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RESUME EN FRANCGCAIS

Le microbiote intestinal (Ml) regroupe tous les micro-organismes vivant dans la lumiéere de
I'intestin d’'un hoéte et est impliqué dans de nombreux aspects de la santé, dont I'immunité.
L’émergence des bienfaits du MI sur la santé en fait une cible thérapeutique pour de
nombreuses pathologies. En cancérologie, il a été montré que le microbiote joue un réle
important a la fois dans la prévention de la maladie, mais aussi dans la réponse des patients
aux immunothérapies. Moduler le MI pourrait étre un moyen de renforcer le systéme
immunitaire afin d’aider a la prévention et au traitement du cancer. La composition et la
fonction du Ml dépend fortement de I'alimentation. Les prébiotiques, communément appelés
fibres alimentaires, ont un potentiel de diversification du Ml et d’optimisation de ses fonctions,
et subséguemment de I'immunité. La modulation du Ml par I'alimentation pourrait renforcer
I'immunité de I’'h6te et ainsi améliorer la réponse antitumorale. L'objet de cette thése a été
d’analyser les propriétés immunostimulantes et anti-cancéreuses d’un régime enrichi en
inuline, un prébiotique présent dans les végétaux. Ce travail montre que dans les conditions
physiologiques, I'inuline impacte profondément la composition et la fonction métabolique du
microbiote intestinal. De plus, elle renforce I'immunité intestinale du célon, en augmentant la
proportion de Lymphocytes T (LT) y& produisant de linterféron y (IFNy). L'inuline favorise
également l'intégrité de la barriére intestinale en augmentant I'expression de génes impliqués
dans la régulation de I'inflammation. Dans différents modeéles cancéreux, I'inuline permet un
meilleur contréle de la croissance tumorale par rapport a un régime standard, et augmente le
pourcentage de LT y§, CD4* et CD8* produisant de 'interféron y (IFNy), dans les tumeurs. Cet
effet antitumoral est dépendant du microbiote intestinal mais aussi des LTs y§, qui assurent a
la fois un rble cytotoxique et un réle de soutien immunitaire. Ce travail représente une preuve
de concept préclinique que l'alimentation est un parametre majeur de régulation de
I'immunosurveillance antitumorale et ouvre des perspectives de stratégies de prévention par

I’alimentation, ou de thérapeutique associé aux thérapies anticancéreuses déja existantes.



RESUME EN ANGLAIS

The gut microbiota (GM) encompasses all microorganisms living in the gut lumen and is
implicated in various aspects of its host’s health. The emerging health benefits of the GM make
it a therapeutic target for many pathologies. In oncology, it has been shown that the microbiota
plays an important role not only in preventing the disease but also in patients' response to
immunotherapies. Modulating the microbiota could be a way to boost the immune system,
aiding in the prevention and treatment of cancer. The composition and function of the GM,
along with subsequent immunity, strongly depend on the diet. Prebiotics, also known as dietary
fibers, significantly impact and diversify the GM. Modulating the GM through dietary
interventions could potentially strengthen the host's immune system and enhance the anti-
tumoral response. This project aimed to analyze the immunostimulatory properties of an inulin-
enriched diet, a dietary fiber commonly found in vegetables. Under physiological conditions,
we have demonstrated that inulin consumption modulates the composition and metabolic
function of the gut microbiota. Moreover, inulin strengthens gut immunity by increasing the
proportion of IFNy-producing y& T cells. It also promotes gut barrier integrity by upregulating
genes involved in inflammation regulation. In several transplantable tumor models, the inulin-
enriched diet inhibits tumor growth by promoting the infiltration of IFNy-producing y6, CD4+,
and CD8* T cells into the tumors. This antitumor effect is mediated by the GM and also by y& T
cells, which serve cytotoxic and helper roles. This work presents a preclinical proof of concept,
highlighting the role of diet as a key regulator of anticancer immunosurveillance. These findings
support and rationalize the utilization of such prebiotic approaches for the prevention and/or

treatment of cancers.
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INTRODUCTION

|. LE CANCER

DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES

Le cancer est la deuxieme cause de mortalité dans le monde, apres les maladies cardio-
vasculaires, d’aprés I’Agence Internationale de Recherche sur le Cancer (IARC) de I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) [1]. Avec plus de 18 millions de nouveaux cas et environ 10 millions
de déces par an, c’est I’équivalent de la population entiere du Guatemala qui développe un
cancer, et I'équivalent de la population du Portugal qui disparait chague année a cause de cette
maladie [1]. L'OMS estime que d’ici 2040, ces deux chiffres auront pratiquement doublé : 31

millions de nouveaux cas seront détectés par an, et 16 millions de décés seront dus au cancer.

Dans le monde, en 2020, les cancers avec la plus haute incidence sont le cancer du sein chez la
femme (2,2 millions de nouveaux cas), le cancer du poumon (2,2 millions de nouveaux cas), le
cancer colorectal (1,9 million de nouveaux cas) et le cancer de la prostate chez I'homme (1,4
million de nouveaux cas). Les cancers avec la plus haute mortalité sont le cancer du poumon
(1,7 million de déces), le cancer colorectal (0,9 million de déces) et le cancer du foie (0,9 million

de déceés) [1] (Figure 1).
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Figure 1 : Estimation de l'incidence et de la mortalité de différents cancers dans le monde en 2020,
tous sexes et tous ages confondus. (D’aprés I'lARC, OMS).

En France, en 2018, 382 000 nouveaux cas de cancer tous cancers confondus ont été
diagnostiqués, et environ 157 000 personnes sont décédées des suites de cette maladie [2].
Des données de 'OMS de 2020 indiquent que, toujours pour la France, les cancers avec la plus
haute incidence étaient le cancer de la prostate chez I’hnomme (66 000 nouveaux cas), le cancer
du sein chez la femme (58 000 nouveaux cas), puis le cancer du poumon (48 000 nouveaux cas)
et le cancer colorectal (48 000 nouveaux cas) (Figure 2) [1]. Les cancers avec la plus haute
mortalité sont le cancer du poumon (37 000 déceés), le cancer colorectal (21 000 déces), le

cancer du sein (14 000) et le cancer du pancréas (13 000 déceés) [1] (Figure 2).
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Figure 2 : Estimation de l'incidence et de la mortalité de différents cancers en France en 2020, tous
sexes et tous ages confondus. (D’apres I'lARC, OMS).

LE MELANOME

En France, en 2018, le nombre de nouveaux cas de mélanome était estimé a 14 600, et le
nombre de déces associés au mélanome était de 2 200 [2]. Toujours en France, le mélanome
est le premier cancer pour lequel I'augmentation d’incidence est la plus élevée chaque année.
En 40 ans, entre 1980 et 2018, au Royaume-Uni, I'incidence du mélanome a augmenté de 700%

chez ’homme et de 332% chez la femme [3].

Le mélanome est un cancer de la peau, issu de mélanocytes, des cellules productrices de

mélanine, responsables de la coloration de la peau, dans I’épiderme (Figure 3).

Mélanocytes

Figure 3 : Anatomie de la peau.

23



LES DIFFERENTS TYPES DE MELANOME

Pour détecter les mélanomes, la démarche analytique visuelle « ABCDE » est utilisée comme
méthode de référence en France [4]. Cet acronyme s’appuie sur les criteres permettant de
différencier un grain de beauté d’'un mélanome :

- Asymétrie : Les 2 moitié du naevus ne sont pas identiques et superposables.

- Bords irréguliers : Les contours de la tache ne sont pas nets et réguliers, mais plutot
diffus, et peuvent apparaitre flous. Les pigments peuvent s’étre étendus sur le contour
du grain de beauté.

- Couleur : La couleur n’est pas homogene, mais comporte différentes teintes de couleur
et différentes nuances de noir, marron et brun. Dans certains cas, du gris, du rouge, du
rose, du bleu et du blanc peuvent étre visibles.

- Diamétre : La plupart du temps, les mélanomes ont un diameétre supérieur a 6 mm au
moment du diagnostic. lls peuvent cependant étre plus petits.

- Evolution : Contrairement a un grain de beauté bénin, un mélanome évolue et crofit

rapidement au cours des semaines/mois. Il peut étre irrité et saigner.

Si certains mélanomes se développent sur des grains de beauté, appelés naevus, existants, 80%
des mélanomes apparaissent sur peau saine. |l peut étre parfois compliqué de différencier des
naevus bénins de naevus malins. C'est pourquoi des nouvelles méthodes de diagnostic, basées
sur le « deep-learning » ou apprentissage profond, se sont développées ces derniéres années
[5]. Des algorithmes comparent une photo de haute qualité d’un naevus a classifier avec une
base de données, et définissent ainsi un diagnostic précis. Cependant, cette méthode nécessite
de larges bases de données, actuellement trop peu fournies. Actuellement, différents
algorithmes de deep-learning permettent de donner un diagnostic de mélanome fiable a

environ 95% [6].

Il existe 4 principaux types de mélanome : le mélanome superficiel extensif, le mélanome de

Dubreuilh, le mélanome nodulaire et le mélanome acro-lentigineux [7] (Figure 4).
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Figure 4 : Les 4 types principaux de mélanome.

Le mélanome superficiel extensif est la forme de mélanome la plus courante. Il se caractérise
par une tache pigmentée asymétrique de plus de 5 mm de diameétre, avec des contours
irréguliers, des variations de teinte et un élargissement progressif [8]. Le mélanome de
Dubreuilh apparait principalement chez les personnes agées. Son aspect clinique est celui d’une
tache qui s’étend, la plupart du temps sur le visage [9]. Le mélanome nodulaire est celui avec
le moins bon pronostic. Il est plus profond que les autres mélanomes et a une évolution trés
rapide. Il se caractérise par la formation d’une masse surélevée, majoritairement sur le torse,
les bras, les jambes ou le cuir chevelu des hommes agés [10]. Le mélanome acro-lentigineux se
développe surtout sur les extrémités, comme les ongles, la paume des mains et des pieds. Chez
les patients a peau claire, il ne représente que 2 a 3% des mélanomes, alors que chez les
personnes a peau sombre, il peut représenter jusqu’a 76% des mélanomes (76% des
mélanomes des patients de peau noire, 50% des mélanomes des patients a la peau asiatique

et 30% de ceux avec une peau hispanique) [11].

LES FACTEURS DE RISQUE

Pour le mélanome, différents facteurs de risques sont identifiés, et se divisent en 2 catégories
[12,13]. Les facteurs de risque intrinseques, qui sont directement liés a l'individu, et les facteurs
de risques extrinseques qui sont liés a l'environnement. Parmi les facteurs de risque
intrinséques, on retrouve :

- Antécédents personnels ou familiaux (parents au 1°" degré)
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- Phototype : sensibilité de la peau de I'individu aux Ultra-Violets (UVs). Le phototype le
plus sensible est caractérisé par une peau claire, des cheveux blonds ou roux, des yeux
clairs et la présence de taches de rousseur.

- La sensibilité de la peau face au soleil ; une peau qui a tendance a br(ler, et qui ne
bronze pas est plus sensible au soleil.

- Unnombre de grains de beauté supérieur a 50.

- La présence de grains de beauté de grande taille.

- Une immuno-dépression.

Les facteurs de risque extrinseques sont :

- L'exposition au soleil et aux UVs naturels ou artificiels.

- Les antécédents de coups de soleil, principalement durant I'enfance. Les personnes
ayant subi au moins 5 coups de soleil avec cloques avant 20 ans ont 80% de risque en

plus de développer un mélanome [12,13].

LES STADES DE LA MALADIE

La stadification du cancer décrit son état d’avancement et sa localisation dans I'organisme [14].
La stadification du mélanome repose sur la méthode TNM : Tumeur (T), Ganglions (N, Nodes
en anglais), Métastase (M). Cette méthode permet de classer un mélanome suivant la taille de
la tumeur (T), le degré d’invasion des ganglions lymphatiques (N) et d’autres organes (M). A
partir de cette classification, 5 stades sont décrits, comme représentés sur la Figure 5.

Stade 0 Stade |

Stade Il Stade lll Stade IV

5

Figure 5 : Les 5 stades du mélanome. (D’aprés [15])
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Un mélanome de stade 0 est détecté de maniére précoce. Il est petit et n’a atteint que la partie
superficielle de la peau. Il est généralement de bon pronostic et peut étre facilement traité. Un
mélanome de stade | est encore dans un stade précoce, et reste localisé. La tumeur mesure
alors moins de 1 mm de diamétre. Une tumeur de mélanome de stade Il est légérement plus
étendue, environ 2 mm de diameétre, peut présenter des ulcérations mais ne touche pas
d’autres parties de I'organisme. Au stade lll, le mélanome affecte au moins un ganglion
lymphatique, et peut ou non avoir engendré de petites tumeurs dans les vaisseaux
lymphatiques. Le stade IV est le maximum que puisse atteindre un mélanome. Il s’est alors
étendu a d’autres parties de I'organisme, peu importe la taille de la tumeur originale. Les taux

de survie sur 5 ans des patients suivant le stade du mélanome sont présentés en Tableau 1.

Les mélanomes de stades O, | et Il sont décrit comme précoces, car ils n’atteignent pas de
ganglions. Les mélanomes de stades Il et IV sont aussi appelés mélanomes avancés, car ils ont
atteint au moins un ganglion. En fonction du stade du mélanome lors de son diagnostic,
différentes thérapies sont proposées: I'excision du mélanome par chirurgie, les thérapies

ciblées — quand les mutations sont présentes — et les immunothérapies.

Tableau 1: Taux de survie sur 5 ans associé au stade du mélanome au moment du diagnostic.
(D’apres la base de données du National Cancer Institut (NCI) du National institut of Health (NIH),
disponible a : https://seer.cancer.gov/statfacts/html/melan.html)

piies Taux de survie
Type Définition
sur 5 ans

Localisé Le cancer ne s’est pas étendu en profondeur dans

la peau, dans les ganglions ou les vaisseaux 99%
Stades O, | et 1| .

lymphatiques.
Régional Le mélanome s’est étendu aux ganglions et 68%
Stade Il vaisseaux lymphatiques. 0
Distant ) ) ;

Le mélanome a métastasé. 30%
Stade IV
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LES TRAITEMENTS DE MELANOMES

CHIRURGIE

Les mélanomes a un stade précoce sont pour la plupart d’entre eux localisés uniqguement dans
I’épiderme et le derme. Le traitement standard pour ces tumeurs est I'excision chirurgicale.
Souvent, cette prise en charge a elle seule peut étre suffisante. Afin de retirer la totalité de la
tumeur une excision locale large est pratiquée, permettant de retirer toutes les cellules
malades et avoisinantes. Dans certains cas, le ou les ganglion(s) sentinelles, c’est-a-dire les
ganglions drainant la tumeur, sont prélevés et analysés afin de vérifier I'absence de cellules
cancéreuses. Cette vérification permet de s’assurer que le mélanome excisé n’avait pas déja
progressé au stade lll. Si une trop grande partie de la peau a été retirée, une chirurgie

reconstructrice peut étre envisagée.

IMMUNOTHERAPIE

Pour certains mélanomes de stade Il, une immunothérapie peut étre proposée en adjuvant de
la chirurgie. Les immunothérapies visent a renforcer I'immunité du patient, afin de I'aider a
éliminer les cellules cancéreuses. Dans ce cas, une immunothérapie par administration d’une
molécule appelée interféron alpha (IFNa) peut étre utilisée comme traitement adjuvant. L'IFNa
est habituellement produit par différentes cellules de I'organisme, comme les lymphocytes, les
macrophages, les fibroblastes, les cellules endothéliales, ou les ostéoblastes, et est impliqué
dans I'élimination des infections virales. En thérapie, ce traitement adjuvant aide le patient a
éliminer les cellules cancéreuses ayant échappé a la chirurgie et réduit le risque de récidive
(Figure 6). Pour cela, I'lFNa agit a la fois sur les cellules cancéreuses, en limitant leur
prolifération, en favorisant leur apoptose et en augmentant leur immunogénicité, mais
également sur les cellules du systeme immunitaire, en réduisant la régulation de I'inflammation
et en favorisant la maturation et I'activation de cellules cytotoxiques. La Figure 6 résume les
différents effets de I'immunothérapie par administration d’IFNa. Le role des différentes cellules

immunitaires est décrit page 36.
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Figure 6 : Effet antitumoral de I'immunothérapie IFNa. NK = Cellule Natural Killer; DC = Cellule
Dendritique ; Treg = Lymphocyte T régulateur; Neu = Neutrophile; MHC = Complexe Majeur
d’Histocompatibilité ; TAA = Antigéne Associé a la Tumeur [16].

THERAPIES CIBLEES : INHIBITEURS DE LA VOIE BRAF-MAPK-ERK

La voie BRAF-MAPK-ERK est une voie de signalisation qui, a la suite de la fixation de facteurs de
croissance sur un récepteur de facteurs de croissance externes (EGFR, External Growth Factor
Receptor), via une cascade de phosphorylations, entraine |'activation de protéines spécifiques
appelées ERK (Extracellular signal-Regulated Kinases). Dans une cellule normale, la protéine
ERK active différents processus cellulaires, dont la prolifération, la différenciation, la mobilité,
la réponse au stress et la survie de la cellule [17]. La protéine BRAF est une sérine/thréonine
kinase, principale activatrice de MEK (Mitogen Activated Protein Kinase Kinase), une protéine
impliquée dans la voie des MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) (Figure 7). En 2022, Davies
et al. décrit dans le journal Nature les mutations activatrices de la protéine BRAF retrouvées
dans de nombreux cancers, et notamment dans 59% des mélanomes [18]. Cependant, cette
mutation est également présente dans 80% des naevus bénins [19]. Dans environ 75 a 80% des
cas, la mutation apparait dans la région codant pour le domaine kinase et consiste en la
substitution d’un résidu glutamate par un résidu valine en position 600 : V600E [20]. Les
mutations oncogénes de BRAF, comme V600E, rendent la voie BRAF-MAPK-ERK trés active,
malgré l'absence de facteurs de croissance. Ainsi, des traitements ciblant la voie de

signalisation MAPK ont été développés et ont montré des résultats trés probants.
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Ainsi, chez des patients présentant une mutation V600OE sur le géne codant pour BRAF, le
traitement de référence est l'utilisation d’une combinaison d’anti-BRAF et anti-MEK. Cela
permet alors de bloquer la prolifération et l'activité cellulaire aberrantes des cellules

cancéreuses présentant la mutation (Figure 7).

Membrane plasmique

Traitement inhibiteur

— &k
I Traitement inhibiteur

de MEK

m » Prolifération

Survie
Transcription Noyau

Figure 7 : Voix de signalisation BRAF-MAPK-ERK et ses inhibiteurs thérapeutiques. (D’apres [21])

Des exemples de traitements anti-BRAF sont le Vemurafenib [22] et le Dabrafenib [23]. lls
peuvent étre utilisés seuls, ou en combinaison avec des anti-MEK comme le Cobimetinib [24]

ou le Trametinib [25].

IMMUNOTHERAPIES PAR BLOCAGE DES POINTS DE CONTROLE

Les immunothérapies visent directement le systéme immunitaire du patient, dans le but de le
renforcer pour gu’il élimine naturellement les cellules malades. Dans le cas d’'un mélanome
avancé (Stade Ill et IV), en I'absence de mutation V600E, une immunothérapie par inhibiteur
de point de controle est recommandée. En conditions physiologiques, les points de controles
sont des interactions entre un Lymphocyte T (LT) et une autre cellule permettant de contréler
I'amplitude de la réponse immunitaire et empécher une sur-inflammation. Ces cellules

interagissant avec les LTs peuvent étre des cellules épithéliales, ou des Cellules Présentatrices
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d’Antigenes (APC, Antigen-Presenting Cells), capables d’activer ou d’inactiver les LTs
cytotoxiques. Par exemple, pour inactiver les LTs, les APCs expriment a leur surface PD-L1 ou
PD-L2, les ligands naturels de PD-1, exprimé par les LTs. Lorsque PD-1 interagit avec un de ses
ligands, le LT est inactivé, et perd son activité cytotoxique [26]. Les cellules cancéreuses
profitent de ces interactions appelées « points de contrdle », en exprimant a leur tour les
protéines PD-L1 ou PD-L2. Ainsi, elles peuvent entrainer 'inactivation des LTs, et limiter la
réponse immunitaire anticancer [27]. Apres leur activation, les LTs expriment CTLA-4 dont les
ligands naturels sont les protéines B7, exprimées par les APCs. Les protéines B7 sont également
reconnues par CD28, un récepteur de costimulation exprimé par les LTs. Cependant, B7 a plus
d’affinité pour CTLA-4 que CD28. Ainsi, l'interaction de CTLA-4 avec la protéine B7 entraine

I'inactivation du LT.

Nivolumab _
Pembrolizumab

Atezolizuma
Durvalumab
Avelumab

Ipilimumab
Tremelilumab

Figure 8: Les points de contréle immunitaire entre les LTs et les DCs, et leurs inhibiteurs
thérapeutiques. PD-1 : protéine 1 de la mort cellulaire programmée ; PD-L1 : ligand 1 PD-1 ; PD-L2 :
ligand 2 de PD-1; CTLA-4 : antigene 4 du lymphocyte T cytotoxique ; CD28 : Classe de Différenciation
28; B7 : membre de la superfamille B7.
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Les immunothérapies par inhibition des points de contrdle ciblent ces interactions (Figure 8)
[28]. Pour cela, des anticorps monoclonaux bloquent les interactions entre les protéines de
surface et leurs ligands, et prévient ainsi toute inhibition des LTs par les cellules cancéreuses.
De cette maniére, le systtme immunitaire reste activable et peut cibler toutes les cellules
cancéreuses de l'organisme, y compris les métastases. Dans le traitement du mélanome, I'axe
PD-1/PD-L1 est principalement ciblé. C'est pourquoi les anticorps anti-PD-1 Nivolumab et
Pembrolizumab sont utilisés en premiere ligne. Le Nivolumab peut montrer un meilleur taux
de réponse et une amélioration de la survie globale en association avec un anti-CTLA-4,
I'lpilimumab. Cependant, cette association a une toxicité importante, et n’est donc prescrite
qu’a des patients en bon état général et avec peu de comorbidités. En deuxieme ligne,

I"lpilimumab peut étre utilisé en monothérapie. [29-31].

Ces immunothérapies peuvent également étre utilisées en deuxieme ligne de traitement si les

inhibiteurs de la voie BRAF-MAPK-ERK se sont montrés inefficaces.

Ainsi, pour les mélanomes de stade lll inopérables et les mélanomes de stade |V, le choix de la
premiere ligne de traitement dépend de la présence de la mutation V60OE de la protéine BRAF
par les cellules cancéreuses [32]. La Figure 9 représente I'arbre décisionnel recommandé par
I'Institut National du Cancer pour le traitement systémique des mélanomes métastatiques non

résécables.
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Figure 9 : Arbre de décision pour le traitement systémique des mélanomes de stade lll et IV. (D’apres
© Patients atteints de mélanome de stade Ill inopérable ou de stade IV / Société frangaise de

dermatologie, septembre 2017.)

Cependant, lorsque utilisées en traitement de premiére ligne, les immunothérapies inhibitrices
de point de contréle ne sont efficaces qu’a 50% [33]. Cela signifie que la moitié des patients
éligibles et traités par immunothérapie ne répondent pas au traitement. Pour renforcer la
proportion de patients répondeurs, de nouvelles approches doivent étre mises en place.
Plusieurs pistes d’amélioration ont été identifiées. Parmi elles, I'implication du microbiote
intestinal a été étudiée. En effet, le microbiote semble étre étroitement lié au systéme
immunitaire du patient ainsi qu’a sa réponse aux immunothérapies. Ainsi, la modulation du
microbiote intestinal apparait prometteuse pour augmenter les chances de succés

thérapeutique des patients.
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II. INTRODUCTION AU SYSTEME IMMUNITAIRE

Le systéme immunitaire regroupe I'ensemble des cellules, ainsi que les molécules qu’elles
produisent, impliquées dans la défense de notre organisme contre des dysfonctionnements
internes et des infections [34]. Les premieres défenses de notre organisme sont la peau et les
mugueuses, qui protegent l'intérieur de notre corps du milieu extérieur. Si ces barriéres sont
franchies, des signaux internes activent le systeme immunitaire, afin qu’il élimine le pathogéne
infiltré. Dans ce chapitre, les cellules immunitaires seront brievement décrites. Une attention

particuliere sera portée a certaines cellules dont I'implication est clé dans ce projet.

LES ORGANES LYMPHOIDES

Le systéeme immunitaire est présent dans tout I'organisme, dans des organes spécialisés
appelés organes lymphoides. On distingue les organes lymphoides primaires et secondaires

(Figure 10) [34].

Organes lymphoides Organes lymphoides
secondaires primaires
Ganglions — /. Lo Thymus

Rate % = |

> ;'_' <
Mugueuse intestinale ————= o~
® e

>

ﬂi Moelle osseuse

Tractus urogénital

Figure 10 : Les organes lymphoides primaires et secondaires.
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Les organes lymphoides primaires, ou centraux, sont spécialisés dans la production de
nouveaux lymphocytes. Les LTs sont produits dans le thymus, tandis que les lymphocytes B
(LBs) sont produits dans la moelle osseuse. Les progéniteurs de ces deux types de cellules

immunitaires proviennent de la moelle osseuse.

Les organes lymphoides secondaires, ou périphérigues, sont spécialisés dans le stockage et
Iinitiation d’une réponse immunitaire. Ces organes sont : les ganglions, la rate, la muqueuse
intestinale, le tractus urogénital et d’autres muqueuses. Les ganglions sont connectés entre
eux par un systéme de vaisseaux lymphatiques, qui assure le drainage des fluides

extracellulaires jusqu’aux ganglions, pour ensuite retourner dans le sang.

Les organes lymphoides contiennent des cellules immunitaires, pouvant étre classées en

immunité innée et acquise (Figure 11) [35].

Immunité Immunité
acquise

Figure 11 : Cellules de I'immunité innée, acquise, avec des caractéristiques communes. DC = Cellule
Dendritique, Mast = Mastocyte, Macro = Macrophage, Eo = Eosinophile, Baso = Basophile, Neu =
Neutrophile, NK = Natural Killer, LT y6 = lymphocyte T y6, NKT = Natural Killer T, LB = Lymphocyte B, LT
= Lymphocyte T.
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L'IMMUNITE INNEE

La plupart des pathogenes extérieurs peuvent étre détectés et éliminés en quelques minutes
par I'immunité innée de 'organisme. Celle-ci ne nécessite pas I'activation et I'expansion de
cellules immunitaires ayant reconnu spécifiquement I'antigéne en amont. Les cellules de
I'immunité innée reconnaissent un antigene, qui est une molécule, ou partie de molécule [36].
On I'appelle immunité innée car elle est héréditaire, et ne subit pas de maturation spécifique
de I'environnement dans les premiéres années de la vie. Les cellules de I'immunité innée

portent des récepteurs qui reconnaissent des motifs conservés.

Parmi les cellules de I'immunité innée se trouvent : les granulocytes (basophiles, éosinophiles

et neutrophiles), les macrophages, les mastocytes, les cellules dendritiques les natural killers

(NK), les mastocytes et les Lymphocytes T y6.

LES GRANULOCYTES

Les granulocytes, ou polymorphonucléaires, sont une sous-population de globules blancs, ou
leucocytes, la plus représentée dans I'organisme. On estime que 50 a 70% des leucocytes sont
des neutrophiles, 1 a 3% sont des éosinophiles et moins de 1% sont des basophiles [37]. Les
neutrophiles forment la premiere ligne de défense contre les infections bactériennes [38].
Aprés avoir détecté un produit bactérien (peptides formylés, lipopolysaccharides) ils ont la
capacité d’infiltrer rapidement un site infectieux, en « roulant » sur la paroi endothéliale des
vaisseaux sanguins. Les neutrophiles peuvent alors exercer leur action anti-infectieuse, grace a
leurs capacités de phagocytose (internalisation et destruction du pathogéne), de dégranulation
d’enzymes cytotoxiques et de production de cytokines pro-inflammatoires. Les éosinophiles
sont impliqués dans la réponse immunitaire contre les bactéries, les parasites et les infections
virales [39]. lls sont capables de produire et détecter un large panel de cytokines, les rendant
multifonctionnels. En réponse a des stimuli (cytokines), ils peuvent dégranuler et libérer des
enzymes cytotoxiques ou immuno-stimulatrices. Les basophiles défendent I'organisme contre

les infections virales, fongiques et bactériennes, et sont aussi impliqués dans les réactions
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allergiques [40]. Les mastocytes sont majoritairement tissu-résidents, impliqués dans la
réponse immunitaire contre les parasites, avec un réle central dans les réactions allergiques

[41].

