and tumour immune phenotype were characterised.
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Materials and methods
Animal model and experimental design

This experiment was carried out in accordance with Euro-
pean directives on animal ethics (Referral no. 0109502,
Regional Ethics Committee on Animal Experimentation,
Clermont Auvergne University). The experimental proto-
col is summarised in Fig. 1. Thirty three-week-old female
C57BL/6 mice (n=50; Janvier Labs, Le Genest-St-Isle,
France) placed in a box equipped with 12:12 inverted light
cycle at 22 +2 °C, were distributed in enriched cages with
toys, nest and wheel (6—7 mice/cage), with ad libitum access
to food and water.

Diet, food and weight monitoring

During the acclimatisation phase [7 days, week-5 (W-5),
Fig. 1], a standard diet was provided (Safe U8958 version
131, Augy, France). After that, all mice received a high-
fat (HF) diet for 1 month (from W-4 to W0). The HF diet,
designed in collaboration with laboratory ‘Safe”, contains

450 kcal/100 g of food and is composed of 42.1% lipids
(ratio w6/w3=6.2; w6 intake: 2.46 mg/100 g), 37.4% car-
bohydrates and 20.5% proteins (Table 1). It is also com-
posed of minerals and vitamins in optimal quantities that
meet the nutritional recommendations for laboratory ani-
mals. The VitD-enriched diet contains VitD concentration
ten times higher than a non-enriched diet (1225 TU/100 g or
30.6 pug/100 g vs 125 TU/100 g or 3.2 pg/100 g) providing
an average of 37.5 IU or 1 ug/day/mouse. The two diets are
isocaloric and iso-nitrogenous. Body weight (BW) and food
intake were checked once and twice a week, respectively
throughout the protocol.

Orthotopic injection of EO771 mammary
adenocarcinoma cells and tumour monitoring

Syngeneic cell line of spontaneous mammary adenocarci-
noma EO771 was cultured in complete RPMI 1640 medium
(Biowest, Nuaillé, France) supplemented with 10% foetal
calf serum (Biowest), 100 pg/ml of streptomycin (Sigma-
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), 100 U/ml of peni-
cillin (Sigma-Aldrich), 2 mM glutamine (Sigma-Aldrich)
at 37 °C in a 5% CO, humidified atmosphere. The EO771

HF { i i |e Tumour s -
‘_— WO W1 W2 W3 W4 WS W6 W7 W8 W9 WI0------------- w14 >
mice C57BL/6 n=13
33-week old housed in EE HF+D E Tumour >
: HF 3
n=50 S »
[w-5 w-4 w-3 w-2 w-1 |
n=10
v + ¥ J : Tumour
Acclimatisation ouyx Ex Ms HF + Ex { i i € >
test test |[WO W1 W2 W3 W4 w5 We W7 W8 W9 WI0------------- Wi
HF+D+Ex. Tumour n=10
- Tumour srowth'\
‘ monotoring
Hand grip MS + hand grip Sacrilice
Test Tests

Weight and intake monitoring

Tumour vol < 2.5 cm? (10%BW)

EO771 cells injection

v

Fig. 1 Experimental design. 50 female C57BL/6 mice aged 33 weeks
(W) were randomly distributed in enriched environment (EE)
equipped with wheels, nests and toys. At W-3, all mice were ovariec-
tomised in order to mimic menopause. At WO, the mice were ran-
domised into 4 groups and fed with the HF diet supplemented or not
with cholecalciferol (VitD3) (HF and HF +D groups) and whether or
not trained by imposed physical exercise (Ex) on a motorised tread-
mill at moderate intensity (HF +Ex and HF +D+Ex groups). These
two interventions (diet and imposed exercise) were maintained until

mice sacrifice. At W8, all mice received an orthotopic injection of
EO711 syngeneic mammary tumour cells by “fat pad” technique
into the fourth pair of mammary glands. Functional exploration tests
[maximal speed (MS) and handgrip] were carried out. The tumour
growth was evaluated from 9th days after EO771 cell injection with
a caliper and calculated by the formula 0.52 x width? xlength. The
mice’s sacrifice was started when the tumour volume was close to
2.5 cm’®. Body weight and food intake were checked once and twice a
week, respectively
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Table 1 Diet composition (Safe U8958 version 131, Augy, France)

High fat diet composition (in 100 g)

Energy supply (Kcal)® 450
% Total energy intake
Proteins 20.5
Carbohydrates 374
Lipids 42.1
Mineral mixture® (AIN-93 M) (2) 5
Vitamin mixture® (AIN-93 M) (g) 1

Cholecalciferol (vitD3) (IU) No supplemented diet: 125

Supplemented diet: 1225

*Values of each macronutrient are expressed in percentage of total
energy content

AIN-93M mineral mixture (g/100 g): calcium phosphate 50, sodium
chloride 7.4, potassium citrate 222, potassium sulfate 5.2, magnesium
oxide 2.4, manganous carbonate 0.35, ferric citrate 0.6, zinc carbon-
ate 0.16, cupric carbonate 0.03, potassium iodate 1X 1073, sodium
selenite 1% 1073, chromium potassium sulfate 55 x 1073, sucrose 11.8

€AIN-93M vitamin mixture (g/100 g): thiamin HCI 0.06, riboflavin
0.06, pyridoxine HCI 0.07, niacin 0.3, calcium pantothenate 0.16,
folic acid 0.02, biotin 2x 103, menadione sodium bisulfite 8 x 107,
sucrose 98.2, vitamin B12 0.1, vitamin A (500,000 U/gm) 0.8, vita-
min D3 (400,000 U/gm) 25 X 1073, vitamin E acetate (50 U/gm) 1.
gm: gram of matter

cells at 80% of confluence were trypsinised, filtered and
counted. The cells (5 x 10%/100 pl of matrigel (Growth Fac-
tor Reduced BD Matrigel TM Matrix, BD Biosciences,
Bedgord, MA, USA) were implanted by “fat pad” technique
into the fourth pair of mammary glands in all mice under
anaesthesia at W8. The tumour growth was monitored by
measuring its width and length using a calliper evolution
on the 9th, 14th and 16th day and then daily from the 20th
day post-injection until sacrifice (W14). The tumour volume
(mm?®) was calculated by the formula 0.52 X width® x length.
When it reached a value around 2.5 cm?® (< 10% BW), the
mice were sacrificed.

Spontaneous physical activity, physical exercise
and functional tests

Spontaneous physical activity (SPA) was assessed using
a wheel counter in each cage. The distance travelled per
cage, relative to the number of mice, was recorded daily. The
moderate-intensity physical exercise was performed on a
treadmill with six lanes (Columbus Instruments, Columbus,
OH, USA). The mice were trained 5 days/week at a speed
of 12 m/min for the sacrifice over a period ranging from
30—45 min (increment of 5 min every 15 days for 8 weeks).
The maximum speed (MS) measurement test performed on
the treadmill, began at a speed of 3 m/min and then increased
each 1 min at an acceleration of 3 m/min. MS was reached
when the mouse stopped running and remained immobile for
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5 consecutive seconds on an electrical grid [29]. Each MS
determination session took place over 2 consecutive days,
one session/day and retaining the maximum value of the
two tests. The strength of the forelimbs was assessed at W3
and W7 by handgrip test. It allowed the determination of the
maximum force peak expressed in Newton (N: 1 kg m/s?)
developed by the mouse when the operator tried to move it
away from a grid specially designed for this purpose (Hand-
grip, Bioseb, USA, Canada). For each test, three series of
three values were collected and compiled to compare the
amplitude of the force exerted according to the group.

Sacrifice, blood and tissue sampling

The mice were anesthetised with a ketamine/xylazine mix-
ture (i.p., 100/10 mg/kg). The blood was collected by cardiac
puncture in heparinised tubes. Plasma samples were sepa-
rated by centrifugation at 1000 g during 5 min, aliquoted and
stored at — 80 °C. The tumours were excised, weighed, and
frozen. The white visceral, perirenal, inguinal, subcutaneous
ATs, the interscapular brown AT and the skeletal muscles
of the hind legs were taken, weighed, immersed in liquid
nitrogen and stored at — 80 °C.

Note that 2 mice were dead after the tumour injection
(1 HF and 1 HF 4+ Ex groups respectively), and one in
HF +D + Ex group by accident (during MS test). Three HF
group mice did not develop a tumour probably because of
mishandling during orthotopic injection. Thus, we finally
analysed the results of weight and tumour monitoring for
10 HF, 13 HF+ D, 10 HF + Ex and 10 HF + D + Ex mice.

Plasma analysis

Plasma 25-OH D concentrations were measured using a
mouse/rat ELISA kit (VID21-K01, EAGLE BIOSCIENCES)
according to the manufacturer’s instructions. The detection
limit was 4.781 ng/ml. Plasma VitD concentrations were
calculated using 4-parameter calibration curve.

Immune cell phenotyping

At sacrifice, mammary tumours were crushed in PBS
1 X-BSA (Bovine serum albumin) 0.5%, filtered using a
40 pm pore filter (Falcon® 40 um Cell Strainer), centri-
fuged to pellet tissue debris then resuspended in staining
buffer (PBS 1 X—BSA 0.5%—EDTA 2 mM). The samples
were then directed to the analysis of immune populations
which were counted and characterised after separation based
on their size and granularity by flow cytometry (Beckman
Coulter EPICS XL FC500, Villepinte, France). Immune
cells were labelled by monoclonal antibodies conjugated
to fluorochromes, F4/80-CD11b (TAMs), DX5-NK 1.1
(NK), CD119 (Th1), ROR-y-5 (Th17), CD124 (Th2) and
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CD25-FoxP3 (Treg) (supplemental Table 1) according to the
supplier’s recommendations. Th compensations and controls
were carried out using the fluorescence minus one (FMO)
procedure with the isotypes of corresponding antibodies.
Data were analysed by Kaluza 1.2 software (Beckman-Coul-
ter, Hialeah, FL, USA).

Statistical analysis

All results were expressed as mean + SEM and analysed sta-
tistically with Prism 8.0.2 software for Windows (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA). The effect of VitD
supplementation, exercise (Ex), or both combined (D X Ex)
were analysed by a two-way ANOVA followed by Tukey’s
post hoc test. The overall treatment (D, Ex) was examined
by a 1-factor ANOVA followed by Tukey’s post hoc test.
The differences were considered statistically significant at
p<0.05.

Results

Imposed exercise and VitD supplementation
reduced body and tissue weight gain under high fat
diet

The total energy intake throughout the whole protocol from
WO to W11 at the start of mouse sacrifice (W0-W11) was
similar between the different groups (p =0.35; Table 2).

The total VitD intake during the protocol (11 weeks)
was ten times more important in the two groups fed with
VitD-supplemented diet (Table 2). At sacrifice, the plasma
25-OH D concentrations were higher in the two groups
supplemented [HF +D (106 +7.05 ng/ml); HF + D + Ex
(95.6 £3.8 ng/ml)] vs [HF (63.3+10.9 ng/ml); HF + Ex
(63.5+8.1 ng/ml)] (p=0.01).

The total body weight increased significantly from the
4th week (+7.5 +4.2% for HF group) and peaked at the 7th
week (+20.7 +8.6% for HF group) (Fig. 2A).

Before EO771 cells injection (W7), the two groups sub-
jected to exercise showed a lower total body weight than the
two others (W4, 5, 6, 7; Ex effect: p=0.04). Interestingly,
the group HF + D + Ex had less body weight compared to

Table 2 Cumulative caloric and cholecalciferol intakes

the three other groups at the weeks 6, 7, 8 and 12 (p <0.05)
(Fig. 2A).

The weight gain (Fig. 2B) in the phase preceding the
cell injection (W0-W7) was limited by VitD (p=0.04,
two-way ANOVA) and imposed exercise (p =0.008, two-
way ANOVA). Weight gain was less important in the
group HF+D +Ex (+1.59+0.8 g) when compared to HF
(+5.9+1.12 g) and HF +D groups (+5.1+0.7 g) (p=0.03).

At week 8 (Fig. 2C), all mice lost weight whatever
the group, due to the overnight fasting period before the
injection of EO771 cancer cells and the surgery itself. The
weight loss was higher in the HF group (— 3 g) compared to
HF+ D+ Ex group (— 0.82 g) (p=0.001, Fig. 2C). This loss
was partially compensated in one week.

In the post-injection phase (Fig. 2D), when body weight
is considered without tumour mass, all groups lost weight
without significant difference between each other (p=0.2).
Regarding the whole weight changes between the start
and the end of the experiment (Fig. 2E), a weight loss in
all groups occurred, mostly in the group HF + D + Ex
(= 3+1.4 g), when compared to the three others (HF:
—02+1.83; HF+D: 0.0+1.31; HF+Ex: — 0.2+1.83 g;
a, b: p=0.01). Throughout the experimentation, the VitD
(p=0.05, two-way ANOVA) and the imposed exercise
(»p=0.03, two-way ANOVA) limited the weight gain.

At sacrifice, the total and visceral AT were lighter in
the two groups following the imposed exercise (p=0.03;
Fig. 3A). The HF + D + Ex group had 50% of visceral fat
mass less than HF group (p=0.03). The subcutaneous,
inguinal, and perirenal white AT as well as interscapu-
lar brown AT were not significantly different between
groups. By relating the mass of AT to the mouse body
weight (tumour weight subtracted), the HF + D + Ex group
showed the lowest ratio compared to HF and HF + D groups
(p=0.03; Fig. 3B).

Cooperation between VitD and exercise
enhanced the SPA and handgrip strength
without improvement of MS and muscle mass

The SPA was followed throughout the protocol by evaluat-
ing the distance travelled by mice every day (Fig. 4A). The
HF + D+ Ex group was more active than the other groups
in the pre-injection phase (p <0.03), whereas the activity

Intake/mouse Period Group HF HF+D HF +Ex HF+D+Ex p value
Energy (Kcal) WO0-W11 (74 days) Daily 3.9+0.13 3.9+0.03 4.1+0.09 4+0.02 0.35
Cumulative 287+9.6 294+1.9 305+6.6 293+1.4 0.35
Cholecalciferol WO-W11 (74 days) Daily 1.1+£0.04 10.8 +0.06 1.1+0.02 10.7+0.05 p<0.0001
VitD3 (IU) Cumulative 79.9+2.7 802+4.9 84.8+18 797+3.5 p<0.0001
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Fig.2 Weight evolution kinetic and weight gain during the proto-
col. For all figures, results are shown as mean+SEM (n=10 by all
groups except HF +D group n=13 mice). Statistical differences were
tested using 2-ways ANOVA followed by Tukey post-test. *Repre-
sents the Ex effect according to 2-ways ANOVA. #A and letters C,
D, E represent the difference between groups according to Tukey
post-test. A Body weight evolution during the protocol. Ex effect lim-
iting the weight gain (*p=0.04); #p <0.05, HF+Ex+D vs HF and
HF + D groups. B Weight gain before EO771 cells injection. The vitD

of this group fell after tumour cell injection. Furthermore,
spontaneous activity also decreased after cell injection for
HF + D and HF + Ex (time effect p=0.02), whereas HF
group kept the same level of activity (Fig. 4A, B).

To clarify the effects of VitD and imposed exercise
on spontaneous activity, the spontaneous average dis-
tance (SPA) travelled per day per mouse in each group
was calculated before (W2-W7) and after tumour cell
implantation (W8-W11) (Fig. 4B). We observed SPA
travelled before cell injection was significantly greater
for HF + D + Ex group (1.7 +0.1 km/d/mouse) compared
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(p=0.04) and Ex (*p=0.008) limited the weight gain; a, b: p<0.05,
HF+Ex+D vs HF and HF+D. Weight gain during the week of
EO771 cell injection (W8, 7 days). All groups lost weight. The vitD
(p=0.01) and Ex (p=0.001) reduced the weight loss; a, b: p=0.001,
HF+Ex+D vs HE. D Weight gain from EO771 cells injection (W8)
until sacrifice (tumour weight substracted at sacrifice). E Weight
gain throughout the whole protocol (tumour weight substracted at
sacrifice). Ex limited the weight gain (*p=0.03); a, b: p=0.01,
HF +Ex +D vs the other groups

to the other groups (HF: 1.0+0.07; HF+D: 1.13+0.07;
HF + Ex: 1.2+0.09 km/d/mouse; p=0.0001). No dif-
ference was observed after the cell injection (W8-W11,
Fig. 4B).

The mice subjected to the imposed exercise, ran through-
out the protocol on average 0.273 km/day that corresponded
from 16% (HF +D + Ex) to 27% (HF + Ex) of their SPA
(Fig. 4B).

The maximal speed (MS) of mice was significantly
improved between W1 and W7 (W7 vs W-1: p=0.01) with-
out significant difference detected between groups whatever



European Journal of Nutrition

A. Adipose tissue

4
Subcutaneous

— Brown

2 Inguinal

= Perirenal

% Visceral

=

Fig.3 AT weight and adiposity index at sacrifice. For all figures,
results are shown as mean +SEM (n=10 by all groups except HF +D
group n=13 mice). Statistical differences were tested using 2-ways
ANOVA and Tukey post-test. (*) represents the Ex effect accord-
ing to 2-ways ANOVA. The letters a and b represent the difference
between groups according to Tukey post-test. A Distribution and

the period (Fig. 4C). MS of all groups was maintained
between W7 and W9 (W9 data not shown).

The handgrip max test done at W3 and W7 (Fig. 4D)
showed that mice supplemented with VitD enhanced their
gripping force (p=0.001). HF + D + Ex group showed
higher gripping force significantly than the three others
(p=0.01; Fig. 4D). Globally, the handgrip for all groups at
W7 was reduced compared to W3 (time effect p=0.003).

The mass of five hindlimbs muscles, dissected and
weighed at sacrifice, were similar whatever the groups con-
sidered (Table 3).

No effect detected of imposed exercise on tumour
growth

The kinetic of tumour growth, regardless of the group
considered, was tri-phasic (Fig. 5a). The evolution started
slowly and was equivalent whatever the group. Then, an
exponential growth phase started from the 16th day and fin-
ished the 20th day post-injection for all groups. In the third
phase, tumour growth slowed down. Based on the tumour
volume limit point, less than 2.5 cm? (=~ 10% BW), the sacri-
fice began on the 20th day and ended on the 26th day for the
HF group mice and the 27th day for HF + Ex, while the end
of sacrifice of the two groups supplemented with VitD was
delayed 10 days later. Despite this delay, no significant effect
of exercise or VitD supplementation on tumour progression
and on mouse survival was found (Fig. 5b).

On the 20th day post-injection, corresponding to the 1st
day of sacrifice, there was no significant difference in tumour
volumes between the different groups (Fig. 5¢). In all groups,
tumours were found to be necrotic and haemorrhagic. The
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weight mean of different ATs expressed for one mouse. Ex reduced
total and visceral AT (*p=0.03); a, b: p<0.0001, HF+D+Ex
vs other groups. B Adiposity index obtained by calculating the
ratio between total AT and body weight of animal (tumour weight
included). Ex reduced adiposity index (¥*p=0.03); a, b: p=0.04,
HF+D+Ex vs HF and HF+D

imposed exercise raised the final tumour weight (»p =0.008)
and relative tumour weight to body weight at sacrifice
(Table 4, p=0.001). HF + D + Ex group had significantly
greater relative tumour weight (0.087 +£0.018) than HF
(0.068 +0.008) and HF +D (0.07 +0.01) groups (p=0.02).
While there was no significant difference either in the vol-
ume or in the tumour density between the different groups
(Table 4).

VitD abrogated the anti-tumoural immune response
induced by exercise

The immune cells infiltration proportion into the tumour
was similar whatever the group (p =0.4). Noting that the
tumour immune infiltrate, identified by flow cytometry from
the tumour extract comprising blood, epithelial and tumour
cells, was mainly composed of lymphocytes (31-39%),
myeloid cells and (3-3.4%) and polynuclear neutrophils
(1.6-2.5%) (Table 5). No effect of VitD and/or Ex was
observed in the proportion of TAM (CD11b+F4/80+)
(Fig. 6A). Opposite effects of exercise and VitD supple-
mentation were observed on the recruitment of Natural
Killer (NK: CD49b* DX5™ cells) (Fig. 6B). The imposed
exercise increased the proportion of NK cells recruited into
the tumour (Ex effect p=0.03, two-way ANOVA), whereas
the VitD supplementation significantly reduced this popula-
tion (VitD effect p =0.03; two-way ANOVA) (Fig. 6B). For
HF +D + Ex group, the inhibitory effect of NK recruitment
proportion by VitD was dominant (HF: 0.99 +0.4; HF +D:
0.74 +0.4; HF + Ex: 6.66+6.03; HF+ D+ Ex: 1.06 +0.5%;
p=0.02).