LES MACROPHAGES ET LES CELLULES DENDRITIQUES

Les macrophages sont des cellules spécialisées dans la phagocytose de débris cellulaires, de
cellules mortes, de cellules cancéreuses, et de matériel étranger, comme des agents
pathogénes [42]. lls sont également impliqués dans le développement et la réparation
tissulaire. lls peuvent étre catégorisés en macrophages M1 et M2 suivant leur fonction. Les
macrophages M1 sont principalement pro-inflammatoires, et exercent une activité
antibactérienne et antitumorale. Les macrophages M2 sont plutdt anti-inflammatoires. lls sont

impligués dans la réparation tissulaire, 'angiogenése et peuvent étre pro-tumoraux.

Les cellules dendritiques (DCs) sont des cellules de I'immunité innée particuliéres, car elles
assurent le bon fonctionnement de I'immunité acquise [43]. Elles sont spécialisées dans la
reconnaissance, l'internalisation et la présentation d’antigénes aux cellules de I'immunité
acquise : les lymphocytes (Tableau 2). Elles sont donc appelées cellules présentatrices
d’antigenes. Comme les macrophages, les DCs peuvent phagocyter des pathogénes
extracellulaires, comme des bactéries. Ces pathogénes sont ensuite clivés en peptides
(antigeénes) pouvant étre présentés sur des Complexes Majeurs d’Histocompatibilité (MHC,
Major Histocompatibility Complex) de classe Il, qui seront ensuite reconnus par des LTs CD4".
Les DCs ont un second moyen de présenter un antigéne, lorsque celui-ci pénétre dans le
cytosol, par exemple lors d’une infection virale. L'antigéne est alors présenté a la surface de la
DC, sur une molécule MHC de classe I. L’antigene peut alors étre reconnu par les LTs CD8*. Les
antigenes provenant de pathogenes extracellulaires peuvent aussi étre présentés aux LTs CD8",

via des molécules MHC | ; c’est la présentation croisée.
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Tableau 2 : Les différents moyens des DCs pour présenter des antigénes aux lymphocytes T.

Antigéne extracellulaire Antigéne intracellulaire
Exemple Bactéries, champignons, parasites, . o
, p N pignons, pards Virus, antigenes tumoraux
d’antigéne antigenes solubles, particules virales.

Classe de MHC MHC de classe Il MHC de classe | MHC de classe | MHC de classe Il
Lymphocyte T CD8*
Lym;):tci)\t/:g/te T Lymphocyte T CD4* (présentation Lymphocyte TCD8*  Lymphocyte T CD4*
croisée)

LES NATURAL KILLERS

Les Natural Killers, ou cellules NK, contrélent les infections bactériennes et limitent la
croissance tumorale [44]. lls ont a la fois une activité cytotoxique et productrice de cytokines
pro-inflammatoires. Grace a un récepteur activateur appartenant a la superfamille des lectines
de type C (NKG2D, Natural Killer - Group 2D), ils peuvent détecter des ligands induits par un
stress, et s’activer. lls sont également dotés de récepteurs inhibiteurs, afin de distinguer les

cellules saines des cellules malades, et ainsi prévenir une activation contre des cellules du soi.

LES LYMPHOCYTES T yo

Contrairement aux LTs conventionnels CD4* et CD8*, les LTs y& sont des LTs non-conventionnels
[45]. Pendant longtemps, ces cellules n’étaient ni définies comme faisant partie de I'immunité
innée, ni de I'immunité acquise. En effet, elles partagent des caractéristiqgues communes aux
deux types d’'immunité. Les LTs y& peuvent étre activés par différentes classes de récepteurs
de type « innées » : des récepteurs NKG2D et des récepteurs de type Toll (TLRs, Toll-like
Receptors). Les récepteur NKG2D sont activés en réponse a des molécules de stress, et les TLRs
détectent des Motifs Moléculaires Associés aux Micro-organismes (MAMPs, Microorganism-
Associated Molecular Patterns), comme détaillé page 59. Comme les LTs de I'immunité acquise,

les LTs y6 possedent un Récepteur de Cellule T (TcR, T cell Receptor) permettant de détecter
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des antigénes. Cependant, ce récepteur ne requiert pas nécessairement de cellule
présentatrice d’antigeénes et de MHC, ce qui a finalement permis de classer ces cellules dans

'immunité innée.

L'IMMUNITE ACQUISE

L'immunité innée ne fonctionne que contre certains pathogénes, en déclenchant une réponse
non-spécifique. Pour se défendre efficacement, certaines cellules du systeme immunitaire,
comme les lymphocytes, ont évolué pour reconnaitre une grande variété de motifs ; c’est

I'immunité acquise [46].

LES LYMPHOCYTES B

Lorsqu’ils rencontrent un antigene, les LBs s’activent, proliferent et se différencient en LBs
mémoires et en plasmocytes [47]. Les LBs mémoires persistent au cours du temps, permettant,
en cas de seconde infection, I’'enclenchement d’une réponse immunitaire spécifique rapide.
Les plasmocytes, quant a eux, produisent de immunoglobulines (Ig) communément appelées
anticorps. Les anticorps sont des protéines capables de s’associer aux antigénes entiers —non-
clivés en peptides et non présentés par des molécules spécialisées comme les MHC — et d’aider
a leur élimination par les cellules immunitaires. Pour cela, différents moyens existent (Figure
12):

- La neutralisation : En se fixant a la surface du pathogéne, les anticorps recouvrent
entierement I'entité infectieuse et préviennent ainsi son interaction avec des cellules
de I'hote.

- L'activation du systéme complément : Le complexe C1 reconnait un pathogéne lorsqu’il
a été repéré par des anticorps. La fixation du complexe C1 sur des anticorps a la surface
d’un pathogéene active la voie du complément classique, pour éliminer le pathogene.

- L'opsonisation : Les anticorps fixés a 'agent pathogeéne servent de signal pour la

phagocytose par les macrophages ou les neutrophiles.
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Figure 12 : Modes d’action des anticorps contre les agents pathogénes.

Grace aux anticorps, les LBs peuvent étre des APCs trés efficaces [48]. Pour cela, ils expriment
a leur surface des IgM, formant le Récepteur de Cellule B (BcR, B cell Receptor), pouvant se
complexer a des antigénes spécifiques, puis étre internalisés par endocytose. L'antigéne
internalisé est ensuite apprété a une molécule MHC de classe Il, puis présenté a la surface de

la cellule pour activer des LTs CD4*.

LES LYMPHOCYTES T

Les lymphocytes T sont spécialisés dans la reconnaissance de cellules malades ou défectueuses,
comme les cellules infectées ou cancéreuses. Les LTs sont activés a la suite de la reconnaissance
par leur Récepteur de Cellule T (TcR, T cell Receptor) d’un motif moléculaire (peptide) présenté
par une APC via des molécules MHC. La majorité des TcR sont des hétérodimeres formés d’une
chaine a et d’une chaine B. Les genes codant pour ces chaines contiennent différents
fragments, V, D et J, qui se réarrangent lors du développement thymique des LTs, pour former
une grande variété de TcRs. Durant le développement dans le thymus, les LTs suivent une
sélection positive et une sélection négative. La sélection positive détermine si le TcR recombiné
est capable de reconnaitre correctement les molécules MHC présentées par les APCs. A I'issue

de cette sélection, le LT coexprime avec son TcR une molécule CD4 ou CD8 suivant le MHC
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reconnu. La sélection négative élimine les LTs avec un TcR ayant une trop forte affinité pour le
soi. Apres la sélection positive, les LTs sont divisés en 2 sous-types : les LTs CD4* et les LTs CD8*

[49].

Lorsqu’un LT est activé, I’APC présente différents signaux (Figure 13). Dans le cas d’un LT CD4",
I’antigéne est présenté par un MHC de classe Il au TcR. Dans le cas d’un LT CD8*, I'antigene est
présenté par un MHC de classe | au TcR. Cette interaction entre le MHC et le TcR active le LT.
Le signal de costimulation CD28-CD80/86 promeut la survie et I'activation du LT. Enfin, les
cytokines produites par les APCs, et détectées par le LT lors de son activation, déterminent la

polarisation du LT en un sous-type défini. Les sous-types de LTs CD4* et CD8" sont décrits ci-

dessous.
/ - T
CApC D)
—
MHCI MHCI .l cos CD80 )
cD86 Cytokine
CD28 U Récepteur de
cytokine
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Figure 13 : Les signaux nécessaires a I’activation compléte des LTs. APC = Antigen Presenting Cell, LT
= Lymphocyte T, MHC = Major Histocompatibility Complex, TcR =T cell Receptor.

LES LTs CD4*

Les LTs CD4* peuvent étre des LTs auxiliaires (helpers), ou régulateurs [50]. Les LTs auxiliaires
aident la réponse immunitaire, notamment en produisant de I'Interleukine (IL)-2, une molécule
activatrice des lymphocytes T et B. Une fois activés, les LTs CD4* peuvent se différencier en
différents sous-types, classés suivant les cytokines qu’ils produisent (Figure 14). Les principaux

sous-types de LTs auxiliaires sont les Tyl (T Helper, 1), les Tu2, les Tu17, les Ten (T folliculaires
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Helpers). Les Tyl sont caractérisés par leur production d’IFNy, une cytokine pro-inflammatoire,
impliguée dans la réponse antibactérienne et anti-cancer. Les Ty2 sont caractérisés par leur
production d’IL-4, IL-5 et IL-13. Ces interleukines promeuvent les réponses immunitaires
meédiées par les éosinophiles, les mastocytes et les LBs. Les Tyl7 se caractérisent par leur
production d’'IL-17 et IL-22, et sont particulierement impliqués dans les réponses
antibactériennes et antifongiques. Ces cytokines entrainent notamment la production de
peptides antimicrobiens par les cellules épithéliales, les cellules endothéliales et les
fibroblastes, et permettent le recrutement de neutrophiles. Les Ten produisent essentiellement
de I'lL-21, afin de favoriser la prolifération des lymphocytes B et T dans les centres germinatifs.
Enfin, les Trec expriment le facteur de transcription Forkhead box P3 (FoxP3) qui leur confére
des propriétés de régulateurs. Par leur production d’IL-10 ou de Facteur de croissance
transformant (TGF, Transforming Growth Factor)-f ils sont impliqués dans la régulation de la
réponse immunitaire. Les Treg ont aussi un réle de suppresseur, par exemple en exprimant
CTLA-4, qui inhibe I'expression des molécules co-stimulatrices CD80 et CD86 sur les Cellules
Présentatrices d’Antigénes (APC, Antigen-Presenting Cells) [51]. De plus, par un phénomeéne de
trogocytose dépendant du CTLA-4, les Trec €changent un fragment de leur membrane
plasmique avec celui de I’APC portant les molécules CD80 et CD86. Ce phénomeéne résulte en

I"'expression de PD-L1 par I’APC [52].
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Figure 14 : Les différents sous-types de LTs CD4+ auxiliaires et régulateurs. Ty = T Helper; Ten =T
folliculaire Helper; Tres = T régulateur ; IFNy = Interféron y; IL = Interleukine ; TGF- = Facteur de
croissance transformant-p.
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LES LTs CD8*
Les LTs CD8* sont aussi appelés LTs cytotoxiques, car ils sont équipés pour éliminer les cellules
cibles, transformées (cancer), ou lors d’infections intracellulaires par des agents bactériens,

viraux, fongiques ou parasitaires. Pour cela, les LTs CD8* exercent plusieurs grandes fonctions.

La premiere grande fonction des LTs CD8* est la production de cytokines. Tout comme pour les
LTs CD4*, il existe plusieurs sous-types de LTs CD8*, suivant les cytokines qu’ils produisent
(Figure 15). Les principaux sous-types sont les T cytotoxiques (Tc) 1, les Tc2, les Tc9, les Tc17 et
les Tc22 [53]. Les Tcl sont caractérisés par leur production de cytokines pro-inflammatoires,
comme I'IFNy et le TNF-a.. Ce sous-type de LTs CD8* est tres efficace contre les cellules
cancéreuses et les cellules infectées par des virus. Les Tc2 sont caractérisés par la production
d'lIL-4, IL-5 et IL-13, et sont impliqués dans la médiation de la réponse allergique,
particulierement dans le tractus respiratoire. Les Tc9 sont similaires aux Tc2, mais ils produisent
aussi de I'lL-9, impliquée dans le développement de I'asthme et I’hyperréactivité bronchique,
et ne sont que trés peu cytotoxiques. Les Tc17 produisent de I'lL-17A, de I'lL-17F et de I'lL-22.
Ces cellules peu cytotoxiques, sont particulierement impliquées dans la réponse antifongique.
Les Tcl7 ont été décrits comme déléteres dans certaines maladies auto-immunes, comme la
sclérose en plaque et la réaction du greffon contre I'héte. Enfin, comme les Tcl7, les Tc22 se
caractérisent par leur production d’IL-22 et d’IL-17. Cependant, leur production d’IL-17 est
moindre. Les Tc22 contribuent a la progression de pathologies inflammatoires comme le

psoriasis, et ont une forte activité antitumorale.

IL-17
IL-22 IL-2
TNF-a

Figure 15 : Les différents sous-types de LTs CD8+ cytotoxiques. Tc = T Cytotoxique ; IFNy = Interféron
v ; IL = Interleukine ; TNF-oo = Tumor Necrosis Factor-a.
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La seconde grande fonction des LTs CD8* est leur production et relargage de granules

contenant de la perforine et les granzymes (Figure 16).

Enfin, les LTs CD8* peuvent détruire les cellules cibles a la suite de I'interaction de Fas avec son
ligand FasL. En effet, si la molécule Fas, exprimée par les LTs CD8* et les cellules NK, entre en
contact avec son ligand FasL sur une cellule infectée, une cascade de caspase se déclenche dans

la cellule cible et entraine son apoptose (Figure 16).

Cytotoxicité Induction d’apoptose

Caspases

J

Apoptose

Figure 16 : R6les de LTs CD8+. LT = Lymphocyte T, FasL = Ligand de Fas.

ENTRE IMMUNITE INNEE ET ACQUISE

Certaines cellules immunitaires ont des caractéristiques a la fois de I'immunité innée et acquise.
C'est le cas des cellules NK T, qui partagent des caractéristiques des cellules NK et des
lymphocytes T [54]. La plupart des cellules NK T possedent un TcR oy semi-invariant, afin de
détecter des antigénes présentés sur des molécules MHC non classiques, les CD1d, présentes
sur les cellules présentatrices d’antigenes. Contrairement aux LTs conventionnels, les NK T
n‘expriment pas de molécules CD4 ou CD8. De plus, ils possedent également des
caractéristiques des cellules NK de I'immunité innée, comme la molécule de surface CD161,

impliquée dans la régulation de la cytotoxicité des cellules NK.

44



. 'IMMUNITE INTESTINALE

STRUCTURE DE L'INTESTIN

L'intestin est composé de 2 segments principaux : I'intestin gréle et le gros intestin. Cette partie

bibliographique se concentre sur la structure du gros intestin.

Le gros intestin est divisé 4 segments : le caecum, le cdlon, le rectum et I'anus. Le caecum relie
I'intestin gréle et le c6lon. Le cblon est divisé en 4 parties: le c6lon ascendant, le célon
transverse, le colon descendant et le colon sigmoide (Figure 17). Le gros intestin se termine

ensuite par le rectum et I'anus.

Coélon

transverse

Célon ascendant Colon descendant

Caecum Cblon sigmoide

Figure 17 : Parties du cblon.

Le cblon est composé de 4 couches: La séreuse, la musculeuse, la sous-muqueuse et la

mugqueuse (de I'extérieur vers la lumiere intestinale) (Figure 18).
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Figure 18 : Structures de la paroi intestinale.

La séreuse est la partie externe de I'intestin. Elle constitue une partie du péritoine, délimitant
la cavité abdominale et les visceres contenus a l'intérieur. La séreuse est constituée d’une
couche simple de cellules épithéliales, qui tapisse I'abdomen, le pelvis et les viscéres. Elle est
elle-méme constituée de 3 feuillets : le péritoine viscéral (en contact avec l'intestin), le
péritoine pariétal (qui tapisse 'abdomen), et la cavité péritonéale (entre le péritoine viscéral et

le péritoine pariétal). La séreuse joue un réle de maintien des organes.

Le long de la séreuse se trouve la musculeuse, composée de 2 couches de fibres musculaires
lisses. La musculeuse sert aux mouvements de l'intestin, et a sa tonicité. Ses contractions

assurent le transit du contenu intestinal, dans un phénomene appelé péristaltisme.

Sous la couche musculeuse se trouve la couche sous-muqgueuse, composée de glandes
mugueuses, de tissu conjonctif, de vaisseaux sanguins et lymphatiques et de nerfs. Elle assure

I"élasticité de I'intestin lors des mouvements péristaltiques.

La muqgueuse est la couche qui se trouve en contact direct avec la lumiére intestinale, formant
des villosités. Elle est composée d’une couche de cellules épithéliales reposant sur une lame
basale la séparant d’un tissu conjonctif appelé Lamina Propria (LP). La LP contient des vaisseaux
sanguins, des myofibroblastes, des nerfs, et une grande variété de cellules immunitaires. Au-

dessus, I'épithélium contient des cellules épithéliales, appelées entérocytes, ainsi que d’autres
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cellules spécialisées : des cellules caliciformes, des cellules microfold (M), des cellules de

Paneth, des cellules entéro-endocrines et des cellules souches. (Figure 19).

Lumiére
intestinale

Entérocyte

‘ Cellule entéro-endocrine

Cellule souche
. Lymphocyte Intra-Epithélial
g Cellule caliciforme
Cellule M
® Antigéne microbien
Epithélium

Lamina [
propria

Figure 19 : Structure de la muqueuse colique. Mac = Macrophage ; DC = Cellule Dendritique ; ILC =
Cellule Lymphoide Innée ; Ty = LT auxiliaire ; Treg = LT régulateur.

L’EPITHELIUM INTESTINAL

Les cellules caliciformes sont des cellules glandulaires spécialisées dans la production de mucus
tapissant I"épithélium intestinal. La quantité de cellules caliciformes augmente le long du tube

digestif créant une barriere physique protectrice entre le contenu intestinal et I'épithélium.

Les cellules M ont une structure repliée a leur surface luminale. Elles ne sécréetent ni enzymes
digestives, ni mucus, et sont donc couvertes d’une couche de mucus plus fine que les
entérocytes voisins. Les cellules M sont donc directement exposées aux micro-organismes dans
la lumiére intestinale. Ainsi, ces cellules assurent le transport d’antigenes de la lumiere

intestinale vers les organes lymphoides périphériques intestinaux.

Les cellules entéro-endocrines produisent des hormones impliquées dans la coordination des

étapes de la digestion : absorption des nutriments, sécrétion d’insuline et sentiment de satiété
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[55]. Localisées dans les cryptes intestinales, les cellules souches sont responsables du

renouvellement de I'épithélium [56].

La muqueuse contient également des tissus lymphoides associés au tube digestif (GALT, Gut-
Associated Lymphoid Tissu). Les plaques de Peyer, localisées uniqguement dans 'intestin gréle,
contiennent des regroupements importants de lymphocytes T et B, organisés en follicules
lymphoides. D’autres lymphocytes sont enchassés dans la barriére épithéliale [57]. La majorité
de ces Lymphocytes Intra-Epithéliaux (IELs, intra-Epithelial lymphocytes) sont des LTs, et
principalement des CD8* (80%), suivis par les LTs y& (20%) puis les LTs CD4* (1%). Méme en
absence d’infection, les IELs présentent un phénotype de LTs activés, et contiennent des

granules cytotoxiques avec de la perforine et des granzymes.

Pour rester accrochés a la barriere épithéliale, les IELs expriment différents marqueurs de
surface (Figure 20) [58,59]. Dans l'intestin gréle, le récepteur de Chimiokine C-C (CCR, C-C
Chemokine Receptor) de type 9 (CCR9) se lie a son Ligand de Chimiokine C-C (CCL) de type 25
(CCL25) exprimé par les entérocytes. De plus, I'intégrine a4B7 se lie a I'E-cadhérine exprimée
par les entérocytes. Dans le colon, seulement 37% des IELs expriment CCR9 [60]. Ainsi, pour se
maintenir dans I'épithélium, ils expriment une molécule similaire a CCR9, CCR10, se liant a son

ligand CCL26 exprimé par les entérocytes du colon.

Lumiére intestinale

E-cadherine

Intestin Colon
gréle

Figure 20 : Expression de molécules d’adressage intestinal par les IELs. LT = Lymphocyte T.
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LA LAMINA PROPRIA

En-dessous de I"épithélium se trouve la lamina propria, un tissu conjonctif contenant une

grande diversité de cellules immunitaires.

Les cellules dendritiques et les macrophages sont parmi les cellules immunitaires les plus
présentes dans la lamina propria, et longent I'épithélium [61]. De cette maniere elles peuvent
détecter des antigénes présents dans l'intestin, de différentes maniéres :
- Les antigénes peuvent étre transportés a travers I'épithélium par les entérocytes eux-
mémes, ou par les cellules M.
- Un entérocyte infecté, en entrant en apoptose, peut libérer des antigénes dans la
lamina propria, directement aux macrophages ou aux DCs.
- Les macrophages et les DCs peuvent créer des prolongements cytoplasmiques au
travers de I"épithélium, pour directement phagocyter du contenu intestinal.
- Les cellules caliciformes peuvent transporter des antigenes solubles de leur pole apical
a leur p6le basal, dans la lamina propria.
En capturant ces antigenes intestinaux, les DCs jouent un réle important dans la mise en place
d’une tolérance immunitaire envers les cellules du soi et les micro-organismes bénéfiques du
microbiote intestinal. Cette tolérance immunitaire est médiée en grande partie par les LTs

CD4+ de la lamina propria, bien plus abondants que dans I'épithélium intestinal.

Les cellules lymphoides innées (ILCs, Innate Lymphoid Cells) sont classées en 3 groupes : ILC1,
ILC2 et ILC3. Elles participent a la protection de 'organisme contre des pathogénes, et a
I'noméostasie intestinale. Comme les sous-types de LTs auxiliaires, les sous-types d’ILC
difféerent par les cytokines qu’elles produisent et les cytokines qui déclenchent leur
différenciation. En effet, les ILCs s’activent de maniere indépendante des antigénes,
uniqguement a la suite de stimuli chimiques. Ainsi, les ILC1 s’activent aprés détection d’IL-12,
d’IL-15 ou d’IL-18, et en retour expriment le facteur de transcription T-bet (T-box transcription
factor) et produisent de I'lFNy, et exercent de ce fait une action pro-inflammatoire. Les ILC2
s’activent en réponse aux IL-25 et [L-33, puis expriment le facteur de transcription GATA-3

(GATA binding protein 3) et produisent de I'lL-5 et de I'lL-13, afin d’induire une réponse
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immunitaire de type Tu2. Enfin, les ILC3 détectent I'lL-1B et I'IL-23, puis expriment le facteur de
transcription RORyt, (Receptor-related Orphan Receptor-y) et produisent de I'lL-17, de I'lL-22

du GM-CSF et des lymphotoxines.

Dans la muqueuse intestinale, la classe dominante d’anticorps est I'immunoglobuline A (IgA),
produite dans la lamina propria par les plasmocytes [62]. A cet endroit, les IgA sont
principalement sous forme de dimeres, attachés par une chaine J. Les LBs naifs précurseurs des
plasmocytes producteurs d’IgA sont activés dans les Plaques de Peyer ou dans les ganglions
mésentériques. Les LTs auxiliaires Trn aident ensuite a la différenciation des LBs en plasmocytes
producteurs d’IgA grace a la production de cytokines parmi lesquelles I'lL-21. Les IgA traversent
ensuite I’épithélium pour rejoindre la lumiere intestinale, ou ils s’accrochent aux carbohydrates
composant le mucus. Dans la lumieére intestinale, les IgA peuvent ensuite neutraliser les
pathogénes et induire si nécessaire une réponse immunitaire ciblée. On estime que jusqu’a
75% des micro-organismes commensaux du microbiote sont recouverts d’IgA, les empéchant

d’infiltrer I’épithélium et de créer une infection.

LE MICROBIOTE INTESTINAL

Le microbiote intestinal, ou flore intestinale, est composé de I'ensemble des micro-organismes
commensaux qui vivent en symbiose dans notre intestin [63]. Méme si d’autres parties de notre
corps ont leur propre microbiote (bouche, poumons, vagin, peau), on estime que 95%, de nos
micro-organismes résident dans notre intestin [64]. Le microbiote intestinal comprend des
bactéries, des champignons et levures, mais aussi des virus et des phages. Dans ce chapitre,
une attention particuliére sera portée aux bactéries et aux champignons dont I'implication est

clé dans ce projet. Les virus et les phages ne seront pas abordés.

Le microbiote intestinal peut étre divisé en 2 compartiments, avec des compositions
différentes : la lumiére intestinale et la muqueuse [65]. Le microbiote de la lumiéere intestinale
est le plus étudié, car il peut étre prélevé dans le microbiote fécal. Le microbiote associé a la
mugueuse intestinale est enfermé dans un mucus épais. Il est donc plus difficile de le prélever

et de I'analyser.
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LE MICROBIOTE BACTERIEN

COMPOSITION

Le microbiote intestinal chez I'homme contient plus de cent mille milliards (10'%) de
microorganismes, et la densité bactérienne a été estimée a 102 bactéries par millilitre dans le
cOlon [63,66]. |l pese entre 1 et 2 kg, et contient prés de 200 espéces bactériennes différentes
par individu [67]. La répartition des espéces du microbiote n’est pas uniforme sur toute la
longueur du tractus digestif. Les variations de pH et de concentration de dioxygéene (02) en sont
la principale cause. L'environnement de I'estomac est trés acide (2 < pH < 5), ainsi on retrouve
seulement 10%3 bactéries/mL vivant en condition aérobie. Vient ensuite I'intestin gréle, divisé
en 3 segments : le duodénum, le jéjunum et I'iléum. La population bactérienne se densifie le
long de l'intestin gréle, de 10*° bactéries/mL dans le duodénum, jusqu’a 107® bactéries/mL
dans liléum [68]. Enfin, la majorité des bactéries du microbiote intestinal, soit 10'?
bactéries/mL se trouvent dans la partie qui fait suite a I'intestin gréle, le c6lon, en anaérobie et
a pH 55 a 7 (Figure 21) [69]. Ainsi le terme « microbiote intestinal » décrit souvent le

microbiote du cblon uniquement.

Estomac
102»3
Duodénum
103
Jéjunum Célon
104-5 1012
lléum
107»8

Figure 21 : Estimation de la densité des populations bactériennes le long du tube digestif. Les
quantités indiquées sont exprimées en bactéries/mL.

Pendant des années, I'étude du microbiote intestinal s’est basée sur des approches de culture
bactérienne. Les conditions de culture a mettre en place étant particulierement spécifiques, il

était difficile d’identifier toutes les espéces bactériennes faisant partie du microbiote intestinal.
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De nouvelles approches ciblant I’ADN bactérien ont permis une étude plus approfondie des
espéces colonisant le microbiote intestinal. Pour cela, un fragment d’ARN particulier contenu
dans les ribosomes bactériens est utilisé. Les ribosomes bactériens sont composés de deux
sous-unités : une grande sous-unité, appelée 50S, et une petite sous-unité, appelée 30S (Figure
22). La petite sous-unité contient un ARNr 16S, spécifique de chaque genre bactérien, et qui
permet de détecter toutes les bactéries et parfois d’identifier les bactéries au niveau de
I"'espéce [70]. C'est la raison pour laquelle pour identifier les bactéries colonisant le microbiote
intestinal, on utilise ’ADN codant pour I’ARN ribosomal (ARNr) 16S, qui est d’abord amplifié,

puis séguencé.

'/ ARNr 58

Grande sous-unité

508 W

Petite sous-unité
308

Figure 22 : Structure des ribosomes bactériens.