@ Springer



European Journal of Nutrition

A. Evolution of Spontaneous physical activity

Distance per day (Km/ mouse)

o

Cells injection —— HF
il = HF+D
—o- HF+Ex
-A&- HF+D+Ex

B. Spontaneous physical activity and

Imposed exercice

*

~ |HF

P HF+D

2.0- b

Distance per day (Km/ mouse)

Before injection

SPA
=== HF+Ex

[EE=El HF+D+Ex
HH imposed Ex

After injection

(W2- W7) (W8-w11)
C. MS max D. Handgrip max
40+ I - 150~ 1 * |
T
z 2 b
HF 3
[ 2 100
£ [ HF+D e
é == HF +Ex §_
EEHF+D+EX &  50-
2
3
(=]
0-

Fig.4 SPA evolution and functional capacities of mice. For all fig-
ures, results are shown as mean+SEM (n=13 by HF and HF+D,
n=11 by HF+Ex and HF+D+Ex groups). Statistical differences
were tested with 2-ways ANOVA followed by Tukey post- test. (¥)
represents the Ex effect according to 2-ways ANOVA. *A and let-
ters B, D represent the difference between groups according to Tukey
post-test. A The evolution of SPA throughout the experimentation
until the start of mice’s sacrifice. *p<0.01, HF vs HF+D+EX;
#p<0.05, HF vs HF +Ex; $p<0.05, HF +D+Ex vs other groups. B
The daily mean distance (Km) traveled by each mouse during spon-
taneous and imposed physical activity, before and after EO771 cells
injection. Before injection (W2-W7) a, b: p=0.0001, HF+D+Ex vs

In response to VitD supplementation, the percentage
of T helper 1 lymphocytes (Thl: CD4* CD119" lympho-
cytes) infiltrated into the tumour decreased significantly
(p=0.01, Fig. 6C) while the percentage of T helper 2
(Th2: CD4%, CD124" lymphocytes) was not significantly
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other groups. Time effect (before vs after cells injection) *p=0.02.
The groups involved in imposed exercise travelled the same distance
(0.273 km/day/mouse). C The maximal speed MS (m/min) of each
mouse, measured by running protocol on treadmill with a starting
speed of 3 m/min and an acceleration of 3 m/min. MS was evalu-
ated 3 times, at W-1 (before randomization), W7 (before cells injec-
tion) and at W9 (data not shown because no difference compared to
W7). Time effect (W7 vs. W3) *»p=0.001. D Handgrip max (N) of
mice determined by the forelimb grip test, at W3 and W7 before cells
injection. VitD effect improving the handgrip max p=0.001; a, b:
p=0.01 HF+D+Ex vs HF and HF+D groups. Time effect (W7 vs.
W3) *p=0.003

modified (DxEx interaction p=0.07, Fig. 6D). The lower
recruited Th1 resulted in a tendency of reduction of Th1/
Th2 ratio (p =0.06, Fig. 6E). T cytotoxic (Tc: CD8%) and
T regulatory (Treg: CD4" CD25" FoxP3%)) lymphocytes
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Table 3 Mass of hindlimb muscles

Muscle weight/mouse (mg) HF (n=9) HF+D (n=13) HF+Ex(n=10) HF+D+Ex (n=9) VitDeffect Exeffect Interaction
p value p value p value
Gastrocnemius 233+17.6 236+14.2 229+18.5 224+13.1 0.7 0.1 0.44
Plantaris 29+3.6 30+4.5 30+4.8 27+39 0.5 0.7 0.41
Soleus 20+1.7 19+2.1 18+3.8 17+2.4 0.8 0.2 0.5
Tibialis 84+6.4 87+10 79+10.4 84+10.5 0.1 0.1 0.92
Extensor digitorum longus 18+2.6 18+2 18+1.9 18.3+£3.5 0.3 0.5 0.66
Total 384+31.9 390+32.8 374+39.4 371+334 0.7 0.3 0.4
A. Tumour growth kinetic
2500
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o
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Fig.5 EO771 tumour growth characteristics. For all figures, n=10
by all groups except HF +D group n=13 mice. Data was analysed by
2-ways ANOVA. A The tumour volume evolution was measured on
the 9th, 14th and 16th day and daily from the 20th day post-injection

when the sacrifice of the mice having tumour volumes close to 2.5

cm® was started. the number of mice decreased from the 20th day.

proportions and the Tc/Treg ratio were not influenced
either by exercise or by VitD (Fig. 6F, G, H).

Discussion

Obesity is associated with an increased risk of breast can-
cer in the post-menopausal phase. This risk results from
a dysregulation of hormonal secretions, a chronic inflam-
matory environment induced by adipocytes and immune

0-

Results are shown as mean+SEM. B Number of survival days of
mice after EO771 injection until sacrifice (tumour volume <2.5 cm).
Results are shown as median with interquartile range. C Tumour vol-
ume (mm?) 20 days after EO771 cell injection. Results are shown as
the means +SD

cells recruited into the AT [1]. Several studies addressed
the effect of physical exercise on breast carcinogenesis
in mice. Among them, just two studies treated the effect
of exercise on breast carcinogenesis under obesogenic
diet [30, 31]. However, they were driven with chemically
induced tumours in young non-ovariectomised rodents.
These models are hardly comparable to ours given that
we used a syngeneic tumour model of old ovariectomised
mice mimicking a post-menopausal situation.
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Table 4 Morphological characteristics of mammary tumours at sacrifice

At sacrifice

HF (n=10) HF+D (rn=13) HF+Ex (n=10) HF+D+Ex (n=10)

VitD effect Ex effect Interaction Post-test sig-

p value pvalue  p value nificance
Tumour weight 1.98+0.15 2.11+041 2.40£0.15 2.37+0.52 0.6 0.008 0.47
Wi(g)
Total weight (g) 29.8+2.6  30.1+1.7 30.0+2.3 273+19 0.09 0.1 0.1
Tumour weight/  0.068+0.01 0.070+0.01 0.081+0.01 0.087+0.02 0.3 0.001 0.7 HF+D vs
total weight HF+D+Ex
p=0.02
Tumour volume 2.33+0.69 2.36+0.63 2.65+0.57 2.36+0.56 0.5 0.4 0.39
|4 (cm3)
Tumour density 0.87+0.07 0.93+0.15 0.95+0.16 1.03+0.19 0.5 0.4 0.7
VIW (g/cm?)
Table 5 Tumour immune cells infiltrate proportion
Groups HF (n=4) HF+D (n=5) HF+Ex (n=3) HF+D+Ex (n=5) VitD effect Ex effect Interaction
Immune cells (%) p value p value p value
Total leucocytes 36.3+8.9 427115 449+17.0 382+13.6 0.9 0.8 0.4
Subpopulations (%)
Lymphocytes 31.7+10.5  38.6x124 38.0+£21.6 31.6x+11.8 0.9 0.9 0.4
Myeloid cells 30+13 2.6+0.6 44+26 34+15 0.4 0.3 0.6
Polynuclear cells 1.6+0.7 1.5+0.5 25+2.0 1.8+0.8 0.5 0.3 0.6

In the present study, we compared the effects of ten-fold
VitD supply 1225 IU/100 g vs normal supply 125 TU/100 g
in mice. Such doses are considered non-toxic for laboratory
rodents [32]. We found that supplemented groups showed an
increase in plasma concentration of 25-OH D, which demon-
strated the effectiveness of the VitD dietary supplementation
as reported by Fleet et al. [33].

We observed that HF diet associated to ovariectomised
state induced weight gain in all mice. These findings are
already reported in C57BL/6 mice [19, 33] and in albino
Wistar rats [34].

In our experimental conditions, the practice of moderate-
intensity exercise limited the body weight gain apart from
any change in food intake whatever the mice group. The
limitation of weight gain involved the reduction of total AT,
and in particular the visceral AT. These data suggest as pre-
viously described that imposed training increases the lipoly-
sis of AT and fatty acids uptake and oxidation to meet the
energy requirement compared to SPA alone [35]. Our data
are in agreement with those of Deldicque et al. who reported
that 60 min of running on treadmill at 12 m/min of speed
during 6 weeks reduced the weight gain of 8-old female
C57BL/6 fed with high fat diet [36], and with Gaspar et al.
who found that exercised obese mice had thermogenesis
higher than sedentary obese mice, resulting from stimulation
of expression of Uncoupling Protein 1, a protein involved

@ Springer

in the thermogenesis of the brown AT [37]. It is notewor-
thy that in our study, the imposed exercise corresponded to
16-27% of SPA according to the group of mice considered.
This exercise was performed at a speed corresponding to
40% of the average MS of mice, which confirms its moderate
level of intensity.

We reported a beneficial effect of VitD supplementation
limiting the weight gain. If it is well established that VitD
is involved in energy metabolism, the results of experimen-
tal studies are controversial. Our results are in agreement
with Marcotorchino et al. [15] who showed in 6-old male
C57BL/6 that exogenous VitD supply (1500 IU/100 g)
limited the weight gain induced by an obesogenic diet, in
particular by reducing the expansion of different deposits
of AT. Thus, the reduction is explained by an increase in
energy expenditure of VitD-supplemented animals linked
to the overexpression of genes involved in lipid oxidation
and mitochondrial metabolism (peroxisome proliferator-acti-
vated receptor o, PPARYy coactivator-1a or 8, Carnitine pal-
mitoyltransferase I a or B) in different tissues such as liver,
brown AT and muscles [15]. Same results were reported by
Muhammed et al. in ovariectomised 13 old rats submitted to
HF diet supplemented with 1000 IU/100 g of VitD [34]. On
the other hand, a VitD supplementation with 1000 IU/100 g
for 12 weeks did not influence the weight gain under HF diet
(45%) of 5-week-old male C57BL/6 mice [38].
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Fig.6 Immune cell subtype proportions into the tumour. Tumour
immune cell phenotype by flow cytometry were carried out by ana-
lysing the specific expression of surface markers detected using spe-
cific antibody panel. For all figures, data was analyzed by 2-ways
ANOVA followed by Tukey post- hoc. Results are means+SEM
(n=4-6/groups). A Relative percentage of tumour-associated mac-
rophages (TAMs: CD11b+ F4/80+cells). B Relative percentage
of NK (NKI1.14+ DX5+) cells. Ex increased NK proportion into the
tumour p=0.03; vitD decreased NK proportion p=0.03 (Ex and vitD

In our experiment, we distinguished two aspects of
physical activity, spontaneous by enriched environment
and imposed exercise on treadmill. The imposed exercise
associated with VitD supplementation strongly limited the
weight gain throughout the protocol and fat mass gain with-
out affecting muscle mass. In the group submitted to VitD-
enriched diet and imposed exercise, in comparison with the
three others, the increased resistance to the obesogenic diet
can be explained either by cooperation between the two
treatments and/or by the highest SPA found before the injec-
tion of EO771 tumour cells.

We showed before cell-injection a beneficial synergistic
effect of VitD supply and imposed exercise promoting the
SPA as a new and interesting finding. It could be explained

G. Treg ( CD4+ CD25+ FoxP3+)

B. NK (NK 1.1+ DX5+)

[ IHF

[ Hr+D
HF+Ex
[E55] HF+D+Ex

E. ratio Th1/ Th2

D. Th2 (CD4+ CD124+)

2.0q

1.59

H. ratio Tc/ Treg
2.0

effects: 2-ways ANOVA); a, b: p=0.02, HF+Ex vs other groups
(Tukey post-test). C Relative percentage of Thl (CD4+ CD119+)
lymphocyte. VitD diminished LThl proportion into the tumour
p=0.03 (vitD effect: 2-ways ANOVA); D relative percentage of Th2
(CD4+ CDI124+) lymphocyte. E Ratio Th1/Th2. VitD lowers this
ratio p=0.05 (vitD effect: 2-ways ANOVA). F Relative percentage
of CD8+lymphocytes Tc. G Relative percentage of Treg (CD4+
CD25+ FoxP3+). H Ratio Tc/Treg

by a better muscle regeneration with VitD supplementation.
Actually, Debruin et al. reported that VitD supplementation
combined with exercise effectively restored force produc-
tion and improved fatigue resistance even in muscles weakly
activated [39]. After cell-injection, we no longer found this
SPA difference which may be due to mice fatigue as a result
of the surgery and tumour growth. In our EE conditions,
SPA intensity was about 4-5 times greater than the imposed
exercise. This point was addressed by Manzanares et al.
explaining that mice, when given access to running wheels,
can accomplish a total activity time of 3—7 h per day. Indeed,
this type of activity is carried out in non-stressed conditions
and similar to the natural running behaviour of mice [40].
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Concerning the performance tests, no significant effect
on MS values was observed whatever the group despite a
change in time found between the start of the protocol and
after 7 weeks of training. The absence of effect of exercise
can be linked to the high level of SPA compared to imposed
exercise and/or to the accommodation of mice on such test.
The EE, in particular the wheel running can result in robust
endurance-like adaptation [40] favouring SPA, and therefore,
increasing MS. In this condition, the imposed exercise could
be insufficient to have additional effect to that of SPA so MS
is not different between groups.

The absence of imposed exercise effect on mouse’s hand-
grip, in our study, disagreed with results of Kan et al. who
described an effect of imposed exercise (swimming for
30 min) on the handgrip strength of male 16-month-old mice
C57BL/6 J compared to control group [40]. However, the
grip strength was greater in the group submitted to VitD sup-
ply and imposed exercise compared to other groups. Thus,
according to Kan et al.’s study [41] showing that muscle
strength is positively correlated with forelimb grip strength,
we report beneficial synergistic effects of VitD and imposed
exercise on the mice muscle strength.

In our experimental conditions, the total weight loss in
the group submitted to VitD supplementation and imposed
exercise mainly involved the adipose mass without affecting
hindlimb muscle mass which were similar whatever the mice
group considered. Indeed, such moderate-intensity exercise
does little to alter the muscular mass and function when SPA
is sustained. This regular physical activity can contribute to
maintain the lean muscle mass and to limit the metabolic
impact of mammary tumour development [8, 42].

The muscle mass was not affected by VitD supplemen-
tation alone as recently reported in Hayes et al.’s study in
which a high intake of VitD (standard diet + 2000 IU/100 g
for 4 weeks) did not alter the mass of extensor digitorum
longus and soleus [43].

In our study, we have not detected any effect of VitD
supplementation on EO771 tumour growth or on mouse sur-
vival. These findings are in disagreement with Swami et al.’s
study in which a VitD-supplementation (530 IU/100 g) of
16-week-old, obese and ovariectomised C57BL/NCr mice
for 6 weeks following the syngeneic injection of Mmtv-wntl
mammary tumour cells, reduced the tumour growth and
prolonged mouse survival by 67% compared to the control
group [19]. Thus, in tumour microenvironment, the supply
of VitD induced a defect in the expression of aromatase,
oestrogen receptor and Cyclooxygenase 2, leading to a
decrease in production in situ of oestrogen and Prostaglandin
E2, a down-regulation of leptin receptor and an up-regula-
tion of adiponectin receptor. In addition, VitD reduced the
metabolic effects of obesity by limiting insulin resistance,
reducing leptin action and conversely activating that of adi-
ponectin [19]. Thus, VitD exerts multiple beneficial effects
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specifically relevant for obesity breast cancer by acting via
several local and systemic mechanisms. In a recent study,
VitD supplementation (40 IU/day per mouse) after one week
of EO771 tumour cells implantation increased tumour pro-
gression in 7-week-old female C57BL/6 mice subjected to
high fat diet while limiting it under standard diet [44].

Although no effect of imposed exercise was detected on
the progression of the tumours, the tumour’s weights at sac-
rifice were greater in the trained groups without affecting
the tumour’s densities. This observation may be linked to
an increase in tumour vascularisation associated with the
inhibition of hypoxia and tumour growth mediated by a pro-
apoptotic Fas-dependent pathway as previously described
[9].

On the immune side, it has been reported that the diet-
induced obesity promotes an inflammatory tumour envi-
ronment with an increase in pro-inflammatory Thl and Tc
lymphocytes, and a decrease in anti-inflammatory Treg cells
[45]. Inversely, it has been reported that mammary cancer
triggers immunosuppression state in the tumour, whether
under standard or HF diet, by promoting the recruitment
of anti-inflammatory cells Th2, Treg and M2 macrophages,
which support tumour development and stimulate angiogen-
esis [46, 47]. In our model, the total leucocytes, lympho-
cytes, myeloid and polynuclear cell infiltration proportions
were not influenced by the VitD supplementation or by the
imposed exercise while these two treatments modified the
immune population’s proportions in opposite ways. Indeed,
VitD inhibited Thl recruitment into the tumour and sub-
sequently decreased Th1/Th2 ratio, which could promote
an anti-inflammatory environment. Note that, we used spe-
cific membrane markers to phenotype Thl (CD119) and
Th2 (CD124). These markers are cytokine receptors, i.e.
IFNgR1-CD119, receptor of IFN gamma which is known
to be expressed in Thl [48] and IL-4R1-CD124, mostly
responsible for Th2 cell expansion by mediating IL-4-de-
pendent activation of the transcription factors in hematopoi-
etic cells [49].

In addition, VitD prevented the recruitment of NK cells
into the tumour. NK cells are innate lymphocytes that
play a major role in cancer immunosurveillance and exert
cytotoxic anti-tumour responses [50]. Such immunosup-
pressive role of VitD is reported in various experimental
mammary cancer models in which VitD supplementation
under high fat diet stimulated tumour growth with reduc-
tion in Tc cells [44], and induced the prevalence of Th2
and Treg cells [51]. In their model, authors reported also
an immunosuppressive effect of vitD by reducing the pro-
portion of NK cells in lymph nodes close to mammary
glands [51]. In our study, the imposed exercise improved
the tumour recruitment of NK, recognised to be the most
exercise sensitive immune cells [52]. The increase of IL-6
secretion during exercise stimulates NK proliferation and
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their distribution towards tumour site [11, 53]. Different
studies have reported the stimulation of NK infiltration in
mammary tumour by exercise, and of other anti-tumour
immune cells as Tc and Thl lymphocytes [53]. The
absence of significant effect of exercise on such immune
cells may be related to its moderate intensity. More train-
ing conditions with different exercise intensities warrant
to be explored.

Conclusion

In our experimental conditions based on EE (wheel, nest
and toys), VitD supplementation and imposed physical
exercise had synergetic effects reducing the weight gain
under high fat diet and improving the physical capacities
of mice. However, the imposed physical exercise, although
it improved the immune vigilance, did not reduce tumour
growth conversely to what we expected and reported in the
literature. This can be explained by the greater level of the
spontaneous activity compared to the imposed exercise in
our model. We emphasised that moderate imposed exercise
could not have an additional anti-tumoural effect since its
level is too weak comparing to spontaneous activity. VitD
supplementation did not have a detectable effect on tumour
growth, this may result from the balance between its direct
apoptotic cytotoxic effect on tumour cells and its immu-
nosuppressive protumoural effect. Taken together, VitD
supplementation and physical exercise promote a tolero-
genic immune environment without effect on mammary
tumour growth.

This EO771 tumour-bearing C57BL/6 mouse model
presents the great interest of developing an immunocom-
petent and orthotopic neoplasia very close to human breast
cancer. It is promising to test the efficacy of preventive or
therapeutic approaches including nutritional interventions
and physical exercise in housing conditions mimicking the
mouse’s usual lifestyle with social interactions and sponta-
neous activities.
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DISCUSSION

Les données bibliographigues montrent des résul@istradictoires vis-a-vis du rble
immunomodulateur de la VitD et de son implicatiaans la survenue et la progression du cancer
mammaire. Ainsi I'objectif global de mon sujet tese était d’étudier I'effet immunomodulateur de
la VitD et son impact sur le développement tumarammaire par trois approches expérimentales
précliniques. Dans un modéd& vivg nous avons évalué l'effet d’'une supplémentatiovVieD sur

des PBMC isolées de donneurs sains. A partir deedéig murines d’adénocarcinome mammaire
EO771 et de macrophage IC-21 nous avons caractigrisétro les effets antiprolifératif et
immunomodulateur de la VitD. Nous avons complététmail par un modélen vivo de
développement tumoral chez la souris C57BL/6 aésaaine interventions nutritionnelle (régime
obésogéne) et a un protocole d’activité physiqugosBe (course sur tapis) et spontanée

(hébergement en environnement enrichi).

Les cellules immunocompétentes, PBMC et macrophagest-elles sensibles a la VitD?

Les deux approchesx vivoetin vitro montrent que les PBMC isolées de donneurs saifsset
macrophages murins IC-21 expriment en basal Igptéaede la VitD (VDR) leur conférant ainsi la
capacité de répondre aux effets génomiques eté&mongiques de la VitD. De plus, nous confirmons
que les PBMC peuvent métaboliser la 25D puisqisedbepriment le gen€YP27B1codant pour la
la-hydroxylase, qui convertit la 25(OH)D (25D) en 3(@HYD (1,25D) par hydroxylation du
carbone en positiono] et le geneCYP24Alcodant pour la 24-hydroxylase, qui inactive touéss
formes de VitD par hydroxylation du carbone en posi24. Les IC-21 expriment également ces
deux enzymes aux niveaux génique et protéique.

Les PBMC, en présence de 25D a différentes dosesgasit des situations de carence, de déficience
physiologique ou supra-physiologique, ont été igasbavec ou sans immunostimulant choisi pour
mimer un agent bactérien (lipopolysaccharide, L&8Yyiral (Poly I:C, PIC). Nous n’'observons pas
pour les PBMC de variation significative de I'exggien des geneSYP24A1 CYP27Blet VDR
méme siCYP24Alsemble étre surexprimé en conditions non stimatégtimulée par le LPS et,
CYP27Bluniqguement en condition stimulée par le LPS.