Cette méthode a permis de mettre en évidence les 6 phyla bactériens le plus présents dans le
microbiote intestinal :  Bacillota, Bacteroidota, Actinomycetota, Pseudomonadota,
Fusobacteriota, et Verrucomicrobiota. La proportion de ces 6 phyla differe entre les individus,
mais les phyla Bacillota et Bacteroidota représentent plus de 80% du microbiote intestinal d’un
individu [71]. En 2021, le Comité International de Systématique des Procaryotes (ICSP,
International Comittee on Systematics of Prokaryotes) a renommé et re-classifié 42 phyla de
bactéries et d’archées, afin de standardiser les recherches en microbiologie. Ainsi, les 6 phyla
précédemment cités, les plus présents dans le microbiote, étaient autrefois connus sous les
noms de Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria et
Verrucomicrobia. La Figure 23 présente les principales classes, ordres, familles, genres et
espéces retrouvées dans les microbiotes intestinaux de personnes saines, avec la nouvelle

nomenclature.

En plus de la grande diversité d’especes présentes dans le microbiote intestinal, ces bactéries

présentent également une grande diversité génétique. Ainsi 3,3 millions de génes uniques sont
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portés par les bactéries du microbiote intestinal, soit 150 fois plus que le génome humain (30
000 genes) [72]. Le terme microbiome est alors utilisé pour décrire I'ensemble des micro-

organismes constituant le microbiote intestinal ainsi que leur génome.

PHYLUM CLASSE ORDRE FAMILLE GENRE ESPECE

ycobacterialesgztC orynebacteriaceageeg> orynebacteriu Bifidobacterium
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Bifidobacteriale geemBifidobacteriaceae . -
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Clostridii
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Figure 23 : Classification non exhaustive d’exemples d’espéces bactériennes présentes dans le
microbiote intestinal, avec leur nouvelle taxonomie.
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FONCTIONS

Le microbiote intestinal est impliqué dans la santé de I’'h6te (Figure 24).

Digestion
Fermentation des glucides
Absorption des nutriments

Systéme immunitaire
Tolérance immunitaire
Immunosurveillance

Barriére
Renforcement les jonctions
dans 'épithélium Métabolisme
Production de vitamines et
d’hormones

Figure 24 : Réles du microbiote intestinal.

Son role principal est d’aider a la digestion et a I'absorption des nutriments. Certains composés
alimentaires, majoritairement des carbohydrates, ne sont pas digérés par les enzymes de
digestion de I’hdte. Ainsi, ils poursuivent leur périple le long du tractus digestif, jusqu’au célon,
ou les bactéries et leurs enzymes spécifiques les dégradent. Les produits de cette dégradation
peuvent ensuite étre assimilés par nos cellules. La fermentation des carbohydrates par le
microbiote intestinal entraine la production d’Acides Gras a Chaines Courtes (SCFAs, Short-
Chain Fatty Acids), qui peuvent étre utilisés par les cellules humaines comme précurseurs de la
gluconéogeneése, lipogenese, and cholesterologenése [73]. La fermentation par le microbiote
intestinal entraine également la production de gaz, comme le dioxyde de carbone (CO,), le

dihydrogéne (Hz) et le méthane (CHa4) [74].

Le microbiote intestinal joue aussi un réle important dans le renforcement et 'intégrité de la
barriére intestinale. Des études ont montré que certaines bactéries modulent I'expression de
protéines impliquées dans le maintien des desmosomes, permettant de renforcer I'adhésion
des cellules épithéliales entre elles [75]. La production de SCFAs par le microbiote intestinal
permet de renforcer les jonctions serrées de [I'épithélium, notamment en augmentant
I'expression des génes codant pour ZO-1 et I'occludine [76]. Au niveau des jonctions serrées
entre les cellules épithéliales, la protéine ZO1 permet de lier I'actine du cytosquelette avec la

protéine occludine, impliquée dans la stabilité de la jonction serrée.
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Le microbiote intestinal est en collaboration étroite avec notre systéeme immunitaire. D’un
point de vue immunogene, les micro-organismes sont percus comme des pathogenes par le
systeme immunitaire, qui devra les reconnaitre et les éliminer. Cependant, la grande majorité
des micro-organismes du microbiote sont commensaux (non-pathogenes), et cohabitent avec
I"hote. Le microbiote et le systéeme immunitaire ont donc évolué ensemble depuis la naissance
de I'hbte, pour parfaire leur relation collaborative contre les pathogénes [77]. La relation entre

microbiote et immunité est détaillée page 59.

LE MICROBIOTE FONGIQUE

Aussi appelé mycobiote, le microbiote fongique comprend tous les champignons filamenteux
et levures colonisant notre intestin, estimé a 10° cellules fongiques par gramme de contenu
intestinal [78]. Bien que les champignons représentent moins de 1% des microorganismes
commensaux intestinaux, ils ont une taille environ 100 fois supérieure a celle des bactéries [79].
Méme si les variations du mycobiote le long du tube digestif sont peu décrites, la proportion
de cellules fongiques est probablement plus importante dans 'appareil digestif supérieur

(estomac et intestin gréle).

COMPOSITION

Comme pour le microbiote bactérien, I'étude du mycobiote est rendue complexe par la
difficulté de cultiver les champignons issus du microbiote. Des méthodes de séquencage,
similaires au séquencage 16S bactérien ont été développées afin de déterminer les especes
constituant le mycobiote. Ces méthodes reposent sur le séquencage du fragment d’ADN
codant pour une séquence d’ARNr Espaceur Interne Transcrit (ITS, Internal Transcribed Spacer).
Ce fragment d’ADN est divisé en 2, ITS1 et ITS2, chacun fournissant des caractéristiques pour
I'identification du champignon [80]. La longueur de la séquence ITS varie d’'un champignon a
I"autre, ce qui impacte I'efficacité de I'amplification de la séquence d’ADN avant le séquencage

[81]. Cette méthode, bien que déja trés utilisée, est toujours en cours d’amélioration.

La majorité des espéces fongiques du mycobiote sont des anaérobes facultatifs, et peuvent

persister dans des environnements compléetement hypoxiques, comme le célon.
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Les 2 phyla principaux du mycobiote sont Ascomycota (70%) et Basidiomycota (30%). Le
mycobiote est tres variable d’un individu a I'autre, mais on estime que généralement, une
vingtaine d’espéces fongiques le colonisent. Cependant, 10 genres fongiques semblent étre
communs a la plupart des mycobiotes : Candida, Saccharomyces, Penicillium, Aspergillus,

Cryptococcus, Malassezia, Cladosporium, Galactomyces, Debaryomyces and Trichosporon.

Des études suggérent que le microbiote fongique est transitoire plutét que stable. En effet, les
champignons sont trés présents dans certains aliments et dans I’'environnement. On en
retrouve principalement dans le fromage, la biére, le pain, le vin, et I'air. Il serait alors possible
qgu’une partie des champignons du mycobiote provienne de I'ingestion de souches fongiques
de l'alimentation. Une fois dans l'intestin, ces champignons colonisent l'intestin, et ce, de
maniére transitoire [82]. Ce sont les champignons non-résidents, car ils rencontrent des
difficultés voire incapacités a coloniser I'intestin a 37°C. D’autres champignons, les résidents,

peuvent perdurer dans le temps, en colonisant I'intestin.

FONCTIONS
Plusieurs études ont mis en évidence des interactions entre les bactéries et les champignons
du microbiote (Figure 25). Ces interactions peuvent étre classées en 3 catégories [83]:
- Mutualisme : chague micro-organisme trouve un avantage dans l'interaction.
- Commensalisme : 'un des micro-organismes trouve un avantage dans |'interaction,
sans affecter négativement I'autre micro-organisme.
- Compétition : les deux micro-organismes subissent des effets négatifs de cette

interaction.
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Figure 25 : Exemples d’interactions entre les bactéries et les champignons du microbiote intestinal.

(Source : [83])

Etant donnée la structure de la paroi des champignons, ils sont primordiaux pour le microbiote

bactérien. En effet, ils sont composés de polysaccharides complexes, pouvant servir de source

de carbone pour les bactéries [84]. Par exemple, les B-glucanes et la chitine sont impactés par

les bactéries du microbiote intestinal, qui les dégradent de maniéere enzymatique [85].

Les champignons ne sont par définition pas impactés par les antibiotiques. Au contraire, il a été

montré que lors de traitements antibiotiques, les champignons colonisent plus facilement le

microbiote qu’en présence de bactéries [86].
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EVOLUTION DU MICROBIOTE INTESTINAL

Avant la naissance, le feetus est considéré comme stérile. Ce n’est qu’a partir de la naissance
que son microbiote commence a se former. Lors d’une naissance par voies naturelles, le
nouveau-né est en contact avec le microbiote vaginal et intestinal de sa mére, ensemencant le
tractus digestif. S'il est ensuite allaité, il ingérera également du microbiote de la peau, et
certaines bactéries et champignons contenues dans le lait maternel, appelées probiotiques
[87]. Le lait maternel contient également des prébiotiques, qui favorisent la croissance du
microbiote de I'enfant. Le microbiote intestinal continue de se former durant les 2 a 3
premieres années de la vie, avec l'introduction de la nourriture solide notamment. Durant cette
période, le microbiote éduque le systeme immunitaire de I'héte, en distinguant les micro-

organismes commensaux des pathogénes [88].

A I'dge adulte, le microbiote intestinal est relativement stable. Cependant, le mode de vie de
I’'hote peut moduler sa composition et sa fonction. La principale source de modification du
microbiote intestinal est I'alimentation. Généralement, une alimentation riche en fruits,
légumes et fibres alimentaires est associée avec un microbiote riche et diversifié, a la fois au
niveau des espéces bactériennes et fongiques [89,90]. D’autres aspects du mode de vie
peuvent également impacter la composition du microbiote intestinal, comme I'dge, la pratique

d’une activité sportive, la prise de médicaments, et principalement d’antibiotiques [91,92].

Si certains facteurs environnementaux peuvent favoriser un microbiote riche et stable, d’autres
peuvent au contraire entrainer un déséquilibre, appelé dysbiose. Plusieurs modifications
peuvent étre a 'origine d’une dysbiose intestinale. La proportion de bactéries commensales
peut diminuer, entrainant ou non une augmentation de la proportion de bactéries pathogénes.
Une baisse de la richesse et de la diversité peut aussi étre considérée comme une dysbiose. Ce
déséquilibre affecte les fonctions du microbiote et lui fait perdre son réle protecteur. Ainsi, la
barrieére intestinale est fragilisée, laissant I'opportunité a des pathogenes et a des produits
bactériens d’infiltrer 'organisme de son hote. Le systeme immunitaire crée une inflammation
initialement pour contenir l'infiltration bactérienne, pouvant finalement détruire le tissu

intestinal [93].
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INTERACTIONS ENTRE L'IMMUNITE INTESTINALE ET LE MICROBIOTE

La reconnaissance du microbiote intestinal par le systéme immunitaire est primordiale, afin
d’induire une tolérance immunitaire envers les micro-organismes bénéfiques et une réponse

inflammatoire contre des agents pathogeénes.

DETECTION DES MAMPS

Les cellules épithéliales et immunitaire de I'intestin de I’'h6te peuvent détecter des MAMPs,
grace a des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR, Pattern Recognition
Receptor). Ainsi, les cellules de la muqueuse intestinale peuvent exprimer différentes classes

de PRRs, a leur surface ou dans leur cytosol, dont les principaux sont :

Les récepteurs de type-Toll (TLR, Toll-Like Receptor) [94,95]
Les TLRs sont des protéines transmembranaires, pouvant étre exprimées a la surface des
cellules, ou a la surface d’endosomes a l'intérieur de la cellule. Sous forme de monomeres, ou
de dimeres, ils peuvent reconnaitre différents types de molécules :
- Dimére TLR1 — TLR2 (surface): Reconnait des lipoprotéines bactériennes, des
composants des parois de bactéries Gram*, et des MAMPs fongiques.
- Dimére TLR2 — TLR6 (surface) : Reconnait des lipoprotéines bactériennes, |'acide
lipoteichoique et des B-glucanes fongiques.
- Dimeére TLR4 (surface) : Reconnait I'acide lipoteichoique, des lipopolysaccharides (LPS),
des polysaccharides et des composants des parois des champignons.
- Monomere TLR5 (surface) : Reconnait la protéine flagelline dans les flagelles de
bactéries.
- Monomere TLR3 (endosomal) : Reconnait I'’ARN viral double brin et 'ADN fongique
double brin.
- Monomere TLR7 (endosomal) : Reconnait I’ARN viral et fongique simple brin.

- Monomere TLR9 (endosomal) : Reconnait I’ADN génomique double brin fongique.
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Une fois la cible fixée sur le TLR, une cascade de signalisation s’active dans la cellule, entrainant

généralement une réponse pro-inflammatoire.

Récepteurs de type NOD (NLR, NOD-Like Receptors) [96]

Les NLRs sont des capteurs cytoplasmiques détectant des dommages cellulaires et des
infections bactériennes. En cas de présence d’ATP extracellulaire, due a la mort de cellules
voisines, un flux d’ion K* entre dans la cellule, et active les NLRs cytoplasmiques. Ills peuvent
également détecter différents types de peptidoglycanes, formant les parois bactériennes. Une
fois activés, ils activent le facteur de transcription NFkB pour enclencher une réponse pro-

inflammatoire.

DETECTION DES METABOLITES

En plus des molécules caractéristiques des bactéries exprimées a leur surface et reconnues par
les PRRs, les micro-organismes du microbiote intestinal produisent des métabolites libérés dans
la lumiére intestinale. Ces petites molécules sont des produits dérivés de I'activité métabolique
des micro-organismes, et peuvent impacter avec le systeme immunitaire [97]. Ces métabolites

aux capacités immunomodulatrices sont appelés immuno-métabolites.

Les SCFAs (butyrate, propionate et acétate) font partie des immuno-métabolites les plus
étudiés. Le butyrate exerce un effet anti-inflammatoire, notamment en favorisant les
populations de Tres, Mais aussi en empéchant la différenciation de LTs naifs en LTs effecteurs
produisant de I'lIFNy. Il favorise la production d’IL-10 anti-infammatoire par les DCs et décroit
ainsi la population de Tul7. Le butyrate limite aussi le transport de bactéries a travers
I"épithélium intestinal par les macrophages et prévient ainsi I'inflammation intestinale. Les
SCFAs ont également un effet anti-inflammatoire indirect, en renforcant l'intégrité de la
barriere intestinale [76]. Cela prévient la translocation bactérienne a travers I'épithélium et
limite l'inflammation. Dans certains cas, les SCFAs peuvent aussi exercer un effet pro-
inflammatoire, notamment en promouvant les populations de Tyl et Tul7 en contexte
infectieux. La détection de succinate par les macrophages entraine leur différenciation en

macrophage de type M1 (Pro-inflammatoire).
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Les effets des SCFAs sont principalement médiés par 2 voies: l'inhibition des Histones
DésACétylases (HDACs) et I'activation de récepteurs de surface [98,99]. En inhibant I'activité
des HDACs, les SCFAs favorisent I'acétylation des histones, ce qui entraine I'induction et/ou la
répression de I'expression de certains génes. Par exemple, le butyrate ou le propionate, en
inhibant I'activité des HDACs, limitent I'expression des génes codant pour la cytokine pro-
inflammatoire 1L-8 par des cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine (HUVEC)
stimulées avec des Lipopolysaccharides [100]. Les SCFAs peuvent aussi directement activer des
Récepteurs Couplés a la Protéine G (GPCR, G Protein-Coupled Receptors), notamment GPR41
et GPR43, exprimés par les adipocytes, les cellules épithéliales du cblon et les cellules
mononucléées sanguines périphériques [101]. L'engagement de ces récepteurs peut entrainer
un effet anti-inflammatoire, en inhibant le facteur de transcription NF-kB, ce qui réduit ainsi la

production de cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-6 [100].

Le microbiote intestinal produit également des vitamines B, entrainant des effet pro- et anti-
inflammatoires chez les cellules immunitaires suivant leur type [102]. Par exemple, la vitamine
B12 promeut la survie cellulaire des LTs et des cellules NK. La vitamine B5 soutient la production

de cytokines pro-inflammatoires, et aide a I’élimination de certains pathogéenes microbiens.

Des acides aminés ainsi que des dérivés métaboliques des acides aminés peuvent exercer un
effet immuno-stimulant. C’est le cas notamment du tryptophane et de ses dérivés, comme les
indoles et la kynurénine. Ces métabolites sont détectés apres internalisation par la cellule, par
le Récepteur d’Aryl hydrocarbone (AhR, Aryl hydrocarbone Receptor) [103]. Ces métabolites
sont généralement décrits comme immunosuppresseurs, en inhibant I'expression de MHC de
classe Il par les DCs, et en favorisant la production de cytokines anti-inflammatoires.

Ainsi, le systéeme immunitaire est faconné en grande partie par le microbiote intestinal et par
les métabolites qu’il produit. Un déséquilibre de ce dernier peut étre a I'origine de nombreuses
pathologies, et notamment du cancer [104]. Un microbiote intestinal sain est souvent corrélé
avec un systeme immunitaire efficace, indispensable dans la prévention et I'élimination des

cancers.
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V. LES LTs y6 AU CCEUR DU DIALOGUE IMMUNITE-MICROBIOTE

Les LTs y& sont parmi les populations immunitaires majoritaires dans les muqueuses, comme
les poumons, la peau et les intestins, et sont donc a l'interface directe entre le milieu extérieur,
les microbiotes et I'organisme. Les liens entre le microbiote et les LTs y& seront abordés apreés

une présentation de leurs caractéristiques.

LES SOUS-TYPES

Le TcR des LTs yb est composé d’une chaine y et d’une chaine §, tandis que les TcR des LTs
conventionnels sont composés d’une chaine a et d’une chaine B. Les TcR y& sont beaucoup
moins variables que les TcR af, car ils ne subissent pas de réarrangement et pas de sélection
thymique. Ainsi, les TcR yb reconnaissent des motifs non-variables. Suivant les chainesy et §
formant le TCR, différents sous-types de LTs yd peuvent étre décrits [105,106]. Ces sous-types
résident dans des tissus distincts, et sont différents entre I'homme et la souris (Figure 26). Les
LTs yd sont généralement retrouvés dans les muqueuses, ou ils constituent la premiére ligne

de défense contre les pathogenes.

V61 —— Sang, peau, intestins, rate et foie
V62 —— Sang

V&3 —— Sang (trés peu), et foie

Vyl | |—— Tissue lymphoide et foie

Vy2

Vy3

Vy4 — Tissues lymphoides, poumons, foie et peau
Vy5 —— Peau

Vy6 —— Utérus, poumons, langue, foie.

Vy7 |—— Muqueuse intestinale

Figure 26 : Les sous-types de LTs y6 chez ’lhomme et chez la souris, et leur localisation, en fonction
de leurs chaines y et 8. LT = Lymphocyte T.
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Chez I'homme, les sous-types de LTs yd sont définis par leur chaine 8, alors que chez la souris,

ils sont définis par leur chaine y.

Chez ’'homme, on distingue principalement les V62* des V62" Les V52" sont majoritairement
présents dans le sang, et son impliqués dans les réponses anti-infectieuses et antitumorales
[107,108]. lls peuvent étre couplés a différentes chalnes y, mais sont le plus souvent couplés a

la chalne y9, formant ainsi le sous-type Vy962.

Les V62 sont principalement des V1, circulant dans le sang, ou résidant dans I'épithélium
intestinal, la peau, la rate et le foie, sont impliqués dans le maintien de l'intégrité du tissu
épithélial. lls peuvent exercer des effets antitumoraux et antiviraux. Enfin, les V&3 sont détectés
dans le sang de patients avec des infections virales, notamment au Virus de I'lmmunodéficience
Humaine (HIV, Human Immunodeficient Virus). Des LTs y6 exprimant d’autres chaines V6 ont
été détectés chez des patients atteints de lymphome, mais leur réle n’a pas encore été
déterminé. Chez la souris, 7 sous-types de LTs yd sont identifiés, et résident dans des tissus

particuliers (26).

LEURS FONCTIONS

Il existe un autre moyen de classer les LTs y§, suivant les cytokines qu’ils produisent. Ainsi, que

ce soit chez I'homme ou chez la souris, on distingue les LTs y81 et y617 (Figure 27) [109].

= / LT ap | -

L yo1 |0 .o IEN,

i LT y& -

yo17 |:o v, w7

Figure 27 : Les sous-types de LTs y6 chez ’homme et chez la souris en fonction des cytokines qu’ils
produisent. LT = Lymphocyte T, IFNy = Interféron y, IL = Interleukine.
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Les LTs y&1 se caractérisent par leur production d’IFNy, tandis que les y817 produisent
principalement de I'lL-17. Les LTs yd peuvent exercer une action cytotoxique contre des cellules
infectées ou transformées, notamment en libérant des granules contenant des enzymes
cytotoxiques (Figure 29) [110]. Ces enzymes sont de 2 familles : la perforine et les granzymes.
La perforine crée des pores dans la membrane plasmique de la cellule cible, ce qui permet aux

granzymes de rentrer a I'intérieur de la cellule et d’entrainer son apoptose.

Les LTs humains Vy982 présentent une grande plasticité fonctionnelle a la suite de leur

activation (Figure 28), similaire a celle des LTs CD4* [111].

Type g MHC I
APC

C::> CD80/86

Type
TREG

s ;v

/ Type / Type
T,17 T

o e
IL-17

Figure 28 : Populations de LTs Vy982 suivant leurs fonctions. IFNy = Interféron y, TNF-a = Tumor
Necrosis Factor, IL = Interleukine, MHC = Major Histocompatibility Complex. (D’aprés [111])

Comme les yb1, les LTs y& de type Tul se caractérisent par une production d’IFNy, parfois de
TNF-a, et sont particulierement cytotoxiques. Les LTs y& de type Tu2 permettent le recrutement
d’éosinophiles en sécrétant de I'lL-5. Les LTs y& de type Twl7 produisent de I'lL-17 et exercent
un effet pro-tumoral. Les LTs y& de type Ty produisant de I'lL-21 aident a la prolifération des
LTs et des LBs dans les centres germinatifs. Les LTs y& peuvent également présenter un
phénotype de type Treg, en exprimant le facteur de transcription FoxP3, et en produisant TGF-
B. De plus, les LTs Vy962 sont capables d’acquérir une fonction de cellule présentatrice
d’antigénes (Figure 29) [112,113]. Apres exposition a une molécule activatrice des LTs y§, le
zolédronate, les LTs y6 expriment des marqueurs et donc des fonctions d’APCs, comme CD80,

CD86 et les MHC de classes | et Il. En effet, lorsque les LTs y& sont cultivés avec un antigene
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exogene d’'intérét et du zolédronate, puis avec des LTs conventionnels naifs, ils induisent
I"initiation (« priming »), puis 'activation et la prolifération de LTs CD4" et CD8" spécifiques de
I'antigéne d’intérét. Les LTs y& avec un phénotype et une fonction APC ont également été

observés chez la souris [114].

Production de Cytotoxicité Présentation
cytokines d’antigénes

78

MHC II D8

0% o %, o °

Exemples:
IFNy

IL-17 ) .
Dégranulation

d’enzymes cytotoxiques

Figure 29 : Rbles de LTs y8. LT = Lymphocyte T, IFNy = Interféron y, IL = Interleukine, MHC = Major
Histocompatibility Complex, TcR =T cell Receptor.

LE v TCR

Le fonctionnement du y& TCR n’est pas encore complétement compris. Cependant, des études
ont permis de mettre en évidence des éléments nécessaires a |'activation des LTs yo via leur

TCR.

RECONNAISSANCE DE TYPE MHC

Comme les LTs conventionnels, les LTs y& peuvent étre activés via l'interaction de leur TCR avec
une molécule de type MHC classique (Figure 30). Il semblerait que certaines molécules MHC |
et MHC Il soient des ligands activateurs de LTs y& cytotoxiques. Il a été montré que certains LTs

y6 peuvent reconnaitre des MHC seulement si ces derniers présentent un antigene, quel gu’il
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soit [115]. Les MHC étant beaucoup plus stables lorsqu’ils portent un antigéne, il est possible

que les LTs yo ciblent ces MHC stables plutot que I'antigéne présenté.

H‘

|
Y6 TeR y& TcR y6 TeR
Peptide 1 @ © Peptide 2 Lipide A\
cbic/ MR1 EPCR
MHC I = MHC| ’ p1d N MIC A/B

ULBP4

©-

Figure 30 : Les reconnaissances de type MHC des TcR y6. TcR = T cell Receptor, MHC = Major
Histocompatibility Complex, MR1 = MHC-related protein 1, EPCR = Endothelial Protein C Receptor, MIC
A/B = MHC class I-related Chain A/ B, ULBP4 = UL16-Binding Protein 4

CD1c et CD1d sont des molécules de surface cellulaire de la famille des MHC non-classiques,
permettant aux APCs de présenter des lipides. Les LTs y& humains V&1 et V&3 peuvent
reconnaitre les CD1 présentant différents phospholipides et glycophospholipides (Figure 30)
[116]. Les y& TcR peuvent également reconnaitre des molécules CD1 ne présentant pas de

lipide, mais avec une plus faible affinité.

Les yd TcR peuvent interagir avec d’autres molécules de type MHC ne portant pas d’antigene,
comme les molécules de type MHC de classe | (MR1, MHC-related protein 1), le Récepteur
Endothélial de Protéine C (EPCR, Endothelial Protein C Receptor), les chaines A ou B
apparentées aux MHC de classe | (MICA/MICB, MHC class I-related Chain A/ B), le ligand UL16
de la Protéine 4 (ULBP4, UL16-Binding Protein 4) chez I’'homme (Figure 30), et le MHC de classe
Ib (T10/T22) chez la souris [117].

La reconnaissance de molécules MHC ou de type MHC par les y6 TcR semble étre indépendante

de I'antigéne porté par cette molécule.
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RECONNAISSANCE DIRECTE D’ANTIGENES

Les y& TcR détectent également des antigénes non portés par des complexes spécialisés, de la
méme maniére que les immunoglobulines. De cette maniére, ils peuvent détecter des
antigenes pathogenes viraux, comme la Glycoprotéine Virale Herpes Simplex | (HSV-gl, Herpex
Simplex Virus Glycoprotein ), ou bactériens, comme les Super Antigenes (SA) Enterotoxine
Staphylococcale A (SEA, Staphylococcal Enterotoxin A) ou 1-deoxy-d-xylulose 5-phosphate
synthase 2 (DXS2) (Figure 31) [118,119]. La détection de ces antigénes entraine I'activation du

LT y§, et la production d’IFNy.

¥4 TcR

Hsv-gl A O bx2
=

SEA

Figure 31 : Exemples d’antigenes reconnus directement par les TcR y6. TcR =T cell Receptor, HSV-g|
= Herpex Simplex Virus Glycoprotein |, SEA = Staphylococcal Enterotoxin A, DSX2 = 1-deoxy-d-
xylulose 5-phosphate synthase 2.

RECONNAISSANCE VIA LES BUTYROPHILINES

Chez 'homme, le TcR V62 est capable de détecter des molécules phosphorylées appelées
phosphoantigenes (p-Ags) [117]. Les 2 p-Ags les plus décrits sont les métabolites (E)-4-hydroxy-
3-methyl-but-2-enylpyrophosphate (HMBPP), et I'lsopentenylpyrophosphate (IPP). L'HMBPP
est un p-Ag bactérien, tandis que I'lPP est produit par les cellules eucaryotes et procaryotes,
par la voie du mévalonate. La reconnaissance de ces petites molécules par les y& TcR nécessite
un contact entre 2 cellules. Les protéines Butyrophilines (BTN) 3A1 et 2A1 ont été identifiées
comme essentielles pour la reconnaissance de p-Ags par les y& TcR. BTN3A1 et BTN2A1 sont
des protéines transmembranaires appartenant a la superfamille des immunoglobulines (Figure
32) exprimées par diverses cellules de I'organisme. A ce jour, le mode d’action des BTNs pour

présenter des p-Ags aux LTs yd n’est pas encore complétement établi. L’hypothése la plus
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admise est que le p-Ag se fixe au domaine intracellulaire B30.2 de BTN3A1. Cela permet la

formation d’un complexe BTN3A1-BTN2A1, entrainant I'activation du LT y6 via son TcR (Figure

|
¥6 TcR y6 TcR
—é

i Interaction

BTN3A1 BTN2A1 BTN3A1 BTN2A1

32) [120,121].