Pour les macrophages IC-21, nous avons compaedféts de différentes doses de 25D et de 1,25D
sur les expressions génique et protéique du VdGyR7bl et Cyp24al. L'expression génique du
Vdr est réprimée par la dose supra-physiologique 2feD1,Nous émettons I'hypothése qu’une telle
répression peut étre associée au rétrocontroldihdgda 1,25D sur sa propre voie de signalisation
Nos résultats sont en désaccord avec I'étude ddackat al. qui montre une tendanaela

surexpression génique du VDR dans les monocytesl BiRprésence de 1,25Dchida et al. 2016)
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Nous observons que la 25D et la 1,25D induisergul@xpression de la protéine VDR comme
préecédemment décrit dans différentes lignées atmaphages pour la 1,25Dchida et al. 2016;
Carbone et al. 2016; Ma et al. 201 1)’expression génique et protéique de Cyp27bltres
significativement modifiée quelque soit le traitetheles cellules, ce qui conforte des travaux
antérieurs sur les THP-1 et les macrophages m{vinskawa et al. 2000; Overbergh et al. 2000)
Dans notre étude, seule I'expression génique d4ah est induite par la 1,25D, en concordance
avec des études précédenteésnkawa et al. 2000; Amano et al. 2009; Uchidale2016)et peut
étre expliquée par un rétrocontrole négatif de, 25 sur sa propre synthese. En revanche, la 25D
stimule I'expression protéique du Cyp24al sans fieodion expression géenique, comme déja décrit
pour les macrophages murifigerriman et al. 2018)Dans nos conditions expérimentales, nous
établissons donc une différence d’effets entre,2bD et la 25D sur les expressions génique et
protéigque du VDR et des acteurs du métabolisma ®@D, ce qui pose la question du mode d’action
de ces deux formes de VitD au niveau cellulairelede modalité d'entrée dans les cellules, de leur
mode d'action et des cinétiques d’expression deRMDyp27bl et Cyp24al. Nous confirmons que
les cellules immunocompétentes expriment la macigimecessaire pour répondre aux variations

d’apport en VitD, ce qui conforte le role de lalYitlans la modulation des réponses immunitaires.

Les cellules d’adénocarcinome mammaire murin EO78dnt-elles sensibles a la VitD?

A notre connaissance, aucune étude ne s’est iné&rgasqu’alors a I'expression du VDR et des
acteurs du metabolisme de la VitD dans les cella@%71. Ainsi, nous sommes les premiers a établir
gue cette lignée d’adénocarcinome murin exprinétatibasal les ARNm et les protéines du VDR,
de Cyp27bl et de Cyp24al. Nous avons comparétladle deux formes de la VitD, 1,25D et 25D,
sur I'expression de ces trois acteurs de son migaim (VDR, Cyp27bl et Cyp24al).

Nous avons observé que la 25D n'a pas d'effetfiigtii sur les expressions génique et protéique du
VDR. En revanche, la 1,25D réduit I'expression géeidu VDR et stimule son expression protéique.
Cette différence de réponses aux niveaux génigpeogtique dans I'expression du VDR peut étre
dlde a des modifications post-transcriptionnellesstimulation de la synthese protéique du VDR par
la 1,25D est rapportée antérieurement dans plissigmées tumorales mammaires murifiesith et

al. 2014)et humainesTrivedi et al. 2017)

Nous avons établi que les expressions géniqueotdigue de Cyp27b1 ne sont pas influencées par
la 1,25D. Ces résultats sont en accord avec desutxaantérieursKemmis et al. 2006 Cependant,
les expressions génique et protéique de Cyp27btlirsduites par la 25D, ce qui est en désaccord
avec une étude précédente montrant que le traitgmaeria 25D ne modifie pas la transcription de
Cyp27bl dans différentes lignées de tumeur mammaiméne et humainéRichards et al. 2015)

Dans nos conditions expérimentales, la 1,25D rsanpadifié ni la transcription ni la traduction de
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Figure 40. Réles des protéines endocytiques dansdélivrance de la 25D et de la 1,25D dans la
cellule cancéreuse

La majorité de la 25D circulante est liée a la DEBRpénétre dans la cellule par endocytaisea
mégaline et la cubiline. La DBP est dégradée e29B est soit convertie en 1,25D dans les
mitochondries par 'enzyme CYP27B1, soit sécrétéesda circulation ou elle se lie & la DBP. La
cubiline et la mégaline regagnent ensuite la sartatiulaire et le cycle se répéterajudeen, Shah,
and Al Menhali 2019)



Cyp24al, ce qui est en contradiction avec les étydécédentes dans lesquelles I'expression de
I'ARNmM de Cyp24al est significativement induite farl,25D (40 et 80 ng/ml) dans les cellules
tumorales mammaires<emmis et al. 2006; Beaudin, Robilotto, and WekIi5; Richards,
Welerstahl, and Kelts 2015Dans ces études ce sont des doses pharmacol®gigue25D qui sont
testées, de l'ordre de 1000 fois la dose supraiplogique que nous avons utilisée. Dans nos
conditions expérimentales, la 25D stimule I'expi@ss la fois génique et protéique de Cyp24al, en
concordance avec d'autres étutieshards, Weierstahl, and Kelts 2015)

Les effets cellulaires différents de 25D et 1,25Dtgprobablement en partie reliés a leurs modes de
transport et de captation par les cellules. La nitgjde la VitD et de ses métabolites est tranggort
par une protéine spécifique, la DBP (Vitamin D limggdprotein) et par I'albumine. Le complexe 25D-
DBP péneétre dans la cellule cancéreuse mammairgmate diffusion ou par endocytose a l'aide de
protéines membranaires telles que la cavéolineylidine et la mégaline (Figure 40). La DBP est
une protéine de liaison aux stéroides et agit coommeanolécule porteuse de 25D. Elle a une affinité
plus élevée pour 25D et 24,25 (QH)que la VitD ou la 1,25D. Il a été mis en évideqaoe certaines
cellules cancéreuses mammaires humaines n’expripasritensemble de ces protéines. C'est le cas
des MCF-7 qui n’expriment pas la mégaline et quit ®onsi incapables d’internaliser le complexe
25D ou 1,25D liees a la DBP présente dans le mieaulture enrichi par le sérum fogtabwling

et al. 2006) La détermination de I'expression de ces protéitiesdocytose par les cellules EO771
nous aiderait a préciser l'interprétation de nasiitéts.

Nous établissons, pour la premiere fois a notrenamsance que les cellules EO771 répondent a la
VitD, de facon différente selon le métabolite t¢2&D ou 1,25D) et qu’elles expriment la machinerie
nécessaire pour pouvoir s'adapter aux variations cdecentration de la 1,25D dans leur

environnement.

Les deux métabolites de la VitD, 25D et 1,25D, dstdes effets antiprolifératifs?

Les données bibliographiques indiquent que la \f#Qule la prolifération, la différenciation et
I'apoptose cellulaires. Dans une étude précédefiet al. 2017Ja 1,25D inhibait la prolifération
cellulaire des macrophages la sousexpression de KLF5 (Kruppel-like factordont le role est
d'induire I'expression des régulateurs du cycleleéle, cycline B1 et Cdk1/Cdc2, par son interaati
avec la sous-unité p50 de MB- Partant de ces données, nous avons souhaitéeévadffet
antiprolifératif de la VitD sur les IC-21. Nous amdétecté aucun effet significatif que ce soilade
1,25D ou de la 25D sur la prolifération de ces mpleages.

Nous avons également éevalimevitro I'effet de la VitD sur la prolifération des EO7phr deux
approches complémentaires. Une approche en cbidireensionnelle, dans laquelle les EO771 ont

été traitées avec différentes doses de 1,25D @bBe Nous avons ainsi mis en évidence un effet
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Figure 41. Méthodes de fabrication des sphéroides
(a) Technique de recouvrement liquide (Overlay negire) ; (b) Technique de hanging-drop ;
(c) Technique de hanging-drop en micropuits ; (@3€au de micropuits a partir de puits d'agarose ;

(e, f) Formation microfluidique de sphéroidesnnema et al. 2013)



antiprolifératif de la 1,25D aprés 24h et 48h dibation par induction de I'apoptose a dose
physiologique et induction de nécrose a la doseaspipysiologique. Cette technique de culture
cellulaire en une monocouche 2D sur polystyrenemperun environnement bien controlé et
homogene, ce qui facilite I'analyse microscopiqueles changements de milieu, mais peu
représentatif du microenvironnement naturel ddsilesl Aussi, nous avons développé une approche
en culture 3D pour mimer le microenvironnement teathou les cellules sont généralement entourées
d'un ECM ou en contact physique direct avec delleslidentiques ou différentes. Parmi les
différentes techniques de culture 3D disponibfesinema et al. 2013jous avons choisi celle des
sphéroides qui permettent de simuler une tumeuscalare avec un gradient physiologique
d’hypoxie et assocaint des cellules prolifératigesécrotiques en raison de leur organisation BD. |
existe plusieurs techniques pour développer deérgjites (Figure 41). Nous avons tout d’abord
essaye la technique Hanging-drop qui consisteradodes sphéroides dans des gouttes de milieu sur
support inversé. Mais, vu la difficulté de récup@mades sphéroides dans cette technique, nous avon
preféré utiliser '« Overlay technique » qui comsia cultiver les cellules tumorales sur une serfac
non-adhésive. Aprés 72h, des sphéroides sontfamsées puis incubées avec différentes doses de
1,25D ou de 25D. Par cette technique, nous obssmoe le traitement des sphéroides d’EQ771 par
la 25D n’a aucun effet sur la viabilité des celbuddors que la 1,25D réduit la viabilité cellulanessi
bien en culture 3D que 2D.

Dans notre modele expérimental vivo, visant a caractériser l'impact de la VitD dans le
développement du cancer mammaire en situation digbpost-ménopausique, des souris C57BL/6,
ovariectomisées et soumises a un régime obésogEevaientine supplémentation en VitD (30/40
Ul/j vs 3/4 Ul/j), avant et apres l'injection orthotopiqde cellules d’adénocarcinome mammaire
syngénique EO771. Ce traitement par la VitD n'aecun effet significatif sur le développement des
tumeurs mammaires par rapport au groupe confréléckwer et al. 2020)Nous pouvons ainsi
considérer que cette observatianvivo corroboreles effets de la 25D observigsvitro en gardant

bien a I'esprit les limites d’une telle translatide lin vitro a l'in vivo.

Si I'effet de la VitD sur la viabilité de celluleancéreuses mammaires a été largement étudiigo
etin vivo, peu d’études ont traité de cet effet sur la kgB€®©771 (Nunes 2019a; Anisiewicz et al.
2019). Dans leur étude, Anisiewicz et al. ont étableffet pro-métastasique d’une supplémentation
en VitD (500 UI/100 mg) associée a un gavage avecadtitriol (1 pg/Kg/dose) dans le modéle de
tumeur mammaire syngénique triple négatif 4T1 (BACB alors qu’ils ont retrouvé aucun effet de
ce traitement sur la croissance de la tumeur EQ@Fé1 la souris C57BL/6Anisiewicz et al. 2019)
L’étude réalisée par Karkeni et al. indique qusupplémentation en VitD (40 Ul/j/souris) réduit la

croissance des tumeurs mammaires EO771 des scifBLE nourries avec un régime standard
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alors qu’a linverse, associée a un régime obésngtn supplémentation en VitD accélere la
croissance tumoralgarkeni et al. 2019) Par ailleurs, Swami et al. ont montré, chez siagis
C57BL/NCr obéses et ovariectomisées, qu’une supgiéation en VitD (530 Ul/100g)endant 6
semaines apres l'injection syngénique de cellulesotales mammaires Mmtv-wntl, réduit la
croissance tumoralé&Swami et al. 2016b)lls établissent que l'apport de VitD induit, dams |
microenvironnement tumoral, une inhibition de I'egsion de l'aromatase, du récepteur des
aestrogenes et de la cyclooxygénase 2, conduitadtrainution de la productioin situd'cestrogénes
et de prostaglandine E2, a la sousexpression épteiar de la leptine et la surexpression du réaepte
de l'adiponectine. De plus, dans leur modéle, t® Véduit les effets métaboliques de I'obésité en
limitant I'insulinorésistance, en réduisant l'antide la leptine et en amplifiant celle de I'adipxiima
(Swami et al. 2016)Ainsi, la VitD tend a limiter le développement dancer mammaire par des

effets cytotoxiques directs et et/ou par de mudsploies indirectes locales et/ou systémiques.