=’

B30.2 B30.2

P-Ag

©-

Figure 32 : Activation des TcR y6 via les phosphoantigénes. TcR =T cell Receptor, BTN = Butyrophiline,
APC = Antigen-Presenting Cell.

LTs v ET MICROBIOTE

Les LTs yb sont situés a l'interface entre les tissus et le milieu extérieur, et sont en contact
permanent avec des microorganismes commensaux et pathogéenes du microbiote. lls
permettent le maintien d’un microbiote sain et stable au cours du temps. Grace a leur
production d’IL-17, les LTs yd recrutent des neutrophiles, pouvant contréler la charge
microbienne, et sélectionner les micro-organismes commensaux [122]. Cependant, dans
certaines pathologies, comme |'obésité ou la stéatohépatite non alcoolique, une dysbiose
intestinale favorise la présence de micro-organismes pathogénes [123]. Cette augmentation de
la charge microbienne pathogéne entraine un recrutement accru de LTs Y817 dans le foie, qui

favorisent alors la progression de la maladie [124].
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Le microbiote intestinal impacte également le développement des LTs yd. Chez des souris nées
sans microbiote (GF, Germ-Free), certaines populations systémiques de LTs y§ sont diminuées,
comme les LTs y617 du foie, de la peau et le lamina propria [122]. Cela signifie qu’en absence
de microbiote durant le développement embryonnaire et post-natal, ces populations de LTs yb
ne peuvent pas se développer complétement. De la méme maniere, il a été observé que chez
des souris adultes traitées par antibiotiques, la proportion de LTs y817 de la lamina propria
était diminuée par rapport a des souris non-traitées. Cela suggére que le microbiote faconne
également la différenciation et I'expansion de LTs y617 au cours de la vie de I’'hdte. Ainsi, un
microbiote diversifié et complet permet le développement et le maintien de certaines

populations systémiques de LTs y&.

L’analyse transcriptomique de 18 000 tumeurs provenant de plus de 39 types de cancer, a
permis d’identifier I'abondance de l'infiltration tumorale en LTs y6 comme le marqueur de
pronostic le plus favorable parmi 22 sous-types de cellules immunitaires [125]. La variété
d’antigenes détectables par les LTs y6 en fait une cellule immunitaire efficace contre les cellules
cancéreuses. lls sont non seulement capables d’éliminer les cellules cancéreuses, mais aussi de
stimuler I'activation d’autres cellules immunitaires, grace aux cytokines gqu’ils produisent et a

leur fonction d’APC, comme décrit précédemment.

Cependant, certaines tumeurs entrainent la subversion des LTs yb. lls deviennent alors pro-

tumoraux, a la suite de mécanismes d’échappement des cellules cancéreuses.
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V. IMMUNOLOGIE DES CANCERS ET IMMUNOTHERAPIES

IMMUNO-EDITION DES CANCERS

Le concept d’'immunosurveillance a été proposé en 1909 par Paul Ehrlich [126]. Il pensait que
dans certains cas, I'immunité pouvait aider a prévenir I'apparition de cancer. A I'époque, les
techniques de laboratoire n’étaient cependant pas suffisantes pour tester cette hypothése. A
partir de 1950, et grace au développement de I'immunologie, des études ont montré que des
souris pouvaient étre immunisées contre des transplants de tumeurs, ce qui suggéra |'existence
d’antigenes spécifiques des cellules cancéreuses. Sir. Macfarlane Burnet et Lewis Thomas
apportérent des éléments soutenant cette hypothése, pour finalement, en 1970, définir

« I'immunosurveillance » [127]:

« Chez les grands animaux a longue vie, comme la plupart des vertébrés a sang
chaud, les changements génétiques héréditaires doivent étre courants dans les
cellules somatiques et une proportion de ces changements représente une étape
vers la malignité. C’est une nécessité évolutive qu’il devrait y avoir un mécanisme
pour éliminer ou inactiver les cellules mutantes potentiellement dangereuse et il est

postulé que ce mécanisme est de caractere immunologique. »

Durant de nombreuses années, le concept d'immunosurveillance n’était qu’une hypothese
attendant d’étre vérifiée. C'est en 1998, que Robert Schreiber démontre I'existence d’un
processus d’immunosurveillance chez les individus immunocompétents, ainsi que certains

éléments clés, comme la cytokine IFNy [128].

Nous savons maintenant que le systéme immunitaire joue un réle central a la fois dans la
prévention et paradoxalement dans le développement des cancers, dans un processus appelé
I'immuno-édition. Ce phénomeéne est divisé en 3 phases, aussi appelé la regle des 3 E:

Elimination, Equilibre et Echappement (Figure 33) [129].
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Figure 33 : L'immuno-édition des cancers. Dans la phase d’élimination (panel de gauche), les LT
effecteurs, les DCs et les macrophages éliminent les cellules cancéreuses rapidement, permettant le
maintien d’un tissu sain. Dans la phase d’équilibre (panel central), le systeme immunitaire exerce une
pression de sélection sur les cellules cancéreuses, permettant I'apparition, la survie et la prolifération
de cellules immuno-résistantes. Dans la phase d’échappement (panel de droite), les cellules
cancéreuses deviennent invisibles ou insensibles aux cellules immunitaires en créant un environnement
tumoral immunosuppresseur et se développent de maniere incontrdlée jusqu’a former une tumeur

palpable et diagnosticable. (D’aprés [129]).
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LA REGLE DES3 E

ELIMINATION

La phase d’Elimination, également appelée immunosurveillance correspond a I'étape durant
laquelle le systéeme immunitaire patrouille dans I'organisme, reconnait et élimine les cellules
cancéreuses, grace a des Antigénes Spécifiques de la Tumeur (TSA, Tumor-Specific Antigens)

ou des Antigénes Associés a la Tumeur (TAA, Tumor-Associated Antigens).

Les TSA, ou néoantigénes, ne sont exprimés que par les cellules cancéreuses. Ce sont des
molécules normalement exprimées par des cellules saines, mais mutées dans les cellules
cancéreuses, ce qui les rend immunogenes. Les TSA n’étant exprimés que par les cellules
cancéreuses, elles forment des cibles de choix pour le systeme immunitaire. Les TAA sont des
antigenes tres exprimés dans les cellules cancéreuses, et faiblement exprimées par certaines
cellules saines. Par exemple, les antigénes cancéreux/testiculaires (CTA, Cancer-Testis
Antigens) ne sont normalement exprimés que par les cellules germinales males. MAGE-A1 est
un CTA, impliqué dans la répression de la différenciation des cellules germinales, et est

également sur-exprimé par de nombreuses cellules de mélanome, ce qui en fait un TAA [130].

La phase d’Elimination est d’abord médiée par des cellules de I'immunité innée : les cellules
NK, les macrophages, les LTs yb et les DCs. Elles sont rapidement recrutées sur le site tumoral,
et produisent de I'lFNy. Cette molécule exerce a la fois des effets cytotoxiques directs sur les
cellules cancéreuses, mais aussi pro-inflammatoires. La mort cellulaire induite par cette
premiere réaction immunitaire permet ensuite aux DCs d’activer I'immunité acquise. Des LTs
CD8* cytotoxiques et CD4* auxiliaires Tul sont alors recrutés sur le site tumoral pour aider
I'immunité innée a éliminer complétement les cellules cancéreuses restantes. Aprés la phase
d’Elimination, soit la tumeur est complétement « éliminée », soit des cellules cancéreuses

persistent, et il s’agit alors de la phase d’Equilibre.

EQUILIBRE
Dans la phase d’Equilibre, les cellules cancéreuses et le systéme immunitaire entrent dans un

équilibre dynamique. Les LTs et I'lFNy exercent une pression de sélection sur les cellules
cancéreuses, permettant d’en éliminer une partie, sans completement éradiquer la tumeur.

Grace a la capacité de prolifération et de mutation rapide des cellules cancéreuses, le
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MicroEnvironnement Tumoral (TME, Tumor Micro-Environment) s’enrichit en nouveaux clones
de cellules tumorales, de plus en plus résistants et invisibles pour le systéme immunitaire. Le
TME décrit I'environnement cellulaire et tissulaire dans lequel évoluent les cellules
cancéreuses. Cela comprend la matrice extracellulaire, les vaisseaux sanguins, les cellules
immunitaires et les cellules saines. [131] La phase d’équilibre peut durer plusieurs années avant
que finalement, les cellules cancéreuses immuno-résistantes échappent au systéme

immunitaire.

ECHAPPEMENT

Dans la phase d’échappement, les cellules cancéreuses deviennent invisibles ou insensibles aux
cellules immunitaires et se développent de maniere incontrdlée jusqu’a former une tumeur
palpable et diagnosticable. Pour cela, les cellules cancéreuses peuvent mettre en place
différents mécanismes. Elles recrutent des cellules immunosuppressives dans le TME, exercent
une suppression active de l'immunité sur place, et résistent a I'apoptose. Ces modes

d’échappement des cellules cancéreuses sont développées ci-dessous.

MOYENS D’ECHAPPEMENT DES CELLULES TUMORALES

PRODUCTION DE MOLECULES PRO-TUMORALES

Les cellules cancéreuses peuvent favoriser le développement d’un TME immunosuppresseur
en produisant des molécules immunosuppressives comme le TGF-B, la galectine ou
I'Indoléamine 2,3-DiOxygénase (IDO) (Figure 34) [132]. La sécrétion de TGF- entraine
I'inhibition de I'activation des DCs, des LTs et des cellules NK, et la galectine entrave I'activité
et la survie des LTs. L'enzyme IDO est impliquée dans la métabolisation du tryptophane en
kynurénines, inhibant la prolifération des LTS CD8* et entrainant I'apoptose des LTs CD4*. IDO
favorise également des DCs tolérogénes (immuno-suppressives), ce qui favorise la présence de

LTs Trec dans le TME.
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Figure 34 : Molécules pro-tumorales produites par les cellules cancéreuses. LT = Lymphocyte T ; NK
= Cellule NK'; TGF-B = Facteur de croissance transformant-f3 ; IDO = Indoléamine 2,3-DiOxygénase ; DC
= Cellule Dendritique.

RECRUTEMENT DE CELLULES IMMUNOSUPPRESSIVES

Les cellules cancéreuses recrutent également des cellules immunosuppressives sur le site
tumoral, parmilesquelles : Des Treg, des Cellules Suppressives Dérivées de Myéloides (MDMCs,
Myeloid-Derived Suppressor Cells), des macrophages et des LTs yd (Figure 35). En produisant
le Facteur de Croissance de I'Endothélium Vasculaire (VEGF, Vascular Endothelial Growth
Factor), les cellules cancéreuses favorisent I'angiogenese sur le site tumoral, et donc le
recrutement de MDMCs. Les MDMCs forment un groupe hétérogene de cellules immunitaires
myéloides, qui régulent les fonctions des LTs, des DCs, des cellules NK et des macrophages. Ces
macrophages sont des Macrophages Associés a la Tumeur (TAMs, Tumor-Associated
Macrophages), inhibant I'immunité antitumorale en produisant du TGF-f et de I'IL-10. Les
TAMs favorisent aussi I'angiogenése et le développement du stroma tumoral en sécrétant le
Facteur de Croissance Dérivé des Plaquettes (PDGF, Platelet-Derived Growth Factor) et du

VEGF.
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Figure 35 : Exemples de cellules immunosuppressives recrutées sur le site tumoral par les cellules
cancéreuses. TAM = Macrophage associé a la tumeur; TREG: Lymphocyte T régulateur; yd =
Lymphocyte T yd ; MDSC = Cellule suppressive dérivée de myéloide ; VEGF = Facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire.

Les LTs y& peuvent exercer un effet pro-tumoral, notamment a travers leur production d’IL-17
(Figure 36) [45]. Une fois dans le TME, I'lL-17 favorise le recrutement de neutrophiles
immunosuppresseurs et de macrophages angiogéniques. L'IL-17 augmente la perméabilité
entre les cellules endothéliales, ce qui contribue au phénomene métastatique. Les LTs y&
produisant de I'lL-4 sont également pro-tumoraux, et inhibent la capacité cytotoxique des
autres LTs y6. Enfin, les LTs y6 peuvent exprimer des molécules impliquées dans les points de

contréle immunitaires, comme la galectine, le ligand naturel de TIM-3, et PD-L1.

Galectine ¢ Angiogenése

Recrutement
macrophages

Métastases

Recrutement
neutrophiles

Figure 36 : Fonctions pro-tumorales des LTs y6. LT = Lymphocyte T, PD-L1 = Programmed Death-
Ligand 1, IL = Interleukine. (D’aprés [45])
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TOLERANCE A L'IFNy

Le systeme immunitaire exerce une pression de sélection sur les cellules cancéreuses. Elles
peuvent échapper a leur détection par le systteme immunitaire en induisant une tolérance
immunitaire locale [133]. Pour cela, les cellules cancéreuses peuvent perdre la capacité de
détection et de réponse a I'lFNy, grace a des mutations ou a des extinctions par modifications

épigénétiques des génes codant pour les composants des récepteurs a I'lFNy.

INACTIVATION ET INDUCTION D’APOPTOSE DES CELLULES IMMUNITAIRES

FAS/TRAIL
De la méme maniere, les cellules cancéreuses peuvent exprimer des récepteurs de mort
cellulaire mutés inactifs, comme DR (Death Receptor) 5, et Fas. En conditions physiologiques,
I"activation de ces récepteurs par leurs ligands, TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand)
et Fas-Ligand respectivement, entraine I'apoptose de la cellule. Les cellules cancéreuses
exprimant des récepteurs de mort cellulaire mutés sont insensibles a ces interactions et donc
a l'induction de leur apoptose (Figure 37). Les cellules cancéreuses peuvent cesser d’exprimer
des ligands naturels du récepteur NKG2D, présent sur les cellules NK et sur les LTs y6, et ainsi
prévenir leur détection par ces cellules. Elles peuvent également diminuer I'expression de
molécules MHC, ou de néo-antigénes. De cette maniere, les cellules cancéreuses deviennent

invisibles pour certaines cellules immunitaires comme les LTs.

Expression Récepteurs
diminuée mutés
NKG2D-L
S X
Cellule TRAIL
cancéreuse - = X .

Figure 37 : Diminution et mutations de molécules détectées par I'immunité. NKG2D-L = Ligand de
NKG2D ; MHC = Complexe majeur d’histocompatibilité ; DR5 = Death Receptor ; Fas-L = Ligand de Fas.
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LES POINTS DE CONTROLE IMMUNITAIRES

e Les points de contréle immunitaires sont des récepteurs cellulaires impliqués dans la
modulation de I'activation des cellules immunitaires, afin de prévenir un phénoméne de
sur-inflammation et d’auto-immunité. Des exemples de points de contréle exprimés par les
LTs sont : La Protéine 1 de la mort cellulaire programmée (PD-1, Programmed cell Death 1),
I’Antigene 4 du Lymphocyte T Cytotoxique (CTLA-4, Cytotoxic T Lymphocyte-Associated
protein 4), LAG-3 (Lymphocyte Activation Gene 3), et TIM-3 (T-cell Immunoglobulin and
Mucin containing protein 3), VISTA (V-domain Ig Suppressor of T cell Activation) (Figure 38)
[134].

N

CTLA-4 PD-1

“ TIM-3

/‘ LAG-3

VISTA

Figure 38 : Exemples de molécules de points contréle exprimées par LTs. LT = Lymphocyte T ; CTLA-
4 = Antigene 4 du lymphocyte T cytotoxique ; LAG-3 = Lymphcoyte Activation Gene 3 ; VISTA = V-domain
lg Suppressor of T cell Activation ; PD-1 = Protéine 1 de la mort cellulaire programmeée ; TIM-3 = T-cell
Immunoglobulin and Mucin containing protein 3 [135].

La protéine PD-1, exprimée par les LTs, les LBs et les cellules NK a 2 ligands naturels : PD-L1 et
PD-L2. Lorsqu’un LT est activé, il exprime PD-1 a sa surface. L'interaction de PD-1 avec un de
ses ligands entraine I'inactivation du LT engagé. Les ligands PD-L1 et PD-L2 sont faiblement
exprimés dans les tissus sains, mais sur-exprimés par certaines cellules tumorales. En exprimant
PD-L1 et/ou PD-L2, les cellules cancéreuses acquiérent la capacité d’inactiver les LTs qu’elles
rencontrent, et ainsi de se protéger de leur fonctions antitumorales. De plus, le TME contient
beaucoup d’IFNy, qui entraine I'expression de PD-L1 par les cellules épithéliales et stromales,

pouvant aussi inactiver les LTs.
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La protéine CTLA-4 est peu exprimée par les LTs naifs, et sur-exprimée par les LTs apres leur
activation. Cette protéine a 2 ligands naturels : B7.1, aussi appelée CD80 et B7.2, aussi appelée
CD86. CD80 et CD86 sont reconnus également par CD28, un récepteur de costimulation
exprimé par les LTs. Cependant, CD80/86 a plus d’affinité pour CTLA-4 que CD28. Ainsi, CTLA-
4 est un antagoniste de la costimulation induite par CD28 avec CD80/86. L’effet inhibiteur de

I’axe CTLA-4 est principalement ganglionnaire, lors de l'initiation des LTs par les DCs.

LAG-3 est exprimé par les LTs, les LBs, les cellules NK et les DCs plasmacytoides (pDCs,
plasmacytoid Dendritic Cells). Ses ligands sont les MHC de classe Il et la protéine de type
fibrinogene (FGL-1, Fibrinogen-Like Protein). De maniere similaires a PD-1 et CTLA-4, son

interaction avec son ligand entraine I'inactivation du LT.

TIM-3 est exprimé a la surface des LTs CD8*, des Tu1, et des Ty17 [136]. TIM-3 exerce une forte
action inhibitrice sur le LT, dont le mode d’action n’est pas complétement élucidé. Comme pour
les récepteurs précédemment décrits, I'effet inhibiteur de TIM-3 se déclenche aprés sont
interaction avec un de ses ligands : Galectine-9, CEACAM1 (CarcinoEmbyronic Antigen-related
Cell Adhesion Molecule 1 (CEACAM1), Phosphatidylserine, et HMGB1, pouvant étre exprimés
par les cellules cancéreuses. Une forte expression de TIM-3 par LTs intra-tumoraux est associée

avec un faible pronostic dans certains types de cancer.

VISTA, aussi appelé homologue de PD-1, fait partie de la famille des B7, et est exprimé par les
de nombreuses cellules immunitaires, dont les LTs et les APCs [137]. Il détecte plusieurs ligands,
comme PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1), exprimé par les LTs, les cellules myéloides et
les plaquettes, VSIG-3 (V-Set and Immunoglobulin domain containing 3), trés exprimé par
certaines cellules cancéreuses, et la Galectine-9, notamment produite par les cellules
cancéreuses. Suivant la cellule qui I'exprime, VISTA peut étre un récepteur ou un ligand.
Lorsque VISTA est exprimé par une APC, il agit comme le ligand de PSGL-1, VISIG-3 et Galectine-
9, exprimés par les LTs, et entraine leur inactivation d’'une maniere similaire a I'axe PD-1/PD-

L1.
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Figure 39 : Exemples de molécules de point de contréle et leurs ligands, exprimés par les LTs. DC =
Cellule dendritique; B7 = Membre de la superfamille B7; MHC Il = Complexe majeur
d’histocompatibilité de classe Il ; VISTA = V-domain Ig Suppressor of T cell Activation ; LT = Lymphocyte
T; CTLA-4 = antigene 4 du lymphocyte T cytotoxique ; LAG-3 = Lymphocyte Activation Gene 3 ; VISIG-3
= V-Set and Immunoglobulin domain containing 3; Galec. 9 = Galectine 9; PSGL-1 = P-selectin
glycoprotein ligand-1; PD-1 = Protéine 1 de la mort cellulaire programmée; TIM-3 = T-cell
Immunoglobulin and Mucin containing protein 3 ; PD-L1 = Ligand 1 de PD-1 ; PD-L2 = Ligand 2 de PD-1 ;
CEACAM1 = CarcinoEmbyronic Antigen-related Cell Adhesion Molecule 1 ; PtdSer = Phosphatidylserine
; GMHB1 = High Mobility Group Box 1.

Les LTs co-exprimant une ou plusieurs molécules de point de contréle sont en épuisement
fonctionnel, décrit par un déclin de leur prolifération et de leur fonction. Les LTs PD-1* TIM-3*
sont les LTs épuisés avec le phénotype le plus sévere, incapables de proliférer et de produire

des cytokines.

IMMUNOTHERAPIES

Les immunothérapies visent a inverser les effets immunosuppresseurs induits par la tumeur.
Pour réactiver ce systeme immunitaire subverti, différentes méthodes existent. L’injection de
cytokines, comme I'lL-2 ou I'IFNa, a montré des effets protecteurs dans plusieurs types de
cancers, en favorisant I'activation et la prolifération des cellules immunitaires [138,139]. Le
blocage de cytokines immunosuppressives, comme TGF-B, a montré des bons effets en
monothérapies [140]. Des inhibiteurs de la voie de signalisation du VEGF peuvent aussi étre

administrés aux patients [141]. Des études précliniques évaluent actuellement le potentiel
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thérapeutique du blocage des galectines et de IDO. Le blocage de I'axe Fas/FasL a été beaucoup
étudié, mais les anticorps anti-Fas créés ont révélé une grande toxicité [142]. Le blocage des
récepteurs de TRAIL par anticorps monoclonaux a montré une bonne efficacité, entrainant

parfois une rémission compléte chez certains patients atteints de lymphome [143].

IMMUNOTHERAPIES CIBLANT LES LTS vyd

Linfiltration tumorale en LTs yd est le meilleur marqueur de bon pronostic [125]. Leur activité
antitumorale d’une part, et leur subversion par le TME d’autre part en font une cible
thérapeutique de choix. Ainsi, de nouvelles immunothérapies se sont développées, dans le but

de renforcer 'activité cytotoxique des LTs y&.

THERAPIES ACTIVES
Les immunothérapies actives visent a renforcer le systéme immunitaire du patient, pour qu’il

élimine lui-méme les cellules cancéreuses.

'activation des LTs y6 humains V52 peut nécessiter I'interaction du TcR y6 avec un complexe
BTN3A-BTN2A. Les molécules BTN sont exprimées par de nombreuses cellules de I'organisme,
principalement dans les tissus épithéliaux. La molécule BTN3A est sur-exprimée dans certains
types de cancers, notamment dans les mélanomes [144], ce qui en fait une cible thérapeutique
intéressante. Des agonistes de BTN3A ont donc été développés, pour induire un changement
de conformation de BTN3A, et ainsi leur permettre d’activer les LTs y6 V62. Dans un essai
clinique de 2020 (NCT04243499), des résultats préliminaires montrent que le traitement par
agoniste de BTN3A entraine une diminution de la proportion de LTs yb V2 circulants, mais une
augmentation de la proportion de Vy962 dans la tumeur, suggérant que le traitement favorise

le recrutement de ces cellules sur le site tumoral [145].

Les LTs y& humains V62 peuvent étre activés par des p-Ags. Ainsi, I'accumulation de p-Ags dans
les cellules tumorales contribue a l'effet cytotoxique anticancer des LTs y& [146]. Le
zolédronate, en bloguant la voie du mévalonate, favorise I'accumulation intracellulaire d’IPP,

qui permet I'activation des LTs y& via leur TcR [147]. La plupart des essais cliniques se sont basés
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sur l'injection systémique de zolédronate, parfois combiné avec de I'lL-2. La forte capacité
antitumorale de cette thérapie observée in vitro n’a cependant pas été reproduite chez des
patients [148]. Une hypothése expliquant I'inefficacité du traitement est que le zolédronate est
rapidement éliminé par I'organisme, probablement avant méme d’avoir atteint le site tumoral.
Pour pallier ce probléme d’élimination de I'agent thérapeutique, des thérapies passives ont été

mises en place.

THERAPIES PASSIVES
Les immunothérapies passives se font via l'injection directe au patient du ou des composés (ou

cellules) lui manquant pour éliminer les cellules cancéreuses.

Ainsi, des transferts adoptifs de LTs y6 activés ex vivo ont été évalués en clinique. Pour cela, des
LTs yd V82 de patient sont récupérés, puis activés ex vivo avec du zolédronate et de I'lL-2, avant
d’étre réinjectés au patient. Cependant, cette méthode s’est montrée peu efficace [149]. Une
hypothese pouvant I'expliquer est qu’une fois réinjectés dans le sang du patient, les LTs yd ne

recirculent pas jusqu’a la tumeur, et s’Taccumulent dans les ganglions lymphatiques [150].

Parmi les méthodes d’'immunothérapies, les inhibiteurs de points de contréle demeurent les

plus couramment utilisés.

INHIBITION DES POINTS DE CONTROLE

Les molécules de point de contrble précédemment présentées sont la cible d’'un type
d’immunothérapie : les inhibiteurs de point de contrdle (ICI, Immune Checkpoint Inhibitors).
Les ICls visent a prévenir 'interaction de ces points de contrble avec leurs ligands, et donc
I'inactivation subséquente des cellules immunitaires pro-inflammatoires, et principalement les
LTs conventionnels cytotoxiques. Pour cela, des anticorps monoclonaux ciblant les récepteurs
ou les ligands des points de contrdle sont utilisés. Les deux axes principalement ciblés sont les

axes CTLA-4/B7, et I'axe PD-1/PD-L1.

L'ipilimumab, un anti-CLTA-4 a obtenu l'autorisation de la FDA (United States Food and Drug

Administration) en 2011 pour le traitement des mélanomes non-résécables de stade Il et IV.
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Ce traitement permet I'augmentation de l'infiltration tumorale en LTs spécifiques de néo-
antigenes tumoraux, ce qui entraine une régression tumorale. Dans des modéles murins, il
semblerait que les anti-CTLA-4 permettent également la diminution de l'infiltration tumorale
en Tges. L'ipilimumab a permis a 22% des patients traités de bénéficier de 3 années
supplémentaires de vie [151]. Cependant, les anti-CTLA-4 sont encore peu efficaces dans des
cancers plus virulents comme le cancer de la prostate, le carcinome rénal et le cancer du

poumon.

L’expression des molécules PD-1 et PD-L1 par les cellules cancéreuses et du TME est associée
avec un mauvais pronostic pour le patient, ce qui fait de I'axe PD-1/PD-L1 une cible
thérapeutique intéressante. Le blocage de PD-1 par des anticorps monoclonaux permet le
retour de la cytotoxicité des LTs CD8* cytotoxiques, et limite le phénomene métastatique dans
des modeéles de tumeurs transplantées chez la souris. Le pembrolizumab et le nivolumab, des
anticorps anti-PD-1, obtinrent l'autorisation de la FDA en 2014 pour le traitement de
mélanomes non-résécables. Le nivolumab a permis une survie globale de 72,9% apres 1 an,
comparé a 42,1% pour des patients traités par chimiothérapie [152]. Depuis, d’autres essais
clinigues ont permis d’étendre le champ d’action du nivolumab et du pembrolizumab a d’autres
types de cancer, comme les cancers bronchiques non a petites cellules, les lymphomes de
Hodgkin et les cancers de la vessie. La molécule PD-L1 peut aussi étre la cible d’anticorps
monoclonaux, comme |‘atezolizumab, approuvé par la FDA en 2016 pour le traitement du
cancer de la vessie. Si a ce jour I'atezolizumab ne montre pas de meilleure protection que le
traitement standard dans le cancer de la vessie (chimiothérapie), son application a tout de
méme été élargie a plusieurs types de cancer difficiles a traiter, comme le cancer du sein triple

négatif, le cancer du poumon et certains carcinomes.

MODULER LE MICROBIOTE POUR MODULER L'EFFICACITE DES INHIBITEURS DE POINT
DE CONTROLE

En moyenne, les patients traités par inhibiteurs de points de contréle peuvent avoir une
rémission partielle ou complete dans 30 a 40% des cas [153]. On distingue alors les patients
répondants et non-répondants. Des études ont montré que la composition de la flore
intestinale des patients répondant aux ICl était différente de celle des patients non-répondants

[154]. En effet, le microbiote intestinal des patients répondants aux anti-PD-1 est plus diversifié,
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et la proportion de certaines espéces de bactéries commensales est augmentée par rapport
aux microbiotes de patients non-répondants. Par exemple, les genres Akkermansia et
Bifidobacterium ont été associés avec une bonne réponse aux immunothérapies par ICl dans le
traitement de mélanomes [154,155]. De plus, les patients ayant utilisé des antibiotiques avant
leur traitement par ICI ont une moins bonne réponse clinique. Cette observation a été
confirmée dans une méta-analyse regroupant 48 études cliniques, soit plus de 12 000 patients.
L'impact négatif de I'utilisation d’antibiotiques a principalement été observé chez des patients
atteints de carcinomes a cellules rénales, de mélanomes, ou de cancers bronchiques non a

petites cellules [156,157].

Ces observations soutiennent que le microbiote intestinal pourrait impacter 'efficacité des
immunothérapies par ICl, et donc la réponse anticancer des patients. Des études ont alors
cherché a moduler le microbiote intestinal des patients, afin de les aider a répondre aux ICI.
Les méthodes principales pour moduler les especes du microbiote intestinal sont la prise de
probiotiques, la transplantation de microbiote fécal, les interventions nutritionnelles et les

prébiotiques [158].

PROBIOTIQUES
Les probiotiques sont définis comme des compléments alimentaires composés de
microorganismes vivants qui affectent positivement la santé de son héte en régulant sa balance
microbienne intestinale [159]. Les approches thérapeutiques probiotiques consistent donc en
I’administration de souches microbiennes présélectionnées pour leurs propriétés bénéfiques
sur la santé de I'h6te. Comme des études précédentes avaient identifié des especes
bactériennes associées a une bonne réponse anticancer, les premieres approches de
modulation du microbiote intestinal se sont basées sur I'administration de ces souches

bactériennes.

Dans des modeéles précliniques murins, I'administration de Bifidobacterium permettait de
contréler la croissance de tumeurs transplantées, et augmentait ['efficacité d'une
immunothérapie par injection d’anti-PD-L1 [155]. En 2022, la souche probiotique Clostridium
butyricum MIYAIRI 588 (CBM588) a été administrée lors d’un essai clinique a des patients

atteints de carcinome rénal métastatique, traités par association d’ipilimumab (anti-CTLA-4) et
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nivolumab (anti-PD-1). Cette souche bifidogénique a permis de restaurer la présence de
Bifidobacterium dans le microbiote intestinal des patients, et a augmenté la survie sans
progression de 10 mois en comparaison aux patients traités uniquement par immunothérapie.
Des essais cliniques sont en cours pour évaluer 'effet potentiateur de I'administration directe
de Bifidobacterium sur des immunothérapies anticancer, chez des patients atteints de

carcinome hépatocellulaire avancé, ou de carcinome urothélial (NCT05620004, NCT05220124).

Caractérisée pour la premiere fois en 2004, la bactérie commensale Akkermansia muciniphila
semble étre bénéfique dans plusieurs pathologies, dont le cancer [160]. En effet, la présence
de cette bactérie dans le microbiote intestinal de patients atteints de cancer bronchique non a
petites cellules est associée avec une meilleure survie globale que celle de patients sans
Akkermansia muciniphila. Cependant, il semblerait qu’une abondance relative élevée de cette
bactérie soit, a l'inverse, délétere [161]. En effet, d’apres cette étude, les patients avec une
faible abondance relative d’Akkermansia muciniphila dans leur microbiote intestinal ont une
meilleure survie globale que les patients avec une abondance relative élevée de cette bactérie.
Le probiotique Oncobax®-ak a été créé a partir de cette bactérie, mais n’a encore jamais été
utilisé chez I’hnomme. Un essai clinique est en cours afin d’évaluer son potentiel thérapeutique
en supplément d’'immunothérapie chez des patients atteints de cancer bronchique non a

petites cellules, ou de cancer du sein (NCT05865730).

TRANSPLANTATION DE MICROBIOTE FECAL (FMT)
Il semblerait cependant qu’une bactérie a elle seule ne soit pas suffisante pour induire I'effet
immunostimulant recherché. Si le microbiote d’accueil n’est pas adapté, la souche administrée
peut ne pas persister assez longtemps dans le microbiote pour induire un effet bénéfique. Des
méthodes se sont alors dirigées vers I'administration d’un microbiote entier d’un donneur sain
a un malade. C’est la Transplantation de Microbiote Fécal (FMT, Fecal Microbiota Transplant)
[162]. Pour cela, un échantillon de microbiote fécal est prélevé chez un donneur sain, puis
administré a un patient receveur. Afin d’éliminer la majorité du microbiote intestinal du patient,
celui-ci est traité par antibiotiques ou laxatifs avant de recevoir la FMT. La FMT peut étre
administrée par cdlonoscopie, par sonde nasogastrique, ou enrobée dans une gélule gastro

résistante.
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Actuellement, les FMT ne sont autorisées que dans le traitement d’infections chroniques a
Clostridium difficile [163]. Cependant, des études en cours évaluent leur possible utilisation en
combinaison d'immunothérapies anticancer. En 2021, un essai clinique a montré qu’une FMT
permet a des patients atteints de mélanome et résistants a I'immunothérapie de répondre au
traitement et ainsi de limiter la progression de la maladie [164]. Cette observation a été
confirmée par un second essai clinique, en 2023, qui a montré une rémission partielle ou

complete chez 75% des patients traités par combinaison d’anti-PD-1 et FMT [165].

Cependant, les FMT entrainent de nombreux effets secondaires modérés, comme des
diarrhées, des flatulences, des nausées et des douleurs abdominales [165]. De plus, un
microbiote complet de donneur sain peut également contenir des microorganismes
pathogénes, souvent opportunistes, pouvant causer des infections chez les patients receveurs.
Le long processus de traitement des échantillons fécaux des donneurs sains peut également
modifier I’échantillon entre sa collecte chez le donneur et son administration au receveur [166].
Entre 2000 et 2020, sur 4241 patients traités par FMT, 1,4% a connu des effets secondaires

séveres, comme des infections, entrainant parfois la mort du patient [167].

Malgré les effets prometteurs des FMT pour renforcer I'efficacité des immunothérapies
anticancer, des améliorations sont encore nécessaires, notamment sur la sécurité du

traitement.

INTERVENTIONS NUTRITIONNELLES
Le meilleur moyen de moduler le microbiote intestinal de maniére stable est I'alimentation. De
plus I'alimentation joue un réle dans plusieurs aspects du cancer, de son apparition a son
élimination par I'organisme. Il est estimé que 35% des cancers peuvent étre liés a I'alimentation
[168]. En effet I'alimentation impacte a la fois le métabolisme général de I'h6te, mais aussi son
microbiote intestinal. Par exemple, il a été montré qu’un régime riche en lipides (HFD, High Fat
Diet) promeut la présence d’especes bactériennes qui produisent des acides biliaires favorisant
I"apparition de tumeurs gastrointestinales, comme les carcinomes hépatocellulaires et les
cancers colorectaux [169]. Une intervention nutritionnelle peut par exemple viser a supprimer

de l'alimentation des nutriments pour la tumeur. Cest le cas des régimes pauvres en
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carbohydrates qui limite le glucose disponible et utilisable par les tumeurs pour leur croissance
[170]. Un essai clinique est en cours pour déterminer le potentiel thérapeutique de cette

approche chez des patientes atteintes de cancer du sein métastatique (NCT05090358).

Dans les régimes pauvres en lipides (LFD, Low Fat Diet), I'apport en graisses doit étre de moins
de 30% des apports caloriques journaliers, et comporter majoritairement des fruits, des
légumes et des céréales [171]. Sur le long terme, le LFD n’a entrainé aucune réduction du risque
de cancer, mais a permis de diminuer la mortalité a la suite du diagnostic de cancers du sein
[172]. Ce régime s’apparente aux régimes riches en fibres alimentaires, aussi appelées

prébiotiques.

Les prébiotiques sont des carbohydrates alimentaires non-digérables par les enzymes
humaines. Ils impactent profondément la composition et la fonction du microbiote intestinal,
en favorisant la croissance de microorganismes bénéfiques [173]. En retour, le microbiote
intestinal produit des métabolites pouvant impacter positivement la santé de |'hote. La
consommation d’une alimentation riche en fibres alimentaires peut étre un bon moyen de
favoriser la présence de bactéries bénéfiques, et anticancer, comme Bifidobacterium. Ce
régime s’est montré efficace en préclinique et en clinique. Chez 'homme, il a été observé que
les patients consommant suffisant de fibres et traités par ICl avaient une meilleure survie sans
progression que les patients uniquement traités par ICl [174]. Chez la souris, cette étude a
montré qu’une consommation suffisante de fibres alimentaires permet de renforcer I'efficacité
des immunothérapies par ICl, en augmentant I'infiltration tumorale en LTs cytotoxiques IFNy*,
en comparaison avec un régime pauvre en fibres alimentaires. Un essai clinique de phase Il est
en cours afin de déterminer l'efficacité d’un régime riche en fibres alimentaires sur la
modulation du microbiote intestinal et 'amélioration de I'état clinique de patients atteints de
mélanomes de stades lll et IV, et traités par ICI (NCT04645680). Un autre essai clinique similaire
est également en cours chez des patients atteints de cancer bronchique non a petites cellules

(NCT05805319).

Certaines études cherchent a mettre en évidence |'effet anticancer de prébiotiques
particuliers. Par exemple, il a été montré que la consommation d’un mélange de prébiotiques

(pectine, chitosane et anthocyane) permettait d’améliorer I'immunostimulation et le contrdle
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de la croissance tumorale induits par une immunothérapie anti-PD-1 chez des souris porteuses

de cancer colorectal [175].

Une meilleure compréhension des interactions entre le microbiote intestinal et le systéme
immunitaire de I’h6te a permis le développement de nouvelles approches de modulation du

microbiote intestinal, plus spécifiques, comme I"utilisation de postbiotiques et de synbiotiques.

Les postbiotiques sont des composés métaboliquement ou biologiquement actifs, dérivés de
microorganismes. L’avantage de cette approche thérapeutique de nouvelle génération est
qgu’elle permet I'apport direct de la ou des molécules d’'intérét, en évitant I'utilisation de
microorganismes métaboliquement actifs, qui ne s’adaptent pas au microbiote intestinal de
tous les patients [176]. L'inosine est un exemple de postbiotique, produit par les bactéries
Bifidobacterium pseudolungum et Akkermansia muciniphila. Une étude a mis en évidence la
capacité de l'inosine a renforcer 'effet anti tumoral d’une immunothérapie anti-CTLA-4 chez
des souris porteuses de tumeurs, en promouvant une immunité de type Thl [177]. Un essai
clinigue en cours évalue un vaccin thérapeutique composé de peptides dérivés du microbiote
intestinal chez des patients atteints de glioblastome et traités par immunothérapie anti-PD-1,
combinée ou non avec un anti-VEGF (NCT04116658). Des résultats préliminaires soutiennent

que ce vaccin thérapeutique permet de générer une immunité antitumorale forte [178].

Les synbiotiques sont des mélanges de probiotiques et de prébiotiques, permettant d’apporter
dans le microbiote intestinal des prébiotiques, accompagnés des microorganismes capables de
les digérer. L'administration d’un synbiotique composé d’inuline, d’oligofructose et des
bactéries Lactobacillus rhamnosus et Bifidobacterium lactis a permis de |égérement prévenir la
carcinogénése induite chimiquement chez des rats [179]. Plus récemment, une étude a mis en
évidence 'effet antitumoral d’un synbiotique composé de spores de la bactérie Clostridium

butyricum encapsulés dans du dextrane, chez des souris porteuses de tumeurs du colon [180].

Ces résultats soutiennent I'importance des fibres alimentaires dans I'alimentation, et leur

implication dans la réponse anticancer. Le prébiotique inuline est décrit dans le chapitre

suivant.
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VI. L"INULINE

L'inuline est un exemple de prébiotique soluble, et plus particulierement de Fructo-Oligo-
Saccharide (FOS). Elle est composée d’une unité de glucose, liée a une chaine de fructoses, liés

entre eux par des liaisons glycosidiques (2,1) (Figure 40).
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Figure 40 : Formule chimique de l'inuline. (Merck)
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L'inuline est présente dans de nombreux végétaux, mais plus particulierement dans les [égumes
et les racines. L'aliment contenant le plus d’inuline est la chicorée (environ 40%), mais d’autres
aliments comme le topinambour, I'oignon et les asperges en contiennent également (Figure

41) [181].

Racine de chicoré 36-48
Topinambour 16-20
Feuilles de pissenlit 12-15
Ail 9-16
Oignon 1-8
Blé 1-4
Asperges 2-3

Figure 41 : Exemple d’aliments contenant de I'inuline. (D’apres [181])
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Le degré de polymérisation (DP) de I'inuline représente le nombre d’unités de fructoses qu’elle
contient. Le DP de l'inuline peut varier de 2 a 70 suivant la plante dont elle est issue. L’oignon
contient de I'inuline avec un DP inférieur a 10, alors que I'artichaut contient de I'inuline avec
un DP supérieur a 40. Linuline que I'on peut trouver dans le commerce est principalement

issue de racine de chicoré, et son degré de polymérisation varie de 5 a 60.

PRODUITS ISSUS DE LA FERMENTATION DE L'INULINE

Les liaisons glycosidiques B(2,1) sont a I'origine de la capacité « prébiotique » de l'inuline. En
effet, le corps humain ne contient pas I'enzyme nécessaire a sa dégradation. En revanche, des
micro-organismes du microbiote intestinal, comme les Bifidobacteria, les Lactobacilli, ou
encore les Aspergilli, expriment I'enzyme 2,1-B-D-fructan fructanohydrolase, aussi appelée
inulinase [182,183]. Cette enzyme permet de dégrader les liaisons entre les unités de fructose,
libérant ainsi des unités de fructose ou des FOS dans le cOlon. Il existe 2 sortes d'inulinase : les
endo- et les exo-inulinases [184]. Ces 2 inulinases différent par le type de liaison qu’elles ciblent
dans une molécule d’inuline. Les endo-inulinases ciblent les liaisons B 2-1 fructosyl entre le
premier et le deuxieme fructose, tandis que les exo-inulinases clivent ces liaisons de maniéere
aléatoire et séquentielle (Figure 42). Ainsi, les endo-inulinases libérent des FOS, et les exo-

inulinases liberent des unités de fructose [185].
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Figure 42 : Liaisons ciblées par les endo- et exo-inulinases. [185]
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Les champignons produisent principalement des exo-inulinases, mais certaines especes,
comme les Aspergillus niger peuvent produire des endo-inulinases [186,187]. Les bactéries

produisent principalement des exo-inulinases [188].

FRUCTOSE

Le fructose est la premiére molécule issue de la fermentation de l'inuline. Il peut rapidement
étre utilisé comme source de sucre dans la glycolyse, a la fois par les micro-organismes du

microbiote et par les cellules de la muqueuse intestinale.

Lorsque le fructose est ingéré sous forme de monomeéres ou de polymeéres digérables par
I'organisme, il est absorbé par les cellules épithéliales de I'intestin gréle, via un transporteur
spécialisé : GLUTS. Ainsi, le cblon n’est pas impliqué dans son assimilation par I'organisme.
Cependant, la consommation d’inuline, et particulierement sa fermentation par le microbiote
intestinal, induit la présence d’une grande quantité de fructose dans le célon (Figure 43). Ce
fructose peut alors étre absorbé par les cellules de la muqueuse colique, ou utilisé par les

bactéries et les champignons du microbiote intestinal pour leur métabolisme [189,190].

Fructose | Inuline

100% absorbé <+——— L
Intestin gréle

X |

inulinase l
F Colon

fructose

Absorbé

Utilisé par le
microbiote

Figure 43 : Absorption du fructose et fermentation de 'inuline dans le tube digestif.
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Le fructose exerce un effet immunostimulant, en favorisant la production de certaines

cytokines, comme TNF-a, I'lL-6 et I'IL-10 [191]. Cependant, en favorisant la survie et la

croissance cellulaire, un exces de fructose dans l'intestin peut promouvoir la croissance de

cancer colorectal [192].

SCFAs

A travers la glycolyse, le fructose permet la synthése de pyruvate, qui est le précurseur dans la

synthese des acides SCFAs (Figure 44). L'impact des SCFAs sur la santé de I’h6te est détaillée

plus haut page 60.
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Figure 44 : Résumé des voies métaboliques microbiennes impliquées dans la synthése des SCFAs a
la suite de la fermentation de I'inuline. (D’apres [193])
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DIHYDROGENE

La fermentation de l'inuline entraine également la production de dihydrogene (Hz), un gaz non-
toxique et inodore par le microbiote intestinal. Les genres bactériens les plus impliqués dans la
production d’H, sont Bacteroides, Ruminococcus et Roseburia. La voie métabolique
préférentielle pour la production d’H; est la glycolyse, via I'oxydation des composés réduits
FADH et NADH par les hydrogénases. D’autres voies métaboliques permettent aussi la
production d’H,, comme la réduction du pyruvate pour former de I’Acetyl-CoA et du formate a
partir d’Acetyl-CoA, et le cycle de Krebs. La consommation de fibres alimentaires favorise la
production d’Hy, principalement via la glycolyse. Sans fibre alimentaire, le cblon ne contient pas
de sucres simples comme le glucose et le fructose. En revanche, I'hydrolyse des polysaccharides
par le microbiote intestinal permet la présence de fructose colique, et donc favorise la glycolyse
par les microorganismes du microbiote intestinal. Une fois produit dans la lumiere intestinale,
une partie de I'H,, trés volatile et trés soluble, franchit la barriére intestinale et rejoint la
circulation sanguine. Dans les poumons, I'H; est exhalé avec les autres gaz biologiques comme

le COz.

Les propriétés thérapeutiques de I'H, ont été étudiées a partir de 2007, a lissue de la
publication des travaux de Ohsawa et al. [194]. Grace a ses propriétés antioxydantes, I'H;
protége le coeur et le cerveau des dommages causés lors d’une ischémie reperfusion. En effet,
ces dommages sont liés a une production excessive de dérivés réactifs de I'oxygéne (ROS,
Réactive Oxygéne Species) par les cellules, a la suite de la restauration du flux sanguin dans des

tissues ischémiques.

Chez des patients atteints de cancer bronchique non a petite cellules, un traitement par
inhalation d’H; permet d’améliorer leur survie sans progression et d’augmenter la proportion
de LTs CD4*, CD8* et yd dans le sang [195,196]. Dans cette étude, le mélange de gaz administré
aux patients contenait 67% d'H; et 33% de dioxygene. Bien qu’il soit non-toxique, méme a des
concentrations trés élevées, I’H, est hautement inflammable au-dessus de 4%, ce qui limite ce

type d’utilisation en clinique.
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L’INULINE COMME THERAPEUTIQUE

Nos ancétres avaient une alimentation quasiment végétarienne. Leur apport journalier de
fibres alimentaires est estimé a 100 g par jour [197]. De nos jours, malgré un apport journalier
recommandé de 25 g a 35 g par jour, notre consommation de fibres alimentaires est bien plus
faible. Nos mauvaises habitudes alimentaires sont a l'origine de nombreux troubles et

désordres métaboliques, comme le diabéte et I'obésité.

L'INULINE EN TRAITEMENT DE MALADIES METABOLIQUES

La consommation d’inuline a des fins thérapeutiques est utilisée pour restaurer I'apport
journalier en fibres, dans le cadre de maladies et troubles métaboliques, comme le diabéte, la
constipation ou encore pour aider a la perte de poids.

Une méta-analyse de 2019, regroupant 33 essais cliniques et plus de 1300 patients diabétiques
(prédiabétes et diabetes de type Il), a mis en évidence les bienfaits de la consommation
d’inuline chez ces patients [198]. En effet, la consommation d’inuline a permis de réduire la
glycémie et le taux d’insuline en dehors des repas, et d’améliorer la résistance a l'insuline. Dans
un essai clinique (NCT02548247) comparant la consommation d’inuline avec un placebo chez
des patients atteints de constipation chronique, I'inuline a permis d’augmenter la fréquence
des selles, et de ramollir leur consistance [199]. Les patients traités avec de I'inuline montraient

également un meilleur score de satisfaction que ceux traités avec le placebo.

L'INULINE DANS LE TRAITEMENT DE CANCERS

L'inuline est fermentée principalement dans le célon, et a un impact bifidogénique, c’est-a-dire
qu’elle favorise la croissance de la famille Bifidobacteriaceae. L'inuline favorise également la
présence d’Akkermansia muciniphila, et réduit I'abondance relative de certaines espéces de

Lachnospiraceae de Clostridiaceae et de Ruminococcaceae [200,201].
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La présence de Bifidobacteriaceae et d’Akkermansia muciniphila dans le microbiote intestinal
est associée avec une bonne réponse aux ICl dans le traitement de cancers [154,161]. Ainsi, en
favorisant ces bactéries, la consommation d’inuline pourrait renforcer la réponse anticancer.
Cette hypothése a été confirmée en 2020 par Li et al., qui ont montré que la consommation
d’inuline permet un renforcement de I'immunité anticancer assez efficace pour inhiber la
croissance de tumeurs implantées a des souris [202]. En effet, la consommation d’inuline
permet une augmentation de l'infiltration tumorale en LTs CD4*, en CD8" IFNy+, et en DCs.
Ensuite, en 2021, Han et al. ont mis en évidence un effet synergique des effets antitumoraux
de la consommation d’inuline et d’un traitement anti-PD-1 dans un modele murin de tumeurs
implantées. Ainsi, I'inuline, en favorisant la présence de bactéries bénéfiques dans le
microbiote intestinal et en renforcant I'immunité anticancer, pourrait aider a prévenir

I’apparition de cancers et renforcer I'efficacité des traitements anticancers existants.
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OBJECTIFS DU PROJET

Ce projet de thése repose sur I’hypothese qu’une supplémentation de I'alimentation en inuline,
bénéficiant a certaines bactéries commensales du microbiote intestinal, pourrait induire des
stimulations immunitaires médiés par le Ml, renforcer I'immunité anti tumorale, prévenir ainsi
I"apparition de cancers et augmenter |'efficacité des immunothérapies (Figure 45). Ce projet,
démarré en 2019, vise a comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires mis en jeux

dans le dialogue entre le microbiote et I'immunité de I'hote.
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Figure 45 : Projet de thése
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CHAPITRE 1 : EFFET IMMUNOSTIMULANT
DE L'INULINE

Ce chapitre présente les effets de la consommation d’inuline sur le microbiote intestinal et sur
I'immunité de I’"hote en conditions physiologiques, et chez des souris porteuses de mélanome
(Figure 46). La majorité de ces résultats a donné lieu a une publication dans le journal Frontiers

in Immunology, publiée en février 2023 (Annexe 1) [203].
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Figure 46 : Etude de I'effet immunostimulant de I'inuline dans un contexte de cancer.
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l. IMPACT DE L'INULINE SUR LE MICROBIOME INTESTINAL

L'inuline est un prébiotique, fermenté par les microorganismes du microbiote intestinal, et plus
particulierement du colon [204]. Les prébiotiques sont prometteurs pour la diversification et |a
modulation du microbiote intestinal, et donc pour I'optimisation de la totalité de ses fonctions,
dont la modulation du systéme immunitaire [205]. Il a été montré qu’une supplémentation de
I’alimentation avec de I'inuline diversifie la composition du microbiote intestinal, et augmente
les populations de Akkermansia muciniphila et Bifidobacterium [206]. Ces bactéries ont
largement été décrites comme bénéfiques dans diverses pathologies, et notamment en cancer
[155]. Notre hypotheése est que la supplémentation en inuline, bénéficiant aux bactéries
commensales comme Akkermansia muciniphila et Bifidobacterium, pourrait accroitre
I'immunité antitumorale. Nous avons tout d’abord caractérisé I'impact de la consommation
d’inuline sur les populations bactériennes et fongiques du colon. La fermentation de fibres
alimentaires comme l'inuline n’impacte pas uniquement le microbiote intestinal, mais plus
généralement le microbiome. Nous avons caractérisé chez les souris nourries avec de l'inuline
non seulement le microbiote intestinal mais aussi leurs produits métaboliques c’est-a-dire le

microbiome.

METHODOLOGIE : SEQUENCAGES 16S ET ITS2, ET SPECTROMETRIE DE MASSE

Pour étudier I'effet de la consommation d’inuline sur les populations microbiennes du cblon,

nous avons utilisé des souris C57BL/6, dont le microbiote intestinal est décrit comme trés

similaire a celui de 'homme [207]. Nous avons comparé a partir de féces le microbiome

intestinal de souris nourries avec un régime standard, avec celle de souris nourries avec un
régime enrichi en inuline (Figure 47).

e Pour caractériser le microbiote bactérien, nous avons extrait ’ADN génomique (ADNg)

de féces de souris aprés 2 semaines de régime, puis nous avons amplifié et séquencé

les portions d’ADN ribosomique 16S, permettant d’identifier et quantifier les bactéries

a différents niveaux phylogéniques [208].
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e Pour étudier le microbiote fongique, nous avons séquencé la portion d’ADNg Espaceur
Interne Transcrit (Internal Transcribed Spacer, ITS), permettant d’identifier et quantifier
les micromyceétes a différents niveaux phylogéniques [209].

e Afin de comparer les métabolomes intestinaux de souris controles et inulines, nous
avons réalisé une analyse par chromatographie liquide couplée a de la spectrométrie

de masse.

’extraction d’ADNg des feces et les séquencages 16S et ITS2 ont été réalisés en collaboration
avec le Dr. Mathias LAVIE-RICHARD de l'institut Micalis a I'INRAE, Jouy-en-Josas, France.
L’analyse métabolomique a été réalisée en collaboration avec le Dr. Caroline PLAZY, sur la

plateforme GeXIm, Grenoble, France.
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Figure 47 : Plan expérimental pour I'analyse de microbiome.

ANIMAUX

Les souris C57BL/6 femelles (agées de 5 semaines) ont été achetées au laboratoire Janvier SA
(Le Genest-Saint-Isle, France) et hébergées a la « Plateforme de Haute Technologie Animale »
(PHTA) de 'UGA (Grenoble, France), EU0197, Autorisation C38-51610006, en condition libre
de pathogenes spécifiques, avec un environnement a température contrblée, avec des cycles
de 12 heures lumiére/obscurité, et un acces ad libitum a 'eau et a la nourriture. L’hébergement
et les procédures des animaux ont été conduits en accord avec les recommandations de la
Direction des Services Vétérinaires, le ministére de I'agriculture, en accord avec la Cour de
Justice des Communautés Européennes, directive 2010/63/EU et en accord avec les

recommandations pour le suivi de la santé de la fédération Européenne des Associations pour
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la Science des Animaux de Laboratoire (FELASA). Les protocoles impliquant des animaux ont
été examinés par le comité locale éthique « Comité d’Ethique pour I'Expérimentation Animale
no#12, Cometh Grenoble » et approuvés par le ministére de la recherche (APAFIS#12905-
2018010411002729.v7). Les souris ont été distribuées en groupes, suivant leur régime
alimentaire. Le groupe « controle » était nourri avec un régime standard et de I'eau ad libitum.
Les souris « inuline » étaient nourries avec un régime standard et de I'eau complémentée avec
72 g/Ld’inuline Orafti® GR (DP > 10) (Beneo, Belgique) ad libitum. Les biberons d’inuline étaient
changés 3 fois par semaine. A l'issue de 2 semaines de régimes, nous avons caractérisé la
composition de leur microbiote bactérien grace au séquencage de I’ADN ribosomal 16S présent
dans leurs feces. Il est compliqué et trés invasif pour I’'animal de collecter du contenu du célon.
C’est pourguoi nous avons réalisé une analyse de leur microbiote fécal, dont la composition est

comparable a celle du célon.