La VitD exerce-t-elle un effet immunomodulateur damos modeles ?

Concernant les macrophages IC-21, aucune modditalie leur phénotype n’est observée en
présence des différentes doses de 1,25D ou de @EdtdA8h bien que la VitD soit connue pour
polariser les macrophages vers des variantesrdfairimatoires M2 (Wasnik et al. 2018En fait,
nous avons montr@ vitro que les IC-21 présentent a I'état basal un paofil-inflammatoire M2.

De plus, nous avons établi que la co-culture degll@vec les cellules EO771 renforce aprés 72h le
phénotype anti-inflammatoire des IC-21. Un tel effeamunosuppresseur induit par les cellules
tumorales mammaires a déja été établi pour difféserlignées humainéSousa et al. 2015Le
phénotype M2 est ainsi associé a une proliférammue des lignées cancéreuses mammaires ER +
et triple négativesSousa et al. 2015)

Dans nos conditions expérimentales, I'effet cytiopox de la 1,25D sur les cellules EO771 a été aboli
en présence des IC-21. Cependant, malgré le remhamt du phénotype M2 par les EO771, la
prolifération des EO771 n'a pas été accéléréegpgort au contrbéle. Ces résultats suggérent qu'il
existe probablement un équilibre entre I'effet gpoptotique de la 1,25D et I'effet prolifératif uid

par les macrophages. Nous pouvons formuler I'hyggehque la 1,25D limite le signal prolifératif
délivré par les macrophages. D'autres études smseaires pour préeciser le dialogue entre ces
cellules et clarifier I'effet de la VitD sur ce tligue.

Notre approchén vivo chez la souris montre que la supplémentation ¢D Wolarise les cellules
immunitaires intra-tumorales vers une réponseiafiimmatoire pro-tumorale. En effet, nous avons
établi que la VitD inhibe le recrutement des lymgytes Thl dans la tumeur et diminue ainsi le
rapport Th1/Th2, ce qui peut favoriser un enviranast anti-inflammatoire. De plus, la VitD limite

le recrutement des cellules NK dans la tumeur. &r eellules NK jouent un role majeur dans
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l'immuno-vigilance et dans la réponse anti-tumottoxique(Vivier et al. 2008) Un tel role
immunosuppresseur de la VitD est rapporté dansslimedéles expérimentaux de cancer mammaire
dans lesquels la supplémentation en VitD assoadié &€gime obésogene stimule la croissance
tumorale en réduisant I'infiltration tumorale dgsphocytes T¢Karkeni at al. 2019t induisant la
prévalence des cellules Th2 et Treg dans les gargglymphatiques régionaukawlik et al. 2018)
Dans notre étude, a la différence des travaux geingent cités, si nous confirmons ['effet
immunomodulateur de la VitD, nous n'observons pasaglération de la croissance tumorale chez

les souris supplémentées par rapport aux sourisates non supplémentées.

La VitD régule t'elle la sécrétion de la cathélidgite?

La VitD joue un réle majeur dans la réponse imnmairgtinnée contre les agents pathoganasa
production d’'une protéine antimicrobienne, la chtigine ou LL-37, formée par clivage du
propeptide hCAP18, codé par le g&wMP. Chez la souris, le gene homologue code pourdédee
AMP lié a la cathélicidine (Cathelicidin-related AAVICramp).

Dans notre étudex vivo nous montrons que l'exposition des PBMC a la 2%5irame une
surexpression du gene CAMP et du peptide hCAP18efi est plus fort sur I'expression génique
gue sur I'expression peptidique suggérant uneatgulpost-transcriptionnelle. Ce type de réguratio

a précédemment été décrit dans la lignée cellulpimmyélocytaire murine dans laquelle la
surexpression du mMIARN «miR-130a» diminue l'exgossdu peptide hCAP18Larsen,
Borregaard, and Cowland 201.4Quand les PBMC sont incubées dans des conditiomstimulées

la sécrétion de LL-37 reste inchangée quelle qitdasaose de 25D. Fait intéressant, nous avons
observé une augmentation significative de la siécréte LL-37 en présence de 25D lorsque les
PBMC sont stimulées par un agent mimétique bactgiedipopolysaccharide (LPS) agoniste TLR4,
ou par un agent mimétique viral Poly:IC (PIC) agtaiTLR3. Les activateurs TLR sont connus pour
interférer avec la signalisation VDR et pour modilaelibération de LL-37Liu et al. 2006). Liu et

al ont rapporté que l'activation des TLR des motestynacrophages par des stimulateurs pathogénes
augmente l'expression des géenes VDR et Cyp27BHuisemt a l'induction d’'une production accrue
de la cathélicidinéLiu et al. 2006,

Plusieurs études antérieures ont montré que la aiiPnente I'expression de la cathélicidine LL-37
dans différents types cellulaires humains, y comlas kératinocytes, les cellules épithélialeest |
monocytes/macrophages. Par contre, le gene muamine comprend pas dans son promoteur
I'élément de réponse a la VitD (VDRE)I and Ferrante 2016)Ainsi, dans le modéle murin, la
modulation de I'expression de la cathélicidine lga¥itD ne peut découler d’'un effet génomique
directvia le VDR. Il a, de fait, été démontré qu'une action génomiqueia l'activation de la voie

de signalisation ERK1/ERK2 est impliquée dans Ugttbn de la cathélicidinéHii and Ferrante
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2016) A la suite de ces travaux, nous avons évalutet'ele la 1,25D et de la 25D dans les cellules
murines IC-21 et EO771. Nos résultats indiquentlgue25D n’influence pas I'expression génique
et protéique de la cathélicidine chez EO771. Ched(-21, la 1,25D réprime I'expression génique
de Cramp alors qu’elle stimule son expression pqo& La 25D ne modifie I'expression génique de
Cramp dans les EQ771 et les IC-21, mais augmentegmression protéique dans les deux lignées.
L’ensemble de nos résultats indiquent que la Vigdtpmoduler I'expression de la cathélicidine par
voie génomique et/ou non génomique selon le magtaldié (humain ou murin) et induire des effets
différents selon le métabolite testé (25D ou 1,25D)

Outre son pouvoir antimicrobien, certaines études décrit pour la cathélicidine des effets
cytotoxiques, antiprolifératifs et pro-apoptotiquas différentes lignées cancéreuses tandis que
d'autres ont rapporté des effets promoteurs delasance et prométastasiqueskiel et al. 2018)
LL-37, surexprimée par les cellules cancéreuses maras humaines, est considéré comme un
facteur de croissance des cellules épithéliglésn et al. 2018Dans nos conditions expérimentales,
nous avons observé aucun effevitro de différentes doses de cathélicidine sur la fématiion des
EO771. Une limite a cette observation est que rvesis di utiliser de la cathélicidine d’origine
humaine puisque la cathélicidine murine n’est gapahible. Notant que la cathélicidine humaine
LL-37" est un peptide composé de 37 acides aminés, 'datitmité N-terminale termine par deux
acides aminés leucine, alors que la cathélicidingimg® (Cramp, Cathelin-related antimicrobial
peptide) est un peptide de 33 acides aminés daxitédmité N-terminale termine par glycine-leucine

(Ramanathan et al. 2002)

1(LL-37) : LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTEX )
2 (Cramp) : GLLRKGGEKIGEKLKKIGQKIKNFFQKLVPQPE (33)

Effet de I'obésité, de I'activité physique et dedapplémentation en VitD sur la prise de poids, les
capacités physiques et le développement tumoralenmaire chez la souris C57BL/6.

Apres avoir montré que la VitD réduit la viabilidés cellules EO77ih vitro en culture 2D et en
sphéroides, nous avons souhaité confirmer cestatsul vivo dans un modele expérimental de
cancer mammaire chez la souris C57BL/6 préecédemdmioppé dans notre équipe. Les cellules
EO771, de type luminal B (BR, ER+, Erbb2+) sont des cellules syngéniques isoléasedtumeur
spontanée développée chez des femelles C57BL/6ndépt aux traitements anti-oestrogéniques
comme le tamoxifene. Le cancer mammaire luminati@type agressif et de mauvais pronostic,
représente pres de 40% des cancers du sein cfegartae(Le Naour et al. 2019)

L'obésité est associée a un risque accru de cdnagin dans la phase post-ménopausique. Ce risque
résulte d'une dysrégulation des sécrétions horraendiun environnement inflammatoire chronique

induit par les adipocytes et les cellules immurgiirecrutées dans le tissu adipéuicTiernan
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2003) Les études épidémiologiques indiquent une associahtre le déficit en VitD et le risque de
cancer mammaire, surtout en post-ménopdkseel et al. 2010)De plus, chez les femmes post-
ménopausées, l'activité physique réguliere et nemlést associée a une réduction du risque de
cancer mammaire de type lumin@nnour-ldrissi, Maunsell, and Diorio 2015Partant de ces
données, nous avons envisagé d’évainetivo I'effet d’'une supplémentation en VitD associée ou
non a de l'activité physique imposée sur la pragiogstumorale dans notre modele murin de cancer
mammaire en situation d’obésité.

Dans cet objectif, des souris C57BL/6 agées ontogriectomisées, afin d’imiter la situation
oestrogénoprive post-ménopausique, et nourrieaidel’d’'un régime obésogene riche en graisses
(high fat, HF), afin de favoriser le gain pondéfaiuhammad, Hussien, and Elwia 202Dans ces
conditions, apres quatre semaines de régime HBEolass ont commencé a prendre du poids et atteint
un maximum pondéral (+20.7+8.6 % du poids totatagept semaines pour le groupe contréle HF.
Les souris ont été hébergées en environnemenhe(iEE) par groupe de 10 dans de grandes cages
agrémentées d'accessoires (jouets, nids, roue) siimouler les interactions sociales et favoriser
l'activité physique spontanée (APS) des animaus. loeles sont équipées de compteurs permettant
d’évaluer I'APS des souris par la distance quotideeparcourue dans chaque cage. Dans des études
précédente§\achat-Kappes et al. 2012; Le Guennec et al. 2(a6tre équipe a évalué l'effet de cet
hébergement en EE sur le développement des tumeursnaires EO771 chez les souris femelles
C57BL/6. Nous avons ainsi établi I'efficacité dEH, de par les interactions sociales et 'activité
physique qu’il favorise, a réduire le développendntancer mammaire chez la souris.