EXTRACTION D’ADN DE FECES DE SOURIS

EXTRACTION D’ADN AU FASTPREP®

Les échantillons de feces (= 50 mg/souris) ont été collectés directement chez des souris vigiles
et stockés secs a -80°C. L’ADN a ensuite été extrait des feces en suivant le protocole optimisé
de JJ Godon [210]. Apres pesée, les échantillons ont été homogénéisés et incubés 10 minutes
a température ambiante dans 250 pL de Guanidine Thiocyanate 4M, et 40 uL de N-Laurosyl
Sarcosine 10% pour décongélation. Les échantillons ont ensuite été incubés 1h30 dans un bain
sec a 70°C, apres ajout de 500 uL de N-Laurosyl Sarcosine 5%. Pour détruire les parois et
membranes plasmiques des microorganismes, 200 mg de billes de verre de 0,5 mm (pour les
membranes des levures) et 200 mg de billes de verre de 0,1 mm (pour les parois bactériennes)
ont été ajoutés. Les échantillons ont été agités au FastPrep®, a 10 000 Rotations Par Minute
(RPM), 3 fois 30 secondes, entrecoupées de 5 minutes dans la glace pour empécher les
échantillons de chauffer. Puis 15 mg de PolyVinylPolyPyrrolidone (PVPP) ont été ajoutés, puis
les échantillons ont été centrifugés 5 minutes a 20 000 G. Le surnageant a été récupéré, et le

culot a été lavé 3 fois avec 750 pL de TENP (Tris-Cl, EDTA, NaCl, PVPP).

PRECIPITATION DE L’ADN ET DES IMPURETES
Les surnageants ont été dilués 2 fois dans de I'isopropanol a -20°C, puis incubés 10 minutes a

température ambiante afin de précipiter les ADNs et les impuretés (protéines) avant de les
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récupérer par centrifugation a 20 000 g pendant 10 minutes. Les culots ont été re-suspendus

durant une nuit dans du tampon phosphate (pH 8,1) et 0,5 M acétate de potassium a 4°C.

PRECIPITATION DE L’ADN PURIFIE

Le lendemain matin de I'extraction, les surnageants ont ensuite été incubés 30 minutes a 37°C
avec 40 pg/mL de RNase (ENO531, Fermentas, Villebon sur Yvette, France). Les acides
nucléiques ont été précipités avec 1 mL d’éthanol absolu et 50 pL d’acétate de sodium 3M, puis
centrifugés a 20 000 g pendant 10 minutes. Les culots d’ADN ont été lavés 3 fois avec de
I’éthanol 70%, séchés, puis re-suspendus dans 100 pL de tampon Tris EDTA (10 mM Tris-HCl, 1
mM EDTA, pH 8). L'ADN en suspension a été quantifié avec un NanoDrop™ et stocké a -20°C
jusgu’a I'analyse 16S et ITS2. Les dosages d’ADNg obtenus sont listées dans le Tableau 2.

La pureté des échantillons a été évaluée par la mesure des ratios Azso/Azs0, €t Azso/A230.

e Ayeo/Azs0: Ce ratio évalue la contamination de I'échantillon en protéines, phénols et
autres molécules absorbant a 280nm. Un échantillon d’ADN dont le ratio 260/280 est
compris entre 1,6 et 1,8 est considéré comme relativement pur.

e  Ayeo/Az30: Ce ratio évalue la présence de composés organiques et de sels dans les
échantillons. Un échantillon dont le ratio 260/230 compris entre 2,0 et 2,2 est considéré
comme relativement pur. Or, nos ADN sont dilués dans une solution contenant de
I"'EDTA, qui absorbe a 230 nm, ce qui peut expliquer que tous les ratios 260/230 soient

largement inférieurs a 2,0.
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Tableau 2 : Concentration (ng/pL) et pureté des ADNg récupérés aprés extraction.

[ADNg] [ADNg]
Echantillon 260/280 | 260/230 Echantillon 260/280 | 260/230
ng/ul ng/ul
1 1442,15 1,81 1,34 13 1308,95 | 1,79 1,06
2 1785,53 1,81 1,26 14 1597,71| 1,85 1,29
3 849,83 1,71 0,82 15 524,88 | 1,65 1,15
4 1396,6 1,76 1,01 16 634,45 1,73 0,79
5 552,14 1,65 1,23 17 1252,03 | 1,82 1,2
6 279,22 1,61 0,85 18 872,07 | 1,75 0,88
Controéle Inuline

7 871,56 1,72 0,81 19 44887 | 1,68 1,1
8 387,95 1,69 1,05 20 334,65 1,69 1

9 588,18 1,63 1,28 21 1458,8 1,8 1,14
10 376,84 1,66 0,96 22 995,64 | 1,82 1,13
11 264,52 1,64 0,88 23 590,52 1,62 1,27
12 456,57 1,66 1,08 24 741,45 1,76 0,86

SEQUENCAGE 16S BACTERIEN

La diversité bactérienne a été déterminée pour chaque échantillon en ciblant les génes
ribosomaux. Des réactions en chaine par polymérase (PCR) ont d’abord été mises en place pour
préparer des amplicons en utilisant les oligonucléotides V3-V4 (PCR1F_460 : 5 CTTT
CCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGGRAGGCAGCAG 3, PCR1R_460 ; 5
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT TACCAGGGTATCTAATCCT 3’), avec 30 cycles
d’amplification avec une température de fusion de 65°C. La qualité des amplicons a été vérifiée
par électrophorése sur gel, et les produits des PCR ont été envoyés a la plateforme @BRIDGe
pour le séquencage sur une plateforme lllumina MiSeq (lllumina, San Diego, CA, USA).

Les séguences 16S ont été démultiplexées et sélectionnées avec la version 2.1.0 du logiciel
QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) [211]. Elles ont été analysées et
normalisées avec le pipeline (suite de programmes informatiques) Find rapidly OTU with Galaxy
Solution (FROGS) [212,213]. Les amorces de PCR ont été retirées, et les séquences avec des
erreurs de séquencage dans les amorces ont été exclues. Les séquences ont été groupées dans
des unités taxonomiques opérationnelles (OTUs) avec la méthode de Swarm. Les chimeres ont
été exclues, et 580 OTUs ont été assignés a différents niveaux taxonomiques (du phylum a

I'espéce), avec les trieurs RDP et NCBI Blast+ sur la base de données Silva_138.1_16S. Quand
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nécessaire, la phylogénie était vérifiee en utilisant le navigateur Phylogeny
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/ Browser/wwwtax .cgi).

35538 séquences ont été sélectionnées aléatoirement dans chaque échantillon pour
normaliser les données. Les données brutes ont été déposées sur la base de donnée SRA (ID:
PRJNA888063). Pour I'analyse des données, le « Biom » et « Phyloseq » ont été utilisés sur le
logiciel R [214]. Une analyse de raréfaction a été faite pour comparer les abondances relatives
d’OTUs dans les échantillons. Pour comparer les groupes contréle et inuline, différents

parametres ont été analysés : La diversité-a et la diversité-B.

LA DIVERSITE-a

Elle décrit la diversité microbienne au sein d’un seul échantillon. Plusieurs indicateurs peuvent
étre utilisés pour décrire la diversité-a d’un échantillon, comme la richesse basée sur le
comptage de la table des OTUs sans prendre en compte I'abondance relative des especes

(Figure 48). Dans cet exemple, I'échantillon 2 est plus diversifié que I"échantillon 1.

Echantillon 1 Echantillon 2

2 espéces < 4 espéces

Figure 48 : Exemple de comparaison de la diversité-a de 2 échantillons, basée sur le nombre
d’espéces bactériennes.

L'autre paramétre de la diversité, appelé régularité, est un comptage des OTUs, prenant en

compte leur abondance relative (Figure 49).
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Echantillon 1 Echantillon 2

3 especes )( 4 especes

|

Calcul de I'indice de Shannon

Figure 49 : Exemple de comparaison de la diversité-a de 2 échantillons, avec comptage des OTU, et
prenant en compte I'abondance relative des espéces.

Ainsi, des indices avec des algorithmes différents ont été développés :
- Chaol: Calcule la richesse et applique les corrections pour prendre en compte la
régularité.
- Shannon, Simpson et inverse de Simpson : Calculent la richesse et la régularité.

- Observed : Calcule uniguement la richesse.

Dans cette étude, la diversité-a a été mesurée en utilisant les indices Observed, Chaol,
Shannon, Simpson et inverse de Simpson. L'analyse linéaire discriminante (LDA) par effet de

taille (LEfSe) a été utilisée pour identifier les taxons spécifiques au traitement des souris.

LA DIVERSITE-3
L’analyse Bray Curtis de la diversité- permet de comparer la diversité d’écosystéemes entre les
microbiotes de souris contrdles et inulines. L'objet de cette analyse est de comparer le nombre

et la distribution des espéces bactériennes entre tous les échantillons.
Imaginons le cas de figure suivant : Le groupe « contréle » contient 3 échantillons (C1, C2 et

C3), et le groupe « traité » contient 3 échantillons (T1, T2 et T3). Nous souhaitons analyser la

diversité-B de ces échantillons, suivant 2 variables : V1 et V2 (Figure 50).
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T1

T3
T2

Variable 1

Variable 2

Figure 50 : Diversité-B de 6 échantillons, suivant 2 variables.

Avec seulement 2 variables, il est facile de représenter leur corrélation sur un plan en 2
dimensions. Cependant, le microbiote intestinal contient bien plus de 2 espéces bactériennes,
et donc bien plus de 2 variables. Pour comparer des échantillons avec un trés grand nombre de
variables, on utilise I’Analyse en Composantes Principales (PCA, Principal Composant Analysis).
Tout d’abord, les différentes variables sont comparées entre elles, afin de dresser un cercle de

corrélation (Figure 51).

V3

V2

Figure 51 : Exemple de cercle de corrélation avec 5 variables (V1 a V5).

Dans le cercle de corrélation, les variables sont arrangées de la maniére suivante :
- Angle aigu (< 90°) : Les variables sont positivement corrélées.
- Angle droit (= 90°) : Les variables ne sont pas corrélées.

- Angle obtu (> 90°) : Les variables sont négativement corrélées.
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L’axe horizontal, en vert sur la Figure 51, correspond a la Composante Principale (PC, Principal
Component) 1 et I'axe vertical, en bleu sur la Figure 51, correspond a la PC2. Chaque PC
regroupe plusieurs variables, suivant leur niveau de corrélation. Le pourcentage indiqué pour

chaque PC refléte la proportion des variables illustrée dans la PC.

Ensuite, nous pouvons projeter les échantillons a comparer sur les axes PC1 et PC2 (Figure 52).

PC2

T3
T2

PC1

Figure 52 : Exemple de PCA.

Dans cette étude, la diversité-B a été mesurée avec la matrice de distance Bray-Curtis, et

utilisée pour construire le graphique de PCA.

SEQUENCAGE ITS2 FONGIQUE

La diversité fongique a été déterminée pour chaque échantillon en ciblant une portion des
genes ribosomaux. Un fragment ITS2 d’approximativement 350 bases a été amplifié grace a
I’amorce ITS2 (sens) 5'-GTGARTCATCGAATCTTT-3’ and (anti-sens) 5’-
GATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3’, et le protocole de préparation de bibliothéque d'amplicons
ITS2 optimisé et standardisé (METABIOTE®, Genoscreen, Lille, France). Pour chaque
échantillon, I’ADNg dilué était utilisé pour des PCR de 25 ul, réalisée dans les conditions
suivantes : 2 minutes a 94°C, 35 cycles de 15 secondes a 94°C, 30 secondes a 52°C et 45
secondes a 72°C, suivis par 7 minutes a 72°C. Les produits des PCR ont été purifiés avec des
billes AMPure XP (Beckman Coulters, Brea, CA) et quantifiés grace au kit Picogreen (Molecular
Probes, Paris, France). Une deuxieme PCR de 9 cycles a été répétée dans des conditions
similaires sur les produits purifiés de la premiére PCR, en ajoutant 10 identifiants multiplex de
paires de bases (SIM identifiers) a la position 5’ pour identifier spécifiquement chaque

échantillon et éviter des biais de PCR. Les produits finaux des PCR ont été purifiés et quantifiés
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comme décrit précédemment. Le séquencage a été réalisé sur un GS FLX Titanium Sequencing
System (Roche Life Science, Mannheim, Germany).

Les séquences ITS2 ont été dé-multiplexées et sélectionnées avec la version 2.1.0 du logiciel
QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) [211]. Les codes-barres ont été retirés des
séquences et les amorces PCR et ont été regroupées pour une longueur de séquence minimale
de 150 paires de bases, un seuil de qualité de base minimal de 25 et une longueur
d'homopolymeére maximale de 7. Les séquences ont été assignées a des OTUs avec I'algorithme
UCLUST [215] avec un seuil de 97% d’identité par paire et classées taxonomiquement avec la
base de données UNIT ITS (alpha version 12_11) [216]. Une raréfaction a été effectuée et
utilisée pour comparer les abondances d'OTU entre les échantillons. Des analyses en
composantes principales (ACP) de la distance de Bray Curtis avec chague échantillon coloré
selon le traitement ont été construites et utilisées pour évaluer la variation entre les groupes
expérimentaux. Le nombre d'espéces observées, ainsi que les indices de diversité de Shannon,
Simpson et Chaol ont été calculés a partir de données raréfiées et utilisés pour caractériser la

diversité des espéces dans une communauté.

METABOLOMIQUE

PREPARATIONS D’EAUX FECALES

Les échantillons de feces (= 50 mg/souris) ont été collectés directement chez des souris vigiles
et mis en suspension dans de I'eau stérile (100 uL d’eau pour 25 mg d’échantillon) dans des
tubes de 1,5mL. Les échantillons ont ensuite été homogénéisés au vortex 3 fois 1 minute,
entrecoupés de 2 minutes dans la glace pour empécher les échantillons de chauffer et prévenir
la dégradation des métabolites. Les tubes ont été centrifugés 1ha 12 000 g a 4°C. Le surnageant
a été récupéré et filtré a 0,22 um a l'aide d’une seringue. Tous les échantillons d’eaux fécales
contréles ont été groupés en un seul échantillon, de méme pour les échantillons d’eaux fécales

inulines. L’eau fécale était immédiatement stockée a -80°C jusqu’a utilisation.

SPECTROMETRIE DE MASSE

TRAITEMENT DES ECHANTILLONS
Les analyses de métabolomique ont été réalisées par chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse (LC-MS/MS) sur un systéeme Vanquish couplé au QExactive™ plus, doté

de la technologie Orbitrap™ de Thermo Fisher. Les échantillons d’eaux fécales contrbles ou
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d’eaux fécales inulines ont été préalablement déprotéinisés par un ajout de méthanol froid
(rapport 1/5). Le mélange a été homogénéisé au vortex, conservé dans la glace pendant 30
minutes puis centrifugé a 4°C pendant 20 minutes a 15 000 g, le surnageant a été récupéré puis
séché dans un évaporateur sous azote pour étre conservé a -80°C. Les échantillons ont été
ensuite reconstitués par 100 uL d’'un mélange H20, acide formique (FA) 0,1%, acétonitrile
(ACN) 1%. La colonne de chromatographie utilisée était une célonne C18 polaire (Luna Omega
1,6um Polar C18, 150*2,1mm de Phenomenex®) permettant I'analyse d’un maximum de
métabolites aux propriétés différentes.
PRE-ANALYSE DES DONNEES
Cette étape a pour objectif de générer, a partir des données brutes fournies par le
spectromeétre de masse, des données robustes pouvant faire I'objet d’une analyse statistique.
Cette analyse a été réalisée a I'aide des logiciels MSConvert et Mzmine 3 et comprend la
succession d’étapes suivantes : détection des masses en MS1 et MS2, construction des
chromatogrammes, déconvolution, regroupement des isotopes, alignement et filtration des
données.
ANALYSES STATISTIQUES

Les analyses statistiques ont été effectuées sur le logiciel MetaboAnalyst. La premiére étape de
I’analyse consiste en une normalisation des données : normalisation des échantillons par la
médiane et une normalisation des features (molécule identifiée par un rapport m/z et un temps
de rétention) par une transformation en données logarithmiques, puis elles ont été centrées
sur la moyenne et réduite par I'écart type de chaque variable au moyen de I'algorithme « pareto
scalling ». Les analyses statistiques réalisées par la suite sont des analyses multivariées : non

supervisées (ACP et Clustering) et supervisées (PLS-DA, t-test et volcano plot).

ANALYSES STATISTIQUES ET CREATION DE FIGURES

Toutes les analyses statistiques et les figures ont été réalisée sur le logiciel GraphPad PRISM.

108



RESULTATS

MODULATION DU MICROBIOTE INTESTINAL BACTERIEN

Les analyses métagénomiques ont mis en évidence les 5 phyla qui composent le microbiote des
souris contrdles et inulines : Firmicutes, Bacteroidota, Actinobacteritoa, Desulfobacterota, et
Proteobacteria (Figure 53). Les proportions de chaque phylum étaient relativement similaires
entre les deux groupes, excepté pour le phylum Actinobacterota, qui était beaucoup plus

abondant dans le microbiote de souris nourries avec de I'inuline (0,005% en contrdle ; 4,65%

en inuline).
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Figure 53 : Composition du microbiote bactérien des souris contréles et inulines. Abondances
relatives des phyla bactériens les plus présents dans le microbiote fécal de souris nourries durant 2
semaines avec un régime standard (n=10) ou enrichi en inuline (n=11).

L'analyse Bray Curtis de la diversité-f par PCA a confirmé un regroupement significatif des
microbiotes intestinaux des souris au sein d’'un méme régime alimentaire (p < 0,001) (Figure

54), montrant ainsi le profond impact du régime enrichi en inuline sur le microbiote intestinal.
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Analyse Bray Curtis de la diversité-B

0,2 Controle
Inuline

0,1

0,0

Axe 2 (19,2%)

-0,2 0,0 0,2
Axe 1 (28,6%)

Figure 54 : Diversité-B par analyse Bray Curtis. Représentation PCA de la diversité-3 dans le microbiote
fécal de souris nourries durant 2 semaines avec un régime standard (n=10) ou enrichi en inuline (n=11).

Concernant la diversité-a, le nombre total d’espéces n’a pas été significativement impacté (387
+ 53 OTUs pour les souris standards et 378 + 43 OTUs pour les souris inulines). En revanche, la
distribution des especes était significativement différente entre les deux groupes (Indice de
Shannon, p = 0,00582). Cela signifie que malgré un nombre d’espéeces bactériennes similaire
dans les microbiotes de souris controles et inulines, celles-ci n’étaient pas distribuées de la
méme maniére. Afin d’identifier les espéces impactées par le régime inuline, nous avons réalisé
une analyse différentielle de I'abondance en utilisant la LDA LeFSe. Les scores LDA représentés
en cladogrammes montrent les rangs taxonomiques significativement différents entre les

groupes contrdle et inuline (Figure 55).
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Figure 55 : Diversité-a, représentée en cladogramme, dans le microbiote fécal de souris nourries
durant 2 semaines avec un régime standard (n=10) ou enrichi en inuline (n=11).

L'un des signaux les plus forts était une augmentation de I'espéce Bifidobacterium animalis, un
membre du phylum Actinobacteriota, dans les microbiotes de souris inulines (4,65%) comparé
aux souris standards (0,005%) (Figure 56). Le second fort signal concernait la famille des
Clostridiaceae, et plus particulierement le genre Clostridium sensu stricto 1. Nos séquences
étaient trés proches des Clostridium saudiense, Clostridium disporicum, et Clostridium celatum
(ces espéces ayant des séquences ADNr 16S trés similaires). Ce Clostridium était diminué dans
le microbiote des souris inulines (0,09%) comparé aux souris standards (6%). Le régime inuline

impacte donc profondément le microbiote bactérien.
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IMPACT SUR LE MICROBIOTE FONGIQUE

Les analyses métagénomiques ont mis en évidence les 2 phyla qui composent les microbiotes
des souris nourries avec un régime standard ou inuline : Ascomycota (85%) et Basidiomycota

(15%) (Figure 57).

100-
75
Basidiomycota
I Ascomycota
50
25

Controle Inuline

Abondance relative (%)

Figure 57 : Abondances relatives des phyla fongiques les plus présents dans le microbiote fécal de
souris nourries durant 2 semaines avec un régime standard (n=10) ou enrichi en inuline (n=11).

La diversité-a semble avoir été trés légérement appauvrie par le régime inuline, mais le nombre
total d’espéces n’a pas été significativement impacté (11 + 4 Operational Taxonomic Units
(OTUs) pour les souris standards et 10 + 4 OTUs pour les souris inulines), tout comme la

distribution des séquences (Index de Shannon, p = 0,48).

L'analyse Bray Curtis de la diversité-B en PCA a confirmé la grande similarité entre les

mycobiotes des souris nourries avec un régime standard ou inuline (Figure 58).
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Analyse Bray Curtis de la diversité-3
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Figure 58 : Diversité-B par analyse Bray Curtis. Représentation PCA de la diversité-3 dans le microbiote
fécal de souris nourries durant 2 semaines avec un régime standard (n=10) ou enrichi en inuline (n=11).

Ensuite, nous avons réalisé une analyse différentielle de I'abondance en utilisant la LDA LeFSe.
Les scores LDA montrent une différence significative dans un rang taxonomique. Il s’agit du
genre Claviceps, un membre du phylum Ascomycota, dans les mycobiotes de souris inulines

(0,002%) comparé aux souris standards (0,04%) (Figure 59).
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Figure 59 : Abondance relative du genre Claviceps, dans le microbiote fécal de souris nourries durant
2 semaines avec un régime standard (n=10) ou enrichi en inuline (n=11). L’histogramme représente la
moyenne + SEM. *p < 0,05 avec un test Mann Whitney.

Le régime inuline n‘impacte que trés peu le mycobiote des souris, qui est déja tres différent

d’un individu a 'autre.
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IMPACT SUR LE METABOLISME

Pour caractériser au mieux le microbiote intestinal des souris nourries avec de l'inuline, nous
avons analysé son métabolome. Pour cela, nous avons créé des eaux fécales, a partir de feces
de souris standards ou inulines, que nous avons analysées par LC-LS/MS. Un chromatogramme
a été réalisé pour chaque échantillon (Figure 60). Chaque pic représente un ou plusieurs
métabolites ayant un temps de rétention similaire mais présentant un rapport masse sur
charge (m/Z) différent. Ce chromatogramme suggere des différences de composition et de
quantité des métabolites présents dans les 2 eaux fécales, mais une analyse statistique était

nécessaire pour conclure sur de réelles différences.

Contréle

Inuline

Intensité de base du pic

Temps de rétention

Figure 60 : Chromatogrammes des profils métaboliques des eaux fécales contrdles et inulines,
obtenus par LC-MS/MS. Profils métaboliques de féces de souris nourries durant 2 semaines avec un
régime standard ou enrichi en inuline (n=6 souris groupées en 1 échantillon par groupe).

Une analyse statistique non-supervisée, en composante principale (PCA, Principal Composant
Analysis) a montré une séparation marquée entre les groupes contrdle et inuline (20% sur la
premiere composante et 30% sur la deuxieme composante) (Figure 61). Ce résultat met en

évidence des profils métaboliques bien distincts entre les eaux fécales contréles et inulines.
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Figure 61 : Diagramme de score d'analyse en composantes principales (ACP). Profils métaboliques
de feces de souris nourries durant 2 semaines avec un régime standard ou enrichi en inuline (n=6 souris
groupées en 1 échantillon par groupe).

Une analyse supervisée a été réalisée afin d’identifier le nombre de métabolites dont
I'expression variait de facon significative entre les deux groupes. Sur le volcano plot, les
métabolites sous le seuil de significativité (p < 0,05) sont représentés en gris. L’expression des
métabolites représentés en rouge est significativement augmentée dans I'échantillon d’eau
fécale inuline, et I'expression des métabolites en bleu est significativement augmentée dans
I"échantillon contréle (Figure 62). Ainsi, 429 métabolites different entre les eaux fécales

contréles et inulines, dont 234 dont I'expression est plus importante dans I'eau fécale inuline.
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Figure 62 : Volcano plot des eaux fécales contréles et inulines. Profils métaboliques de feces de souris
nourries durant 2 semaines avec un régime standard ou enrichi en inuline (n=6 souris groupées en 1
échantillon par groupe). Les métabolites en gris ne présentent pas de différence d’expression entre les
2 groupes. Les métabolites bleus sont significativement (p < 0,05) plus présents dans I"échantillon
contrble et les métabolites rouges sont significativement (p < 0,05) plus présents dans I"échantillon
inuline.
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CONCLUSION

Comme précédemment décrit dans la littérature [206], la consommation d’inuline impacte
profondément le microbiote bactérien intestinal. En effet, il augmente la diversité-B, soulignant
une grande dissimilarité entre les microbiotes de souris controles et inulines. Parmi les espéces
concernées, I'abondance relative de 'espéce Bifidobacterium animalis est significativement
augmentée dans le microbiote de souris nourries avec de l'inuline. Le mycobiote n’est que
faiblement modulé par la consommation d’inuline. En effet, I'inuline ne semble pas impacter la
diversité du mycobiote, et diminue 'abondance relative du genre Claviceps (Figure 63). De plus,
la consommation d’inuline semble impacter profondément le métabolome microbien.
Cependant, I'analyse actuelle ne permet pas encore de déterminer quels sont les métabolites

détectés.

Bactéries | Levures

f B. animalis \, Claviceps

\ Clostridia

f Diversité-p

Figure 63 : Modulation du microbiote intestinal par le régime inuline.
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1. IMPACT DE L’INULINE SUR L'IMMUNITE INTESTINALE

Il est désormais admis que le microbiome intestinal impacte le tonus immunitaire local
(intestins) et systémique [217]. Comme environ 70% de notre systeme immunitaire se trouve
dans nos intestins [218], nous avons caractérisé les modulations immunitaires induites par la
consommation d’inuline a cet endroit. L'inuline est un prébiotique, fermenté par les micro-
organismes anaérobes du caecum et du célon. Nous nous sommes donc concentrés sur

I’analyse de I'immunité colique plutét que celle du petit intestin.

METHODOLOGIE : ANALYSE DES CELLULES IMMUNITAIRE COLIQUES

L'immunité dans le célon est divisée en deux espaces : Les Lymphocytes IntraEpithéliaux (IELs)

et les cellules de la Lamina Propria (LPCs) [61] (Figure 64).

Lumiere intestinale

‘ Epithélium
PN @ a *’ - Lamina Propria
Q ), } 4 :

Figure 64 : Organisation de I'immunité colique.

Nous avons caractérisé I'immunité colique de souris nourries avec un régime standard ou
enrichi eninuline par cytométrie en flux et Rétro-Transcription PCR (RT-qPCR) en suivant le plan

expérimental présenté en Figure 65.
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Figure 65 : Plan expérimental pour I'analyse de I'immunité intestinale.

ANIMAUX

Voir page 99.
Numéro d’autorisation par le ministere de la recherche : APAFIS#12905-

2018010411002729.v7

COLLECTE DE COLONS ET TRI DES LYMPHOCYTES INTRAEPITHELIAUX ET DES CELLULES
DE LA LAMINA PROPRIA

COLLECTE DE COLONS

Les cblons ont été collectés post-mortem, vidés et ouverts longitudinalement afin de retirer
délicatement le mucus sur I'épithélium. Les cblons ont été coupés en segments de 2 cm et
placés dans 20 mL de tampon Hank’s Balanced Salt Solution sans Ca?* et Mg?* (HBSS’) (Gibco)

pour empécher leur déshydratation.

ISOLEMENT DES IELs

Les morceaux de cOlons ont été incubés dans 20 mL de tampon d’isolement des IELs, contenant
5 mM d’HEPES, 5 mM EDTA, 1 mM DTT et 5% SVF dans du tampon HBSS", pendant 20 minutes
a 37°C. Ce tampon permet la désintégration de la barriere intestinale et donc I'individualisation
des cellules qui la composent. Apres I'incubation, les suspensions cellulaires contenant les |ELs
ont été centrifugées 6 minutes a 600 G, puis les cellules récupérées ont été mises en suspension
dans 10 mL de milieu Roswell Park Memorial Institut (RPMI) 10% Sérum de Veau Foetal (SVF).
Les morceaux de cOlons ont été incubés une deuxieme fois dans 20 mL de tampon d’isolement
de IELs. La fraction cellulaire récupérée grace a la deuxiéme incubation a ensuite pu étre

groupée avec la premiere, dans un volume final de 10 mL de RPMI 10% SVF.

118



ISOLEMENT DES LPCs

Les morceaux de cdlon restants ont été lavés dans 20 mL de HBSS avec Ca?* et Mg?* (HBSS*)
pendant 20 minutes a 37°C. Les morceaux de colons propres ont ensuite été lacérés avec des
scalpels et digérés avec 20 mL de RPMI contenant 0,5 mg/mL de Collagénase VIII, 10 U/mL de
DNAse | et 5% SVF a 37°C pendant 30 minutes. Enfin, les morceaux de colons digérés contenant
les cellules de la Lamina Propria ont été écrasés sur un tamis cellulaire de 70 um, puis les

cellules récupérées ont été mises en suspension dans 10 mL de RPMI complet 10% SVF.

CYTOMETRIE EN FLUX

La cytométrie en flux permet 'analyse quantitative et qualitative d’une suspension cellulaire.
Les cellules sont préalablement marquées avec des anticorps couplés a des fluorochromes,

ciblant des marqueurs extracellulaires et des molécules intracellulaires (cytokines).

STIMULATION DES LEUKOCYTES

Pour permettre le marquage intracellulaire des cytokines, les suspensions cellulaires ont été
stimulées de maniere aspécifique 4h a 37°C avec 50 ng/mL phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA), 1 pg/mL ionomycin (Sigma), et du Golgi Stop™ (BD Biosciences). La combinaison de
PMA et de ionomycine permet d’activer les facteurs de transcription NF-kB et NFAT, et stimuler
la production de cytokines. Linhibiteur de transport vésiculaire Golgi Stop™ permet

I’accumulation des cytokines produites a I'intérieur de la cellule, en empéchant sa sécrétion.

MARQUAGE EXTRA- ET INTRA-CELLULAIRE

Pour le marquage extracellulaire, les cellules ont été incubées 20 minutes a température
ambiante dans le noir avec 200 ng de chaque anticorps et un marqueur de viabilité
(Live/Dead™, Invitrogen). Les anticorps utilisés pour les marquages extracellulaires sont listés

dans le Tableau 3.

Pour permettre le marquage intracellulaire des cytokines, les cellules ont d’abord été
perméabilisées et fixées avec le kit FoxP3 staining buffer kit (eBioscience), en suivant les
indications du fournisseur. Cette perméabilisation permet ensuite aux anticorps ciblant les

protéines intracellulaires de pénétrer a l'intérieur des cellules. Les cellules ont ensuite été
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incubées 1 heure a température ambiante dans le noir avec 200 ng de chaque anticorps Les

anticorps utilisés pour les marquages intracellulaires sont listés dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Liste des anticorps utilisés pour I'analyse des IELs et des LPCs

Fluorochrome Cible
Laser bleu (488 nm)

FITC CD3
PE IL-10
PerCP-Cy™5.5 CD4
PE/Cy™7 y8 TcR
Laser rouge (640 nm)

APC IFNy
APC-Cy7 CD45
BD Horizon™ Brilliant Violet 421 IL-17
BD Horizon™ V500 Margueur de viabilité

Apres le marquage intracellulaire, les cellules ont été fixées avec du FACS Lysing Solution (BD
Biosciences) et stockées a 4°C jusqu’a l'acquisition des données sur un cytometre BD
Biosciences FACSCanto Il ou Lyric et analysées sur le logiciel FlowJo. La sélection des cellules a

été faite comme indiqué en Figure supplémentaire S1.

TRI' CELLULAIRE

Les cellules CD45* et CD45" de la Lamina Propria ont été triées avec le dispositif MACS de tri
magnétique (Miltenyi Biotec) avec des microbilles CD45 (Cat n® #130-052-301), en suivant les

instructions du fournisseur.

RETRO-TRANSCRIPTION ET REACTION EN CHAINE PAR POLYMERASE EN TEMPS REEL
(RT-QPCR)

Les réactions de polymérisation en chaine (PCR) permettent d’amplifier une séquence d’ADN
définie. La PCR quantitative en temps réels (qPCR) permet de suivre en continu ce processus
d’amplification, en suivant la fluorescence émise par les fragments néo-formés. L’ADN est

obtenu par Rétro-Transcription (RT) d’ARN purifié.
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EXTRACTION D’ARN
L’ARN a été extrait des cellules avec le kit RNEASY-QIAGEN, en suivant les indications du
fournisseur. L'ARN en a été suspendue dans un volume final de 30 pL et a été quantifiée avec
un NanoDrop™ et stocké a -20°C jusqu’a la rétro-transcription. Les dosages d’ARN obtenues
sont listés dans le Tableau 4. La pureté des échantillons a été évaluée par la mesure des ratios
Az60/A2g0, €t Az60/A230.
e Asso/Azs0 : Un échantillon d’ARN dont le ratio 260/280 avoisine 2,0 est considéré comme
relativement pur.
e Ayeo/A230 : Un échantillon dont le ratio 260/230 compris entre 2,0 et 2,2 est considéré
comme relativement pur. Le tampon final contenant les ARN peut cependant

grandement affecter ce ratio.

Tableau 4 : Quantification des ARN purifiés.

. [ARN] . [ARN]
Echantillon 260/280 260/230 Echantillon 260/280 260/230

ng/ul ng/ul
2 19,7 1,8 0,99 2 108,7 1,93 1,44
3 3,12 2,82 0,33 3 33,36 2,09 1,62
Controle | 4 23,9 1,34 0,48 Controle | 4 89,5 2 1,9
5 52 1,97 1,15 5 104,6 2 1,77
6 12,6 1,31 0,63 o 6 50,2 1,97 1,42

CD45+ 45
7 11,3 1,69 0,68 7 107,3 2,08 0,22
8 13,4 1,78 0,56 8 53,4 1,95 1,49
. Inuline

Inuline 9 6,9 2,56 0,1 9 95,4 2,09 0,48
11 3,1 5,28 0,32 11 68,6 2,16 0,8
12 15,76 2,1 0,04 12 96,72 2,06 1,09

RETROTRANSCRIPTION

L’ARN extrait a ensuite été rétro-transcrit avec le kit SuperScript Il en ADN complémentaire
(ADNCc), en suivant les indications du fournisseur. Les volumes des solutions d’ARN utilisés ainsi
que les quantités d’ARN correspondantes sont listés dans le Tableau 5 (Varn). A la fin de cette
étape, les ARNs d’origine sont détruits grace a une RNAse. Nos échantillons contenaient alors

uniquement de 'ADNc simple brin identique a la séquence génomique.
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Tableau 5 : Volumes des solutions d’ARN utilisés pour les rétro-transcription, et quantités d’ARN

correspondantes.
Quantité Quantité
, V, V , V. V
Echantillon ARN e d’ARN Echantillon ARN eau d’ARN
(kL) | (ub) (ML) | (Wb)
(ng) (ng)
2 12 0 250 2 4.6 7,4 500
3 12 0 50 3 7,5 4,5 250
Controle | 4 | 10,46 | 1,54 250 Controle 4 5,59 6,41 500
5 9,62 | 2,38 500 5 4,78 7,22 500
6 11,9 0,1 150 6 9,96 2,04 500
CD45* CD45
7 8,85 | 3,15 100 7 4,66 7,34 500
8 | 11,19 | 0,81 150 8 9,36 2,64 500
Inuline 9 7,25 | 4,75 50 Inuline 9 5,24 6,76 500
11 12 0 50 11 7,29 4,71 500
12 | 9,52 | 2,48 150 12 5,17 6,83 500
RT-QPCR

La séquence entiére du géne d’intérét a été récupérée sur la base de données « Nucléotides »

de la National Library of Medicine du National Institut oh Health (NIH)

(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/). Pour certains génes, seulement I'exon principal (le plus long)

a été utilisé. La ségquence a ensuite été copiée sur le logiciel Primer3Web

(https://primer3.ut.ee/), et une recherche de primer a été exécutée en suivant les critéres listés

dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Critéres de conceptions des amorces de RT-qPCR.

Minimum Optimal Maximum
Longueur de 'amorce (bases) 19 20 21
Température de fusion (Tm) 59 60 61
Pourcentage d’appariment GC 40 50 60
Lon.gueur de I'amplicon (bases) (peut 100 ] 150
varier)

Les paires amorce(s) ayant moins de 1,5°C de différence de température de fusion ont été
sélectionnées. Pour vérifier ce duo d’amorces, leurs séquences ont été soumises au logiciel In-
silico PCR de la plateforme Genome Browser de l'université de California Santa Cruz

(https://genome.ucsc.edu/). Le logiciel indique la ou les séquences du génome amplifiées par

la paire d’amorces. Si la seule séquence proposée correspond au gene d’intérét, le duo
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d’amorces était alors validé. Le méme type de vérification a également été réalisé sur le logiciel

« Nucleotide Blast» du NIH (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Cette seconde

vérification permet de s’assurer que la séquence du génome amplifiée se situe dans un exon
(en cas d’élimination des introns durant la maturation des ARNm). Les amorces obtenues et

utilisées sont listées dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Liste des amorces utilisées pour la RT-gPCR. FW = séquence Forward (sens) ; RV =
séquence reverse (anti-sens).

!\lom el Séquence (5’ = 3’) !\lom el Séquence (5’ = 3’)

I'amorce I'amorce
GAPDH FW CCATCACCATCTTCCAGGAG MMP-9 FW TGGGGGCAACTCGGC
GAPDH RV CCTGCTTCACCACCTTCTTG MMP-9 RV GGAATGATCTAAGCCCAG
B2M FW GTATACTCACGCCACCCACC iNOS FW GTTGAAGACTGAGACTCTGG
B2M RV TCCCGTTCTTCAGCATTTGGA iNOS RV ACTAGGCTACTCCGTGGA
IL-1ByS FW TGATGAGAATGACCTCTTCT Cox-2 FW GGGTTGCTGGGGGAAGAAATG
IL-1B RV CTTCTTCAAAGATGAAGGAAA Cox-2 RV GGTGGCTGTTTTGGTAGGCTG
IL-6 FW TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC TFF-3 FW CCTGGTTGCTGGGTCCTCTG
IL-6 RV TTGGTCCTTAGCCACTCCTTCC TFF-3 RV GCCACGGTTGTTACACTGCTC
IL-10 FW TCCTTAATGCAGGACTTTAAGGG Occludine FW ACGGACCCTGACCACTATGA
IL-10 RV GGTCTTGGAGCTTATTAAAAT Occludine RV TCAGCAGCAGCCATGTACTC
IL-12 FW CCTGGGTGAGCCGACAGAAGC Z0-1 FW GGGGCCTACACTGATCAAGA
IL-12 RV CCACTCCTGGAACCTAAGCAC Z0-1RV TGGAGATGAGGCTTCTGCTT
IL-17 FW GCTCCAGAAGGCCCTCAGACTACC FoxP3 FW CCTATGGCTCCTTCCTTGGC
IL-17 RV CTTCCCTCCGCATTGACACAGC FoxP3 RV CCTTGGGTGCAGTCTTCCAG
TNF-a FW AACTAGTGGTGCCAGCCGAT Regllly FW TGGAGGTGGATGGGAATGGA
TNF-a RV CTTCACAGAGCAATGACTCC Regllly RV GCCACAGAAAGCACGGTCTA
IFNy FW GAACTGGCAAAAGGATGGTGA IL-22 FW GTGCTCAACTTCACCCTGGA
IFNy RV TGTGGGTTGTTGACCTCAAAC IL-22 RV GGCTGGAACCTGTCTGACTG
MIP-2 FW TCAATGCCTGAAGACCCTGC IDO1 FW TGGGACATTCCTTCAGTGGC
MIP 2 RV CGTCACACTCAAGCTCTGGA IDO1 RV TCTCGAAGCTGCCCGTTCT
MMP-2 FW TGCCGGCACCACTGAGGACTAC
MMP2-RV GGGCTGCCACGAGGAACA

Les RT-gPCR ont été réalisées en duplicata pour chaque échantillon, sur StepOneTM RealTime
PCR. Chaque mix de réaction contenait 5 pL de ADNc dilué (correspondant a 25 ng d’ARN), 13
1L de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystem), 1 uL d’amorce sens et 1 puL d’amorce anti-
sens. Les conditions de PCR étaient : 2 minutes a 95°C, puis 40 cycles de 15 secondes a 95°C et

1 minute a 60°C (Figure 66).
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Nombre de cycles : 40

100 = 95°C 95°C 95°C 95°C
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Figure 66 : Programme appliqué au thermocycleur pour amplifier les ADNc.

L’amplification de transcrits spécifiques était confirmée par un profil d’amplification généré a
la fin du programme de PCR. Ce profil a permis d’isoler les valeurs Ct correspondant au cycle

d’amplification durant lequel la fluorescence détectée a dépassé un certain seuil (Figure 67).

Amplification

Seuil

Pas d'amplification

Fluorescence

Copies par réaction (Ct)
Figure 67 : Exemple d’un profil d’amplification permettant de déterminer la valeur du Ct.
La normalisation des résultats a été réalisée avec un contrdle endogéne mesuré dans chaque
échantillon : GAPDH et/ou B2M. Le ACt correspond a la différence de Ct entre le géne d’intérét

et le contrble endogene.

ACt = Ctgéne = Cteontrole endogéne
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Chaque valeur normalisée a été comparée avec un échantillon de référence appelé « calibreur
». Ce calibreur correspond a la moyenne des ACt du groupe contrdle. Le AACt obtenu
correspond a la différence de ACt entre I’échantillon analysé et I’échantillon calibreur.

AACt = ACtéchantillon — ACtcalibrateur

Enfin, la valeur RQ (Relative Quantification) indique le changement d’expression relatif entre

I’échantillon testée et I’échantillon controle.

RQ = 274ct

RESULTATS

IMPACT SUR LES LYMPHOCYTES INTRA-EPITHELIAUX (IELs)

Au contact direct du microbiome se trouve I'épithélium, contenant des Lymphocytes Intra-
Epithéliaux (IELs). Pour les étudier, nous avons collecté les colons de souris ayant recu 2
semaines de régime inuline, puis nous avons analysé les IELs par cytométrie en flux. Les
proportions de LTs y6, CD4* et CD8* n’ont pas été impactées par la consommation d’inuline
(Figure 68).
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Figure 68 : Analyse des IELs du célon. Proportion de LTs y§, CD4* et CD8*, sélectionnées parmi les
cellules CD45", CD3* dans I'épithélium de cblon de souris nourries durant 2 semaines avec un régime
standard ou enrichi en inuline. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM. ns = non-significatif
avec un test Mann Whitney.
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Sous stimulation PMA/iono, la proportion de LTs y& producteurs d’IFNy, une cytokine pro-
inflammatoire, était doublée dans les IELs de souris nourries avec de I'inuline (Figure 69). En
revanche, les proportions de LTs CD4* et CD8* produisant de I'lFNy n’ont pas été impactées par

la consommation d’inuline.
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Figure 69 : Analyse des IELs produisant de I'lFNy. Proportion des LTs intraépithéliaux produisant de
I'IFNy. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM. ns = non-significatif, *p < 0,05 avec un test
Mann Whitney.

Pour mieux caractériser I'effet de I'inuline sur I'épithélium du cbdlon, nous avons récupéré les
cellules non immunitaires de I'épithélium colique, et nous avons analysé le niveau d’expression
de différents genes impliqués dans l'inflammation, la réparation tissulaire et les jointions
serrées. Sur 9 génes analysés, 4 genes impliqués dans I'inflammation étaient significativement
surexprimés (p < 0,05 Mann-Whitney) par les cellules épithéliales des souris nourries avec de
I'inuline. Il s’agissait des génes codant pour : le Facteur de nécrose Tumorale (TNF)-a, les

Métalloprotéinase Matricielle (MMP)-2 et MMP-9, et la Cyclo-Oxygénase (COX)-2 (Figure 70).
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Figure 70 : Analyse de I'expression génique dans |’épithélium du c6lon. Niveaux d’expression de
genes impliqués dans I'inflammation, la réparation tissulaire et les jonctions serrées dans les cellules
épithéliales coliques, de souris nourries avec un régime standard (n=5), ou enrichi en inuline (n=5). Le
graphique représente les valeurs RQ de chaque souris.

En conclusion, le régime enrichi en inuline induit une réaction inflammatoire au niveau de

I"épithélium du célon, médiée a la fois par les cellules épithéliales et les IELs.

IMPACT SUR LES CELLULES DE LA LAMINA PROPRIA (LPCs)

En dessous de I"épithélium se trouve la Lamina Propria. Pour étudier I'impact de I'inuline sur
les cellules qui la composent, nous les avons analysés par cytométrie en flux. Tout comme dans
les IELs, les proportions de LTs y5, CD4* et CD8* n’ont pas été impactées par la consommation
d’inuline (Figure 71).
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Figure 71 : Analyse des LPCs du célon. Proportion de LTs y§, CD4* et CD8", sélectionnées parmi les
cellules CD45*, CD3* dans la lamina propria de colon de souris nourries durant 2 semaines avec un
régime standard ou enrichi en inuline. Les histogrammes représentent la moyenne = SEM. ns = non-
significatif avec un test Mann Whitney.
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En revanche, nous avons observé une légére mais non-significative augmentation de la
proportion de LTs y§, CD4* et CD8* produisant de I'lL-10, une cytokine anti-inflammatoire, dans

la lamina propria des souris nourries avec de l'inuline (Figure 72).
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Figure 72 : Analyse des LPCs produisant de I'lL-10. Proportion des LTs de la lamina propria produisant
de I'lL-10. Les histogrammes représentent la moyenne £ SEM. ns = non-significatif avec un test Mann
Whitney.

Nous avons ensuite analysé le niveau d’expression de différents génes impliqués dans
I'inflammation, la réparation tissulaire et les jointions serrées. Parmi les 10 génes analysés, 3
génes impliqués dans la régulation de linflammation et lintégrité tissulaire étaient
significativement surexprimés (p < 0,05 Mann-Whitney) par les cellules de la lamina propria des
souris nourries avec de l'inuline. Il s’agissait des genes codant pour : le Forkhead Box P (FoxP)-

3, I'Interleukine (IL)-22, et la Protéine Inflammatoire Macrophagique (MIP)-2 (Figure 73).
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Figure 73 : Analyse de I’expression génique dans la lamina propria du c6lon. Niveaux d’expression de
genes impliqués dans I'inflammation, la réparation tissulaire et les jonctions serrées dans les cellules de
la lamina propria coliques, de souris nourries avec un régime standard (n=5), ou enrichi en inuline (n=5).
Le graphique représente les valeurs RQ de chaque souris.

Le régime enrichi en inuline induit de la réparation tissulaire et de la tolérance immunitaire

dans la lamina propria du c6lon.
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CONCLUSION

Le régime inuline module dans notre modeéle I'immunité intestinale, a la fois dans I'épithélium,
mais également dans la lamina propria. Il est intéressant de noter que les effets ne sont
cependant pas les mémes dans ces deux couches de la muqgueuse intestinale. En effet, dans
I"épithélium, le régime enrichi en inuline semble induire un effet pro-inflammatoire, en
augmentant la proportion de LTs yo intraépithéliaux pouvant produire de I'IFNy, et en
augmentant |'expression de genes impliqués dans l'inflammation par les entérocytes. A
I'inverse, dans la lamina propria, le régime enrichi en inuline semble renforcer I'intégrité de la
barriere intestinale, en augmentant |'expression de génes impliqués dans la tolérance
immunitaire et la réparation tissulaire. De plus, les LTs de la lamina propria de souris nourries
avec de linuline tendent vers une polarisation anti-inflammatoire, avec une tendance

légerement plus haute a produire de I'lL-10 (Figure 74).
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Figure 74 : Schéma résumant les effets de I'inuline sur I'immunité du c6lon de souris.
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IIl. EFFET ANTITUMORAL DE L'INULINE

Le régime enrichi en inuline semble moduler la composition du microbiote intestinal, en
favorisant la présence de bactéries bénéfiques comme Bifidobacterium animalis. La présence
de Bifidobacterium dans le microbiote intestinal de patients atteints de mélanome a été liée a
une bonne réponse aux immunothérapies ainsi qu’a leur rémission [155]. De plus, le régime
enrichi en inuline semble optimiser I'immuno-surveillance de son hoéte, et renforcant son
immunité intestinale. L'inuline, en modulant le microbiote intestinal et en renforcant le tonus

immunitaire associé, pourrait exercer un effet antitumoral intéressant.

METHODOLOGIE : MODELES DE TUMEURS TRANSPLANTEES

Pour évaluer le possible effet antitumoral du régime enrichi en inuline, nous avons injecté en
sous-cutané des cellules cancéreuses murines a des souris C57BL/6, apres deux semaines de
pré-conditionnement avec un régime enrichi en inuline, puis nous avons suivi la croissance
tumorale durant 2 semaines supplémentaires, tout en maintenant le régime (Figure 75). Pour
étudier le réle du renforcement immunitaire induit par la consommation d’inuline dans ce
modele, nous avons récupéré les tumeurs apres 2 semaines de croissance tumorale et nous

avons analysé 'immunité infiltrant la tumeur par cytométrie en flux.

Implantation
tumorale
- 1 =
J-15 JO J13
+/- Début Inuline Collecte des

tumeurs

Figure 75 : Plan expérimental pour I’évaluation de |’effet antitumoral de I'inuline.
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ANIMAUX

Voir page 99. Dans ce chapitre, des souris males et femelles ont été utilisées.
Numéro d’autorisation par le ministere de la recherche: APAFIS#12905-

2018010411002729.v7

CULTURE CELLULAIRE

LIGNEES CELLULAIRES

Trois lignées cellulaires de cancer murin ont été utilisées dans cette étude : B16 OVA, MC38
OVA et MCA205 OVA. Ces 3 lignées ont été sélectionnées car elles sont largement utilisées
comme modeéles murins de tumeurs transplantables dans la littérature, et peuvent étre

implantées en sous-cutané.

MELANOME B16 OVA
La lignée cellulaire mélanome B16 a été découverte et maintenue par le Jackson Laboratory en
1954, a la suite de I'apparition d’'un mélanome spontanée sur une souris C57BL/6. Elle a depuis
été transfectée avec un plasmide pour exprimer l'ovalbumine (OVA). Ces cellules sont

adhérentes, fusiformes et allongées.

Les cellules B16 OVA ont été fournies par la Pr. L. Zitvogel de I'Institut Gustave Roussy, et
cultivées en flasque T75 dans du milieu Dulbecco’s modified essential medium (DMEM)
complet (supplémenté avec 1 mM de pyruvate de sodium, 1% d’acides aminés non-essentiels,
50 U/mL pénicilline et 50 ug/mL streptomycine (Gibco)) 10% SVF. Les cellules étaient
décongelées 10 jours avant I'implantation tumorale, et étaient passées au % tous les 2 jours.
Pour la sélection du plasmide contenant le gene OVA, I'antibiotique G418 (500ug/ml, Sigma) a
été ajouté a partir du premier passage suivant la décongélation. La lignée a été testée sans
mycoplasme (Mycoalert LTO7-518 Lonza), et la présence du gene codant pour I'ovalbumine a
été vérifiée par Théo Ziegelmeyer de I'Institut of Advanced Biosciences, par Western Blot. Les

cellules étaient maintenues en culture pendant 10 a 15 jours avant I'implantation tumorale.
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CANCER COLORECTAL MC38 OVA
La lignée cellulaire d’adénocarcinome colorectal MC38 OVA est apparue chez une souris
C57BL/6. Elle a ensuite été transfectée avec un plasmide pour exprimer I'ovalbumine (OVA).

Ces cellules sont adhérentes, fusiformes et allongées.

Les cellules MC38 OVA ont été fournies par C. Fournier, Inserm U1209, et cultivées en flasque
T75 dans du milieu DMEM complet 10% SVF. Les cellules étaient décongelées 10 jours avant
I'implantation tumorale, et étaient passées au % tous les 2 jours. Pour la sélection du plasmide
contenant le géne OVA, I'antibiotique G418 (500ug/ml, Sigma) a été ajouté a partir du premier
passage suivant la décongélation. La lignée a été testée sans mycoplasme. Les cellules étaient

maintenues en culture pendant 10 a 15 jours avant I'implantation tumorale.

FIBROSARCOME MCA205 OVA
La lignée cellulaire MCA205 OVA est apparue a la suite de I'exposition de souris C57BL/6 a un
cancérigéne cutané appelé le MéthylCholAntrene (MCA). Elle a ensuite été transfectée avec un
plasmide pour exprimer 'ovalbumine (OVA). Ces cellules sont adhérentes, fusiformes et

allongées.

Les cellules MCA205 OVA ont été fournies par la Pr. L. Zitvogel de I'Institut Gustave Roussy, et
cultivées en flasque T75 dans du milieu RPMI complet 10% SVF. Les cellules étaient décongelées
10 jours avant I'implantation tumorale, et étaient passées % tous les 2 jours. Pour la sélection
du plasmide contenant le gene OVA, I'antibiotique Hygromycine B (50ug/ml, Sigma) a été
ajouté a partir du premier passage suivant la décongélation. La lignée a été testée sans
mycoplasme. Les cellules étaient maintenues en culture pendant 10 a 15 jours avant

I'implantation tumorale.

IMPLANTATION TUMORALE

Le jour des implantations tumorales, les cellules en culture ont été détachées de leur support,
lavées, comptées a I'aide de lames KOVA® et de bleu de trypan 0,02% et mises en suspension
dans du Tampon Phosphate Salin (PBS, Phosphate Buffer Saline) 1X aux concentrations
suivantes :

e 2x10°cellules /mL pour les B16 OVA
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e 5x10° cellules/mL pour les MC38 OVA
e 2 x10°cellules /mL pour les MCA205 OVA

Ces suspensions cellulaires ont été gardées a température ambiante jusqu’a I'implantation in
vivo. Les flancs droits des souris ont été rasés a I'aide d’une tondeuse électrique pour permettre
I'injection sous-cutanée de 100 pL de chaque suspension cellulaire. Suivant les lignées
cellulaires utilisées, les souris ont donc recu :

e 2x10°cellules /mL pour les B16 OVA

e 5x10° cellules/mL pour les MC38 OVA

e 2x10°cellules /mL pour les MCA205 OVA

Environ 7 jours plus tard, les tumeurs sont devenues palpables, et ont été mesurées tous les 2
a 3 jours avec un pied a coulisse. La taille des tumeurs (en mm?) a été mesure suivant la formule

suivante :

Tailleqymewr = longueur X largeur
L'état général des animaux était évalué tous les 2 a 3 jours a partir de I'implantation tumorale.
Si une souris présentait le moindre signe de souffrance, elle était placée sous surveillance

accrue (évaluation de son état général tous les jours).

Pour les représentations graphiques, les volumes des tumeurs (en mm?3) ont été calculés,

suivant la formule suivante, en accord avec la littérature :

Volume,ymeur = 0,5 X (longueur X largeur?)

COLLECTE ET DIGESTION DES TUMEURS

Dés qu’une tumeur atteignait la taille éthique maximale de 150 mm?, toutes les souris étaient
euthanasiées par dislocation cervicale afin de récupérer les tumeurs. Une fois collectées, les
tumeurs étaient placées dans 2 mL de milieu RPMI dans une plague 6 puits. Avec une paire de
scalpels, les tumeurs ont été lacérées jusqu’a I'obtention d’un mélange quasi-homogéne. Afin

de compléter la digestion des tumeurs, 2 mL d’un tampon de digestion 2X contenant 50 ug/mL
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de Liberase™ (Roche) ont été ajoutés sur chaque tumeur. Ainsi, les tumeurs ont été incubées
15 a 30 minutes (15 minutes pour les B16 OVA, 20 minutes pour les MC38 OVA et 30 minutes
pour les MCA205 OVA) a 37°C avec 25 pg/mL de Liberase™ dans du RPMI. A la fin de la
digestion, 2 mL de RPMI 10% SVF ont été ajoutés a chaque puits afin d’arréter I'action de la
Libérase™. Le contenu des puits a ensuite été transféré sur un tamis cellulaire de 70 pm sur un
tube de 50 mL. Les tumeurs ont été écrasées sur le tamis, puis le tamis a été lavé avec 10 mL
de RPMI complet 10% SVF. Les cellules obtenues ont été centrifugées 6 minutes a 600 g, puis

suspendues dans 1 mL de RPMI 10% SVF.

CYTOMETRIE EN FLUX

Voir page 119, pour le protocole et pour la liste d’anticorps utilisés (Tableau 3).