Dans le protocole actuel, en plus de I'APS, lesrisoont été soumises, a une activité physique
imposée d’intensité modérée, de la course sur tapiant. Parmi les différentes modalités d'exercic
d'endurance, la course sur tapis roulant est kalphgement utilisée dans les études expérimentales
du fait qu’elle est peu stressante pour les anineaitaecile a mettre en ceuvre a la condition deadisp

du matériel nécessaifeéurbitt et al. 2019)La vitesse de course imposée a été choisie a d@ kb
moyenne des vitesses maximales de course des,swrinigii correspond a une activité physique
d'intensité modérée. Dans notre protocole les sauri ainsi été soumises a deux types d’activité
physique, 'APS en EE et l'activité imposée surigaulant, qui correspondait de 16 a 27 % de
'APS, selon le groupe d’animaux considére.

Les souris supplémentées ont recu une dose quuiige VitD de 30/40 Ul/j/ souris, dix fois plus
importante que la dose usuelle de 3/4 Ul/ j pasouris (groupe contréle). Cette dest considérée
comme non toxique pour les rongeurs de laboratéireet et al. 2008 Au sacrifice, nous avons
retrouvé des concentrations plasmatiques de 25Mnewigs pour les groupes supplémentés par
rapport aux groupes non supplémentés, attestdtdffieacité de la supplémentation alimentaire en

VitD des animaux.
104



Apres huit semaines, les souris ont recu une inpearthotopique de cellules syngéniques EO771
d’adénocarcinome mammaire dans 98%paire de glande mammaire gauche. Ce modéle comdluit
développement rapide (2-3 semaines) d’'un cancermar@ luminal chez des souris immuno-
compétentes ce qui permet d’explorer les répomsasunitaires et leurs adaptations aux différents
stimuli et cela, aussi bien au plan systémiquewquiaveaux tumoral et tissulaire.

En ce qui concerne I'évolution pondérale des splarisupplémentation en VitD et I'exercice imposé
ont permis de limiter la prise de poids, en deli@rsoute modification de 'apport alimentaire quel
gue soit le groupe de souris.

En effet, nos résultats montrent que la supplénientan VitD a réduit le poids des souris avant
I'injection des cellules tumorales. Bien qu’il @abli que la VitD est impliquée dans le métaboism
les résultats des études expérimentales sont vensés.

Ces résultats sont en accord avec plusieurs étidesotorchino et al. 2014; Muhammad, Hussien,
and Elwia 2020)rapportant qu’un apport exogene de VitD limiteplese de poids induite par le
réegime HF. Ceci s’explique par une augmentation laledépense énergétigue des animaux
supplémentés en VitD liée a la surexpression degénpliqués dans l'oxydation lipidique et le
meétabolisme mitochondrial (PPARcoactivateur PPARLa ou [, carnitine palmitoyltransférase |

a ou B) dans différents tissus tels que le foie, le tadpeux brun et les musclégarcotorchino et

al. 2014).D’autres études ont établi, de facon contradictgjeéune supplémentation de 12 semaines
en VitD (1000 UI/100g) associée a un régime HFanieun sur la prise de poids de souris males
C57BL/6 ageées de cing semairiese 2018)

Dans nos conditions expérimentales, la pratique ekercice d'intensité modérée, en plus de I'APS,
a limité la prise de poids corporel tout au longpdatocole et a conduit a la réduction de la masse
grasse totale, et en particulier du tissu adipasgéval. Ces données suggerent que l'entrainement
imposé augmente la lipolyse du tissu adipeuxeydiation des acides gras pour répondre aux besoins
énergétiques, a la difference de I'APS seblsland 2015) Nos observations sont en accord avec
plusieurs études rapportant que la course sur taplant réduit le gain de poids de souris nourries
avec un régime HF du fait de 'augmentation de ttermogenése par rapport aux souris obéses
sédentaires, résultant de la stimulation de I'esgio@ de la protéine de découplage 1 (UCP1)
impliquée dans la thermogenése du tissu adipeux(breidicque et al. 2013; Gaspar et al. 2019)

La supplémentation en VitD associée a l'exerciggosg a limité fortement la prise de poids et le
gain de masse grasse tout au long du protocoles Bagroupe de souris soumis au régime enrichi
en VitD et a I'exercice imposé, la résistance phasquée au régime HF peut s'expliquer par une
potentialisation des effets de ces deux intervastai/ou par I'APS plus importante observée dans la
phase pré-injection des cellules EO771. Cet effeergique bénéfique de l'apport de VitD et de

I'exercice imposé favorisant I'APS pourrait s'expier par une meilleure régénération musculaire ou
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par une récupération post-exercice plus efficacermore, par une meilleure résistance a la fatigue,
comme récemment déctibebruin et al. 2020Q)En phase post-injection, nous n‘avons pas refrouv
de différence d’APS entre les groupes ce qui peetlié a la fatigue des souris suite a la chiriegfi

au développement tumoral. Il est important de goeli que, dans nos conditions d'EE, l'intensité de
I'APS est environ 4 a 5 fois supérieure a celldaeercice imposé. Comme précisé par Manzanares
et al, quand une souris a un acces libre a une atleepeut passer jusqu’a 3 a 7 heures par jour a
s’entrainer. C’est en effet pour la souris uneviétipeu stressante et similaire a son comportement
naturel(Manzanares, Brito-da-Silva, and Gandra 2019).

Le test de performance musculaire, réaliss en aripotocole, le test de la Vitesse maximale (MS,
Maximal speed) n’a pas montré de différence eesgtoupes. L'absence d'effet de I'exercice imposé
sur la performance MS peut étre relié a la faibtensité de I'exercice par rapport a celle élevee d
I'APS et/ou a I'adaptation de type endurance desaux a ce test. De méme, aucun effet de I'exercice
imposeé seul sur la force d’agrippement des sostisleservé ce qui est en désaccord avec les t8sulta
de Kan et al montrant un effet de I'exercice (npgedant 30 min) sur la force d’agrippement de
souris males C57BL/6J de 16 mois d’age par rapjodroupe témoifKan et al. 2016)Selon ces
auteurs, la force musculaire est positivement t&ravec la force d’agrippement des membres
antérieurgKan et al. 2016) Dans notre étude, le groupe de souris suppléasen VitD et soumises

a l'exercice imposé montrent une force de préharsiss élevée que celle des autres groupes. Nous
rapportons ainsi des effets synergiques bénéfigees VitD et de I'exercice imposé sur la force
musculaire des souris. De plus, la perte de pdidsrwée dans ce groupe (VitD + exercice) a concerné
principalement la masse adipeuse, sans modificdéda masse musculaire des membres postérieurs,
restée similaire a celle des autres groupes dassdde fait, un tel exercice d'intensité modérée
n'affecte guéere la masse et la fonction musculirsque I'APS est maintenue. Par contre, cette
activité physique réguliére peut contribuer a nemint la masse maigre et a limiter l'impact
meétabolique du développement d'une tumeur mamrfidivenouri Shamsi et al. 2017; Le Guennec
et al. 2020)Dans notre étude, la masse musculaire n'a pampéetée par la supplémentation en
VitD seule, en accord avec les travaux de Hayes @tdiquant qu’un apport élevé en VitD pendant
4 semaines n'a pas modifié la masse elddnsor digitorum longust dusoleus/Hayes et al. 2019)
Concernant le développement tumoral, nous avoreredaucun effet de la supplémentation en VitD
et/ou de I'exercice imposé sur la croissance tutagasur la durée de vie des souris. Malgré cela,
les poids des tumeurs au sacrifice étaient plusitapts dans les groupes de souris entrainés. Cette
observation peut étre reliée a 'augmentation desularisation associée a l'inhibition de I'hyipox

et de la croissance tumorale meédiée par la voieapoptotique Fas-dépendante comme

précédemment déciiBetof et al. 2015).
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Figure 42. Mobilisation des cellules NK par I'exerice physique : impact sur le développement
tumoral

L'exercice diminue l'incidence et la croissancetdesurs de plus de 60% dans plusieurs modéles
de tumeurs murines grace a une régulation direxta thobilisation et du trafic des cellules NK
d'une maniere dépendante de l'adrénaline (épimeghet de I'lL-6Pedersen et al. 2016)



Nous avons identifié plusieurs études portant 'sifet de I'exercice physique sur la carcinogenése
mammaire chez la souris. Parmi elles, seulement éeigdes ont soumis les animaux a un régime HF
(Thompson et al. 2010; Barra et al. 201Les différences notables entre les protocolemédtu
chimiquement induite, souris jeune, non ovariectgm®) rendent trés difficile I'analyse comparative
des résultats compte-tenu de nos propres condexérimentales (tumeur syngénique, souris agée,

ovariectomisée) gue nous avons souhaité les phikagies possibles au contexte clinique.

Impact de I'obésité et de I'activité physique simmunité tumorale

D’une part, I'obésité est liée a un statut proanfimatoire chronique. Chez les rongeurs, I'obésité
induite par l'alimentation favorise un environnetmemoral inflammatoire avec augmentation des
lymphocytes pro-inflammatoires Thl et Tc et dimiontdes cellules Treg anti-inflammatoires
(Morin et al. 2017. D’autre part, le cancer mammaire déclenche und@tamunosuppression dans
la tumeur, que ce soit sous régime standard oueHRavorisant le recrutement de cellules anti-
inflammatoires tels que les macrophages Th2, Tréd2e qui soutiennent le développement de la
tumeur et stimulent I'angiogenéséao et al. 2012; Wen et al. 2016)

Dans notre modele, les proportions des celluletirgds, leucocytes, lymphocytes, myéloides et
polynucléaires, sont similaires quel que soit leuge considéré. L'absence d'effet significatif de
I'exercice imposé sur le recrutement de ces csllufemunitaires peut étre liée a son intensité
modérée. Par phénotypage des sous-populations dayiatires nous avons observé que l'exercice
imposé améliore le recrutement tumoral des NK,meaes comme les cellules immunitaires les plus
sensibles a I'exercicg immons and Cieslak, 200d)'augmentation de la sécrétion d’adrénaline
(épinéphrine) pendant I'exercice stimule la pradifi®n des NK alors que la sécrétion de I'lL-6
favorise leur distribution vers le site tumor@/ennerberg et al. 2017 Différentes études ont
rapporté I'augmentation par I'exercice de l'inditton des NK dans la tumeur mammaire (Figure 42)
(Wang et al. 2020ainsi que d'autres cellules anti-tumorales comeselymphocytes Tc et Thl
(Bianco et al. 2017; M. Molanouri Shamsi et al. 21

Nous avons constaté des effets contradictoirea dapgplémentation en VitD et de I'exercice sur le
recrutement de cellules immunitaires dans la tumdom effet, la VitD a favorisé un
microenvironnement plutét anti-inflammatoire avenidution du rapport Th1l/Th2, alors que
I'exercice a induit un statut plutdt pro-inflammagavec augmentation du recrutement des NK.
L’étude du profil des cytokines et chimiokines € nécessaire pour mieux définir le statut
inflammatoire intra-tumoral. De plus la caractéima de la cytotoxicité des lymphocytes NK et Tc
et de la fonctionnalité des cellules Th est indisadle pour comprendre comment et par quelles

voies les deux interventions (VitD /exercice) aféett la réponse immunitaire tumorale.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La vitamine D est reconnue pour son réle immunortaidur. Une meilleure compréhension de son
impact dans la réponse immunitaire est essentpler envisager son intérét préventif voire
thérapeutique dans plusieurs pathologies incllaeahcer mammaire. Les données actuelles de la
littérature concernant I'association entre la ViDle développement du cancer mammaire sont
contradictoires. L'objectif de cette these étaitdddinir I'impact de la VitD sur les capacités de
réponse des cellules immunocompétentes en lien lavpwmlifération et la croissance de cellules
tumorales mammaires.

Dans une approchesx vivo,nous avons mis en évidence I'expression du VD&estenzymes du
métabolisme de la VitD par les cellules humaineMEBCes cellules immunocompétentes sont donc
des cibles privilégiées pour la signalisation d¥it®, confirmant ainsi son réle immunomodulateur.
Dans notre modele, I'expression du VDR et des eesymapparait pas dose-dépendante de la VitD.
Il serait intéressant d’étendre le temps d’incubatiles cellules afin de caractériser I'adaptation
cinétique du métabolisme de la VitD.

Si la VitD seule augmente I'expression intracelh@ade cathélicidine (LL-37) par les PBMC
circulantes, c’est uniquement en présence de stimaatérien ou viral qu’elle favorise la sécrétion
extracellulaire de LL-37. Cette secrétion finemefgulée permet d’éviter le risque de destruction
non spécifigue du microbiote-hdte en cas d’excé&ld87 dont la capacité bactéricide n’est pas
spécifique. Des travaux complémentaires sont nacesspour clarifier le processus de clivage et
d'externalisation de LL-37. La mise au point d'uméthode de dosage plus performante, spécifique
et sensible, s’avere indispensable pour pouvoieldg@per la quantification de la cathélicidine et sa
prescription en clinique.

Notre approchein vitro nous a permis de caractériser, pour la premigseafmotre connaissance,
gue les cellules murines cancéreuses (EO771) epptagiques (IC-21) expriment a I'état basal le
VDR et les enzymes du métabolisme de la VitD. Naxmns établi d’'une part, que la 1,25D exerce
un effet antiprolifératif sur les cellules EO771 k#n avec la surexpression protéique du VDR
facilitant les effets génomiques et non génomigieda VitD et d’autre part, que la 25D induit
I'expression protéique du Cyp24al ce qui peut téseh une inactivation des métabolites de la VitD,
expliquant 'absence d’effet sur la prolifératioesdEO771. Pour les IC-21, nous avons décrit que la
25D et la 1,25D induisent I'expression protéiqué/@dR, sans affecter la polarisation M1/M2 de ces
macrophages. Ces résultats demandent a étre énfat des cinétiques plus précises de I'impact
de la VitD sur I'expression du VDR et des enzymesah métabolisme, en présence ou non de sérum
foetal (pour éviter le piégeage de la VitD par laFDgerique). De plus, une étude des effecteurs

d’apoptose telles que les protéines de la famitleZB(bcl-x, bax, etc) et les caspases est nécessai
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pour caractériser la voie de mort activée dansdéisles EO771 dont le gene suppresseur de tumeur
p53 est muté.

Le développement des modeles de co-culture et li&raijole (EO771/1C21) a permis d'établir que
les cellules tumorales EO771 induisent un état imwsuppressif en renforcant la polarisation M2
des macrophages ce qui contribue a soutenir lealifggation et a les protéger de [effet
antiprolifératif de la VitD. La caractérisation degtokines sécrétées dans les milieux de culture
permettrait d'évaluer le statut inflammatoire etcdeactériser le dialogue intercellulaire, en pnése

et en absence de la VitD.

De facon inattendue, le traitement des cellulesimearlC-21 et EO771 avec la VitD a stimulé
I'expression protéique de la cathélicidine dongéme ne comprend pas I'élément de réponse a la
VitD (VDRE). Ceci démontre que I'expression ded#h@licidine par la VitD passe par des voies non
génomiques a déterminer dans des études ultérieures

Pour une approche originalein vivo nous avons évalué I'impact de la supplémentatioVieD,
associée ou non a une activité physique imposéetmded sur le développement des tumeurs
mammaires EO771 chez les souris C57BL/6 ovariec®esi, rendues obéses par un régime HF, et
hébergées en environnement enrichi, qui favoressiVité physique et les interactions sociales.
Nous avons observé que la VitD et I'activité physigmposée ameéliorent les capacités physiques
des animaux et limitent, par des effets synergigieéesurpoids induit par I'ovariectomie et le régim
HF. Dans notre modéle, I'exercice physique impogdne s'il améliore la vigilance immunitaire, ne
permet pas de réduire la croissance tumorale d¢aartrant a ce qui est rapporté dans la littérature.
Cela peut s'expliquer par le niveau modéré deMigetimposée par rapport au niveau soutenu de
I'activité physique spontanée des animaux en enagment enrichi. La supplémentation en VitD n'a
pas d'effet sur la croissance tumorale, peut-&naison d’'un équilibre entre son effet apoptotique
direct sur les cellules tumorales et son effet tproeral immunosuppresseur. L'intervention
combinée de la supplémentation en VitD et de l@ger physique imposé favorisent un
environnement immunitaire tolérogéne, sans incidesur la croissance tumorale mammaire.

Ce modéle de cancer murin, chez la souris C57Bbfepse de tumeurs EO771, présente le grand
intérét de développer une néoplasie immunocompEinorthotopique, tres proche du cancer du
sein humain. Il est prometteur pour tester I'effitd d’approches préventive ou thérapeutique, y
compris intervention nutritionnelle et exercice pique, dans des conditions d’hébergement proche
du mode de vie habituel des souris avec interastiaiale et activité physique spontanée.

Un complément a ce travail sera d’analyser I'irdiion immunitaire au niveau du tissu mammaire
tumoral par immunohistochimie. L'exploration dedponse immunitaire sera complétée par le profil

cytokinique et le phénotypage cellulaire au niveesitissus d’intérét (tumeur, muscle, tissu adipeux
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Les cibles moléculaires des effets non génomiqees ditamine D sur les lignées murines seront
caractérisées par les techniques omiques.

Ce travail original contribue a une meilleure coéimnsion des effets antiprolifératifs et
immunomodulateurs de la VitD. Il montre que la déppentation en VitD peut favoriser une réponse
immunosuppressive au cours de la cancérogenese aimmihétaye les données sur l'intérét de la
supplémentation en VitD associée a l'activité physi dans la prévention du cancer du sein en

situation d’obésité post-ménopausique.
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RESUME

La vitamine D (VitD) est une hormone liposolublé,cuutre son implication dans le métabolisme
0sseux, joue un role important dans la modulatemadéponse immunitaire et la surveillance anti-
tumorale. De fait, il existe de plus en plus derdems reliant le déficit en VitD et des problemes de
santé comme l'auto-immunité ou la sensibilité aecawx infections. Le cancer du sein, le plus
frequent chez la femme, est associé a plusieutsuiac de risque parmi lesquels le surpoids,
notamment apres la ménopause, et l'insuffisanagtidigé physique. Plusieurs études de cohorte ont
établi une relation, encore controversée, entrsdgie de cancer du sein et le déficit en VitD.

Dans ce contexte, I'objectif de la thése étaitéfnd I'impact de la VitD sur les capacités deaépe

des cellules immunocompétentes en lien avec la@mation de cellules tumorales mammaires dans
des modeles expérimentaex vivo,in vitro et in viva

Ex vivg nous avons mis en évidence I'expression a I'btdal du VDR et des enzymes du
métabolisme de la VitDQYP27Blet CYP24A) dans les PBMC (cellules mononucléées du sang) de
donneurs sains. L'expression de ces marqueurseasnfiluencée par la 25-OH VitD (25D) ou par
des agents mimétiques bactérien (LPS) ou viral (PI@ndis que I'expression intracellulaire de la
cathélicidine, peptide antimicrobien, est induige |a 25D sans et avec stimulation par LPS ou PIC,
sa production extracellulaire est induite par 1B 2Biquement en présence de ces stimulants.

In vitro, nous avons établi que les cellules murines, nphagiques IC-21 et cancéreuses mammaires
EO771, expriment les ARNm et les protéines de VDR27bl et Cyp24al. Ces expressions sont
modulées de facon inverse par la 25D et la 1,25{DK{),25D) dans les 2 lignées. La 1,25D a un
effet antiprolifératif sur les EO771, a l'inverse th 25D. La co-culture des EO771 et des IC-21
supprime l'effet antiprolifératif de la 1,25D etlpase les IC-21 en type M2 anti-inflammatoire.
L’expression génique de la cathélicidine dans I@3EL et les IC-21 n’est pas influencée ni par la
1,25D ni par la 25D alors que son expression pgyagest stimulée par la 25D.

In vivo, nous avons évalué I'impact d’'une supplémentatioNitD (D) associée ou non a une activité
physique imposée modéréee (Ex) sur le développedesrtumeurs mammaires EO771 chez les souris
C57BL/6 ovariectomisées, sous régime obésogenedHi8bergées en environnement enrichi. Nous
avons observeé des effets synergiques entre ladfifEx dans 'amélioration des capacités physiques
des animaux et la limitation du surpoids, mais augupact sur la croissance tumorale. Pris
isolément, 'Ex a amélioré la vigilance immunitagela supplémentation en VitD a favorisé un
environnement immunitaire tolérogene.

En conclusion, les modeles cellulaires étudiés ndpnt a la signalisation de la VitD. La VitD
favorise I'immunité innée en stimulaintvitro la sécrétion de la cathélicidine humaine et muiiae
1,25D a des effets antiprolifératifs contre leslutes EO771 qui favorisent un environnement
immunosuppresseur. La supplémentation en WitDivo n'a pas d'effet sur la croissance tumorale,
peut-étre en raison d’'un équilibre entre son effaiptotique direct sur les EO771 et son effet pro-
tumoral immunosuppresseur. L’intervention combidéda supplémentation en VitD et de I'exercice
physiqgue imposé favorisent un environnement imnaineit tolérogene, sans incidence sur la
croissance tumorale mammaire.
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