RESULTATS

EFFET INHIBITEUR DE LA CROISSANCE TUMORALE

Pour évaluer le possible effet antitumoral du régime enrichi en inuline, nous avons injecté en
sous-cutané des cellules de mélanome murin B16 OVA a des souris C57BL/6, aprés deux
semaines de pré-conditionnement avec un régime enrichi en inuline, puis nous avons suivi la
croissance tumorale durant 2 semaines supplémentaires. En accord avec une étude publiée par
Li. et al. dans Cell Report [202], nous avons montré qu’un régime enrichi en inuline pendant 2

semaines avant I'implantation tumorale inhibe a 89% la croissance du mélanome (Figure 76).
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Figure 76 : Effet antitumoral du régime inuline. Croissance tumorale chez des souris C57BL/6 nourries
avec un régime standard ou enrichi en inuline et ayant recu en injection sous-cutanée 2 x 10° cellules
de mélanome murin B16 OVA (n=6 par groupe). Les courbes représentent les moyennes + SEM. ****p
< 0,0001 en test de two-way ANOVA avec une correction Geisser Greenhouse.

Cet effet antitumoral du régime enrichi en inuline a été confirmé chez des souris males (Figure

supplémentaire S2).

IMMUNITE INFILTRANT LA TUMEUR

Pour mieux comprendre les mécanismes a l'origine de cette observation, nous avons analysé
I'immunité infiltrant les tumeurs B16 OVA par cytométrie en flux. Dés qu’une tumeur a atteint
la taille éthique maximale (13 jours post implantation tumorale de la B16 OVA), les tumeurs de
toutes les souris ont été récupérées et traitées comme décrit page 134. L'étude par cytométrie
en flux a révélé une plus grande infiltration en leucocytes (CD45%) dans les tumeurs de souris

nourries avec de I'inuline, comparé aux souris nourries avec un régime standard (Figure 77).
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Figure 77 : Infiltration tumorale. Proportion de cellules CD45" parmi toutes les cellules dans les
tumeurs de souris nourries avec un régime standard (n=6) ou enrichi en inuline (n=5). L'histogramme
représente la moyenne + SEM. *p < 0,05 avec un test Mann Whitney.

Les populations de LTs Infiltrant les tumeurs (TILs, Tumor-Infiltrated Lymphocytes) semblaient
étre les plus impactées par la consommation d’inuline. En effet, parmi les LTs (CD45* CD3*), la
proportion de LTs non-conventionnels y était significativement augmentée dans les tumeurs

inuline, au détriment de la proportion de LTs CD8" (Figure 78).
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Figure 78 : LTs infiltrant les tumeurs. Proportion de LTs y5, CD4* et CD8" parmi les cellules CD45*, CD3*
infiltrant les tumeurs de souris nourries avec un régime standard (n=6) ou enrichi en inuline (n=5). Les
histogrammes représentent la moyenne + SEM. ns = non-significatif, *p < 0,05 avec un test Mann
Whitney.

L'augmentation de la proportion de LTs intra-tumoraux dans les tumeurs de souris nourries

avec de I'inuline a également été confirmée chez des souris males (Figure supplémentaire S3).
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De facon cohérente avec le fort effet inhibiteur de croissance tumoral observé, le régime
inuline a également entrainé une réponse Thl antitumorale illustrée par 'augmentation de la

proportion de LTs yd, CD4* et CD8* produisant de I'IFNy dans les TILs (Figure 79).
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Figure 79 : LTs produisant de I'lIFNy. Proportion des LTs produisant de I'IFNy et infiltrant les tumeurs
de souris nourries avec un régime standard (n=6) ou enrichi en inuline (n=5). Les histogrammes
représentent la moyenne + SEM. ns = non-significatif, *p < 0,05 avec un test Mann Whitney.

Pour investiguer 'origine de I'activation des LTs sous inuline, nous avons étudié les cellules
présentatrices d’antigénes. En accord avec la publication de Li et al. dans Cell Reports, nous
avons montré que la consommation d’inuline semblait entrainer une plus grande infiltration

tumorale en cellules dendritiques (CD11c* MHCII*) (Figure 80).
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Figure 80 : Cellules dendritiques. Proportion de cellules dendritiques parmi toutes les cellules infiltrant
les tumeurs de souris nourries avec un régime standard (n=3) ou enrichi en inuline (n=3). Les
histogrammes représentent la moyenne + SEM.

Nous avons analysé différents marqueurs d’activation des cellules dendritiques pour
caractériser leur implication dans I'effet antitumoral de I'inuline :

e (D40 : Marqueur d’activation des cellules dendritiques.

e (D86 : Molécule co-stimulatrice présente sur les cellules dendritiques matures.

e PD-L1:Régulateur de I'activation des LTs.

e PD-L2 : Inhibiteur de I'activation des LTs.

Aucun des marqueurs de surface des cellules dendritiques analysés n’a été impacté par le
régime enrichi en inuline. En effet, les proportions de cellules dendritiques exprimant CD40,
CD86, PD-L1 et PD-L2 ainsi que la moyenne d’intensité de fluorescence de ces marqueurs

étaient tres similaires entre les groupes contrdle et inuline (Figure 81).
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Figure 81 : Fonction des cellules dendritiques. (A) Fréquences et (B) moyennes d’intensité de
fluorescence de marqueurs d’activation des cellules dendritiques dans les tumeurs de souris nourries
avec un régime standard (n=3) ou enrichi en inuline (n=3). Les histogrammes représentent la moyenne
+ SEM.

Méme si les tumeurs de souris inuline semblaient étre plus infiltrées par des cellules
dendritiques que les tumeurs contrdles, leurs marqueurs d’activation et donc leur capacité a
présenter des antigénes tumoraux aux LTs ne semblaient pas impactés par la consommation
d’inuline. Pour confirmer cette observation, nous avons analysé les populations de LTs
spécifiques de I’OVA (ovalbumine, antigene exprimé par les tumeurs B16 OVA). Pour cela, nous
avons utilisé un dextramer OVA, permettant de marquer les LTs CD4* et CD8* dont le TcR a été
précédemment activé spécifiquement contre I'antigéne OVA. En accord avec le phénotype des
cellules dendritiques observé, les proportions de LTs CD4* et CD8* spécifiques de 'OVA ne

semblaient pas impactées par le régime inuline (Figure 82).
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Figure 82 : LTs spécifiques de I'OVA. Proportions des LTs (A) CD8" et (B) CD4" spécifiques de
I’ovalbumine dans les tumeurs de souris nourries avec un régime standard (n=3) ou enrichi en inuline
(n=3). Les histogrammes représentent la moyenne + SEM. ns = non-significatif avec un test Mann
Whitney.

EXTENSION A D’AUTRES MODELES DE TUMEURS TRANSPLANTABLES

L'effet antitumoral médié par le régime inuline a été étendu a deux autres modeles de tumeurs
transplantables : le cancer colorectal MC38 OVA (Figure 83A) et le fibrosarcome MCA205 OVA
(Figure 83B). Ainsi, nous avons montré que la consommation d’inuline durant 2 semaines avant
I'implantation tumorale permet d’inhiber la croissance tumorale de 86% dans le modele MC38
OVA et de 77% dans le modele MCA205 OVA par rapport aux souris nourries avec un régime

standard.
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Figure 83 : Effet antitumoral du régime inuline dans plusieurs modéles de tumeurs transplantées.
Croissances tumorales de souris C57BL/6, nourries avec un régime standard ou enrichi en inuline et
ayant recu en injection sous-cutanée de (A) 5 x 10° cellules de cancer colorectal murin MC38 OVA (n=6
par groupe), ou (B) 2 x 10° cellules de fibrosarcome murin MC38 OVA (n=6 par groupe). Les courbes
représentent les moyennes + SEM. *p < 0,05, **p <0.01 en test de two-way ANOVA avec une correction
Geisser Greenhouse.

Pour confirmer I'implication de la modulation immunitaire apportée par le régime enrichi en
inuline, nous avons analysé les populations de LTs infiltrant les tumeurs. De maniére trés
intéressante, et tout comme dans le mélanome B16 OVA, la proportion de LTs yd était
significativement augmentée dans les cancers colorectaux MC38 OVA (Figure 84A) et dans les

fibrosarcomes MCA205 OVA (Figure 84B) de souris nourries avec de l'inuline.

Cependant, le régime inuline n’a pas entrainé d’augmentation de la proportion de LTs

produisant de I'IFNy dans ces modeles (Figure 85).
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(n=6 par groupe). Les courbes représentent les moyennes + SEM. *p < 0,05, **p < 0.01 en test de two-
way ANOVA avec une correction Geisser Greenhouse. Les histogrammes représentent les moyennes +
SEM. ns = non-significatif, *p < 0,05, en test de Mann Whitney.
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Figure 85 : Lymphocytes T produisant de I'IFNy dans plusieurs modéles de tumeurs transplantées.
Proportion de LTs y§, CD4* et CD8* produisant de I'IFNy dans les tumeurs (A) MC38 OVA ou (B) MCA205
OVA de souris nourries avec un régime standard ou enrichi en inuline (n=6 par groupe). Les courbes
représentent les moyennes + SEM. *p < 0,05, **p <0.01 en test de two-way ANOVA avec une correction
Geisser Greenhouse. Les histogrammes représentent les moyennes + SEM. ns = non-significatif, *p <
0,05, en test de Mann Whitney.
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CONCLUSION

Le régime inuline exerce un fort effet antitumoral en renforgcant I'immunité infiltrant les
tumeurs. En effet, un régime enrichi en inuline durant 2 semaines avant I'implantation
tumorale chez la souris permet d’inhiber la croissance tumorale de 80% dans 3 tumeurs
injectées en sous-cutané. De plus, nous avons montré une augmentation significative de
Iinfiltration tumorale en LTs y& dans les 3 modéles tumoraux. Dans le mélanome B16 OVA,
cette observation s"accompagne de I'augmentation de la proportion des LTs y5, CD4* et CD8*
produisant de I'IFNy, ainsi qu’'une augmentation de l'infiltration en DCs (Figure 86). Cette
présence des LTs non-conventionnels y§ intra-tumoraux et intra-épithéliaux dans le cdlon nous

a amenés a questionner leur importance dans |'effet antitumoral médié par l'inuline.

Inhibition de la
croissance
tumorale

Figure 86 : Effet antitumoral de I'inuline.
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V. ROLE DES LYMPHOYTES T y6 DANS L'EFFET ANTITUMORAL DE
L'INULINE

Le régime enrichi en inuline renforce I'immunité intestinale et intra-tumorale. Parmi les cellules
affectées par ce régime, les LTs yb semblent étre des cellules cibles de I'effet antitumoral de
I'inuline. En conditions physiologiques, le régime inuline augmente la proportion de
lymphocytes T y6 produisant le I'lFNy dans I'épithélium du célon. Chez des souris porteuses de
tumeurs (mélanome, ou cancer colorectal ou fibrosarcome), la proportion de LTs y§ infiltrant
les tumeurs est significativement augmentée. Le renforcement des LTs yd par le régime inuline

pourrait étre la clé de son effet antitumoral.

METHODOLOGIE : BLOCAGE IN VIVO DES yd TCR

Pour évaluer I'implication des LTs y6 dans I'effet antitumoral du régime enrichi en inuline, nous
avons injecté en sous-cutané des cellules de mélanome murin a des souris C57BL/6, aprés deux
semaines de pré-conditionnement avec un régime enrichi en inuline et un blocage des y& TcR
a partir de la veille de I'implantation tumorale (Figure 87). Apres 2 semaines de suivi de la

croissance tumorale, nous avons analysé I'immunité infiltrant la tumeur par cytométrie en flux.
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Figure 87 : Plan expérimental pour I'évaluation de I'implication des LTs y6 dans I'effet antitumoral de
I'inuline.
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ANIMAUX

Voir page 99.
Numéro d’autorisation par le ministere de la recherche: APAFIS#12905-

2018010411002729.v7

BLOCAGE IN VIVO DES y5 TCR

Les souris recurent 100 pL de PBS 1X contenant 100 pg d’anticorps monoclonal anti-yd TcR
(clone UC7-13D5, Bio X Cell) en intra-péritonéal. Les anticorps anti-yd TCR ont été injectés la

veille de I'implantation tumorale, puis tous les 2 jours jusqu’a la fin de I'expérimentation.

CULTURE CELLULAIRE

Voir page 132.

IMPLANTATION TUMORALE

Voir page 133.

COLLECTE ET DIGESTION DES TUMEURS

Voir page 134.

CYTOMETRIE EN FLUX

Voir page 119. La liste des anticorps utilisés est présentée en Tableau 8.

Tableau 8 : Liste des anticorps utilisés pour I'analyse des TILs

Fluorochrome Cible

Laser bleu (488 nm)

FITC CD3

PE IL-10

PerCP-Cy™5.5 CD4

APC IFNy

APC-Cy7 CD45

BD Horizon™ Brilliant Violet 421 IL-17

BD Horizon™ V500 Marqueur de viabilité
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Pour éviter une compétition entre les anticorps anti-yd TcR injectés in vivo et les anticorps anti-
v& marqués pour la cytométrie en flux, nous avons utilisé une nouvelle méthode de sélection
des LTs y& présentée en Figure 88. Les cellules CD45* CD3* CD4* CD8 étaient identifiées comme
LTs CD4". Les cellules CD45* CD3* CD4" CD8* etaient identifiees comme LTs CD8".
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Figure 88 : Sélection des lymphocytes T pour les analyses de cytométrie en flux. Nuages de points
illustrant la stratégie de sélection des LTs o, CD4* et CD8". @ Lymphocytes, en fonction de leur taille
et granulométrie. @ Singulets. Expulsion des cellules doubles (attachées entre elles). @ Cellules
immunitaires vivantes. @ Lymphocytes T. @ Lymphocytes T CD4". @ Autres Lymphocytes T. @
Lymphocytes T CD8&". Lymphocytes T y5.
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RESULTATS

LES LYMPHOCYTES T yd : DES ACTEURS CLES DE L'EFFET ANTITUMORAL DE L'INULINE

En condition physiologiques et pathologiques (chez des souris porteuses de tumeurs), les LTs
v6 semblent étre la cible de I'effet immunostimulant du régime enrichi en inuline. Afin de tester
leur implication dans l'effet antitumoral du régime inuline, nous avons suivi la croissance
tumorale de mélanome B16 OVA chez des souris apres blocage de leurs y& TcR. Nous avons pu
observer que I'effet antitumoral de I'inuline est completement abrogé lorsque les LTs y6 voient

leur y& TcR bloqués (Figure 89).
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Figure 89 : Effet antitumoral du régime inuline aprés blocage des y6 TcR in vivo. Croissance tumorale
chez des souris C57BL/6 nourries avec un régime standard ou enrichi en inuline et ayant recu une
injection sous-cutanée de 2 x 10° cellules de mélanome murin B16 OVA (n=12 par groupe). La veille de
I'implantation tumorale, puis tous les 2 jours, des anticorps anti-yd TcR ont été injectés par voie intra-
péritonéale a 6 souris par groupe. Les courbes représentent les moyennes + SEM. ns = non-significatif,
****p < 0,0001 en test de two-way ANOVA avec une correction Geisser Greenhouse.

L'analyse de I'immunité infiltrant les tumeurs a permis de montrer que lorsque les y& TcR sont
bloqués, le renforcement immunitaire intra-tumoral de I'inuline est complétement annulé. En
effet, la proportion de LTs y§, CD4* et CD8" produisant de I'lIFNy n’est pas augmentée (Figure

90), et est donc comparable entre les tumeurs de souris contréles et inulines.
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Figure 90 : LTs produisant de I'lIFNy. Proportion des LTs produisant de I'IFNy et infiltrant les tumeurs
de souris nourries avec un régime standard ou enrichi en inuline (n=6 par groupe). La veille de
I'implantation tumorale, puis tous les 2 jours, des anticorps anti-yd TcR ont été injectés par voie intra-
péritonéale. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM. ns = non-significatif, avec un test Mann
Whitney.

LES LYMPHOCYTES T yo PRODUISANT DE L’IFNy : UN MARQUEUR DE BON PRONOSTIC

En accord avec nos observations, les LTs yo6 ont précédemment été décrits comme pouvant
étre des marqueurs de bon pronostic chez les patients atteints de cancer [219-221]. Nous
avons donc étudié le lien entre l'infiltration tumorale en LTs yb produisant de I'IFNy et la
croissance tumorale. Nous avons observé une corrélation négative significative entre le
pourcentage de LTs y& produisant de I'IFNy et la croissance tumorale dans les 3 modeles
tumoraux précédemment présentés : le mélanome B16 OVA, le cancer colorectal MC38 OVA

et le fibrosarcome MCA205 OVA (Figure 91).
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Figure 91 : LTs y6 produisant de I'IFNy et croissances tumorales. Corrélation entre l'infiltration
tumorale en LTs y6 produisant de I'lFNy et la croissance tumorale de (A) mélanome B16 OVA, (B) cancer
colorectal MC38 OVA, ou (C) fibrosarcome MCA205 OVA chez des souris nourries avec un régime
standard ou enrichi en inuline (n=6 par groupe). Les RQ ont été calculés avec un test de Spearman.
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CONCLUSION

L’effet antitumoral du régime inuline est abrogé chez des souris dont les yb TcR ont été bloqués
par l'injection d’anticorps les ciblant. De plus, 'augmentation de linfiltration immunitaire
normalement observée dans les tumeurs de souris nourries avec de l'inuline est ici absente.
Ces observations nous permettent de conclure que les LTs yb sont des acteurs immunitaires
clés de 'effet antitumoral du régime inuline. De plus, nous n’observons plus d’augmentation
de la proportion de LTs CD4* et CD8" produisant de I'lFNy. Cela suggere qu’en plus de leur
activité cytotoxique, les LTs yd pourraient exercer un rdéle dans I'activation et la polarisation

Th1 des LTs CD4* et des CD8" (Figure 92).

Aide a
I'activation ?

Figure 92 : Les lymphocytes T y6 : acteurs clés de |I'effet antitumoral du régime inuline.
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V. CARACTERISATION DES LYMPHOCYTES T 8 INTRA-TUMORAUX

Les LTs y6 sont indispensables a I'effet antitumoral de I'inuline. Leur polarisation Th1 sous
régime inuline suggere qu’ils sont des acteurs centraux dans |'élimination de cellules
cancéreuses. Nous avons donc analysé leur capacité cytotoxique en évaluant I'expression de

différents marqueurs a leur surface.

En plus d’annuler Iinhibition de la croissance tumorale, le blocage des y& TcR empéche la
polarisation Thl des LTs conventionnels CD4* et CD8*. Cette observation suggere que les LTs
v6 pourraient aider a leur activation. En effet, il a été décrit que les LTs y& humains peuvent
acquérir une fonction de cellules présentatrices d’antigenes (APC, Antigen Presenting Cell) une
fois activés [222,223]. lls surexpriment alors MHC | et Il, afin de présenter des antigenes aux
LTs conventionnels. Nous avons évalué la capacité des LTs y6 intra-tumoraux de souris nourries

avec de l'inuline a acquérir une fonction APC.

METHODOLOGIE : EVALUATION DES CAPACITES CYTOTOXIQUES ET DE CELLULES
PRESENTATRICES D’ANTIGENES DES LTs Y0 INTRA-TUMORAUX

Pour évaluer le réle cytotoxique des LTs y& dans I'effet antitumoral du régime enrichi en inuline,
nous avons injecté en sous-cutané des cellules de mélanome murin B16 OVA a des souris
C57BL/6, apres deux semaines de pré-conditionnement avec un régime standard ou enrichi en
inuline. Aprés 2 semaines de suivi de la croissance tumorale, nous avons évalué 'expression de
différents marqueurs impliqués dans la cytotoxicité (Tableau 9) et dans la capacité APC des LTs

y6 (Tableau 10) (Figure 93).
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Figure 93 : Plan expérimental pour I'analyse des LTs y& intra-tumoraux.

Tableau 9 : Marqueurs analysés a la surface des LTs y6 pour évaluer leur capacité cytotoxique.

Margueur | Role

CD25 CD25 est un marqueur des LTs activés. Dans le récepteur de haute affinité a
I'IL-2, il correspond a la chaine a du récepteur. L'IL-2 est impliquée dans la
prolifération et la différenciation des LTs.

CD69 CD69 est un marqueur précoce d’activation des LTs, des LBs et des Natural
Killers (NKs). En cancer, CD69 est également impliqué dans la régulation de
I’épuisement fonctionnel des LTs.

CD107a/b | CD107a/b est un marqueur de dégranulation des LTs. L’expression en surface

de CD107a/b montre que le LT marqué a relargué des granules cytotoxiques.

Tableau 10 : Marqueurs analysés a la surface des LTs y8 pour évaluer leur capacité de cellule
présentatrice d’antigénes.

Margueur | Role

MHC Il MHC Il permet la présentation d’antigénes internalisés aux LTs CD4*. Il est
exprimé a la surface des APCs.

CD40 CD40 est un marqueur classique des cellules APCs. Son activation via son ligand
CD40-L permet la surexpression de molécules co-stimulatrices comme
CD80/CDS86, la production de cytokines et le déclenchement de la présentation
d’antigenes.

CD86 CD86 est un marqueur de cellule dendritique mature. Il crée un signal de
costimulation des LTs nécessaires pour leur activation et leur survie.

ANIMAUX

Voir page 99.
Numéro d’autorisation par le ministere de la recherche: APAFIS#12905-

2018010411002729.v7
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CULTURE CELLULAIRE

Voir page 132. Uniquement la lignée B16 OVA a été utilisée dans cette partie.

IMPLANTATION TUMORALE

Voir page 133.

COLLECTE ET DIGESTION DES TUMEURS

Voir page 134.

CYTOMETRIE EN FLUX

Voir page 119. La liste des anticorps utilisés est présentée en Tableau 11 et en Tableau 12.

Tableau 11 : Liste des anticorps utilisés pour I'analyse des TILs cytotoxiques

Fluorochrome Cible

FITC CD107a/b
PerCP-Cy™5.5 CD4

PE/Cy™7 CD25

APC IFNy

APC-Cy7 CD3

BD Horizon™ Brilliant Violet 421 CD69

BD Horizon™ V500 Marqueur de viabilité
BD Horizon™ Brilliant Violet 605 v& TcR

BD Horizon™ Brilliant Violet 786 CD45

Tableau 12 : Liste des anticorps utilisés pour I'analyse des TiLs APC

Fluorochrome Cible
Laser bleu (488 nm)

FITC CD3
PerCP-Cy™5.5 CD4

PE/Cy™?7 CD86
Laser rouge (640 nm)

APC-Cy7 CD45

Laser Violet

BD Horizon™ Brilliant Violet 421 CD40

BD Horizon™ V500 Marqueur de viabilité
BD Horizon™ Brilliant Violet 605 v& TcR

BD Horizon™ Brilliant Violet 711 MHC Il

BD Horizon™ Brilliant Violet 786 IFNy
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RESULTATS

FONCTIONS CYTOTOXIQUES DES LTs vyd

Pour évaluer I'expression de différents marqueurs d’activation par les LTs y& intra-tumoraux,
des souris ont été nourries durant 2 semaines avec un régime enrichi en inuline avant
I'implantation d’un mélanome B16 OVA. Deux semaines plus tard, toutes les tumeurs ont été
collectées afin d’en analyser I'immunité. Les résultats obtenus suggérent que la consommation
d’inuline a entrainé une augmentation des proportions de LTs yb exprimant CD25, sans affecter

la proportion de LTs y6 exprimant CD69 ou CD107a/b (Figure 94).

Marqueurs d’activation sur les LTs yd
150 7
Controle

Inuline
ns

ns

100 —

50

Cellules positives parmi les LTs y5 (%)

CD25 CD69 CD107a/b

Figure 94 : LTs yd exprimant des marqueurs d’activation. Proportion des LTs exprimant CD25 ou CD69
ou CD107a/b, et infiltrant les tumeurs de souris nourries avec un régime standard ou enrichi en inuline
(n=6 par groupe). Les histogrammes représentent la moyenne + SEM.

L'augmentation des proportions de LTs y& CD25* suggere que les LTs y6 de souris nourries avec
un régime en inuline sont plus activés que lorsque les souris sont nourries avec un régime
standard. De plus, il semblerait qu’une plus grande proportion de LTs y& expriment le
marqueur CD107a/b apres stimulation PMA/iono lorsque les souris sont nourries avec de

I'inuline, méme si cette différence n’est pas significative.
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FONCTION APC DES LTs yd

Pour étudier la capacité des LTs yd intra-tumoraux a présenter des antigénes aux LTs
conventionnels, nous avons analysé les marqueurs CD40, CD80 et MHC Il a leur surface. Nous
avons comparé 'expression de ces marqueurs dans des tumeurs de souris nourries avec un
régime standard ou enrichi en inuline. Le pourcentage de LTs y6 exprimant le marqueur CD40
était similaire entre les groupes contréle et inuline. En revanche, une plus grande proportion

de LTs y& exprimait le MHC Il dans les tumeurs de souris nourries avec de I'inuline (Figure 95).
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Figure 95 : LTs y6 exprimant des marqueurs de APC. Proportion des LTs exprimant (A) CD40, (B) MHC
Il et (C) CD8O, et infiltrant les tumeurs de souris nourries avec un régime standard (n=6) ou enrichi en
inuline (n=5). Les histogrammes représentent la moyenne + SEM. ns = non-significatif, *p < 0,05 avec
un test Mann Whitney.

La proportion de LTs yb exprimant CD80 semblait étre augmentée par la consommation
d’inuline, mais de maniére non-significative. Cependant, la proportion de LTs y& exprimant
CD80 et MHC Il était significativement augmentée dans les tumeurs de souris nourries avec de
I'inuline (Figure 96). L'ensemble de ces résultats suggére qu’une plus grande proportion des
LTs yb intra-tumoraux de souris nourries avec de l'inuline acquiére une fonction de cellule

présentatrice d’antigene.
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Figure 96 : LTs yd exprimant CD80 et MHC II. Proportion des LTs exprimant CD80 et MHC Il et infiltrant
les tumeurs de souris nourries avec un régime standard ou enrichi en inuline (n=6 par groupe). Les

histogrammes représentent la moyenne + SEM. *p < 0,05 avec un test Mann Whitney
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CONCLUSION

Nous avons précédemment montré que les LTs y6 sont indispensables a I'effet antitumoral de
I'inuline. Ceci peut s’expliquer par deux caractéristiques que pourrait acquérir les LTs y6. Tout
d’abord, 'augmentation de I'expression du marqueur CD25 suggére que sous régime inuline,
une plus grande proportion des LTs yd est activée. L'augmentation de la proportion de LTs y&
exprimant CD107 suggere qu’ils pourraient jouer un rdle cytotoxique direct, en libérant des
vésicules contenant des enzymes cytotoxiques. En plus de cette activité cytotoxique, les LTs y&
acquierent un phénotype de cellule présentatrice d’antigenes, qui pourrait leur permettre

d’activer des LTs conventionnels (Figure 97).
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Figure 97 : Les divers roles des LTs y6 dans les tumeurs de souris nourries avec de 'inuline.
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VI. COMMENT LES LYMPHOCYTES T y6 REJOIGNENT-ILS LA TUMEUR ?

En conditions physiologiques, le régime inuline renforce I'immunité de la muqueuse du cblon,
et particulierement les LTs yb producteurs d’IFNy. En cas d’apparition de tumeur périphérique
(sous-cutanée), cette méme population immunitaire semble responsable de I'inhibition de la
croissance tumorale sous régime inuline. Mais comment les LTs y& migrent-ils dans la tumeur ?

Les deux voies de migration les plus évidentes sont la lymphe et le sang.

METHODOLOGIE : ANALYSE DES GANGLIONS ET DU SANG

Des souris C57BL/6 ont été nourries durant 2 semaines avec un régime standard ou enrichi en
inuline. Le volume de lymphe dans les souris étant trop faible pour étre collecté et analysé en
cytométrie en flux, nous avons analysé I'immunité dans leurs ganglions, drainés par les
vaisseaux lymphatiques. Nous avons analysé limmunité de deux chaines
ganglionnaires (Figure 98) :

e Les ganglions mésentériques : au centre de l'intestin, ils sont situés au plus proche du

lieu de fermentation de l'inuline.
e Les ganglions drainants : en cas de tumeurs sous-cutanées, ces ganglions drainent le

site tumoral en cellules immunitaires.

Ganglions
mésentériques

Ganglion
axillaire Ganglion
inguinal

Figure 98 : Localisation des ganglions analysés
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L'intestin est trés vascularisé. Les LTs y& pourraient circuler de I'intestin a la tumeur via le sang.
Pour étudier cette hypothése, nous avons collecté le sang des animaux aprés 2 semaines de

régime pour analyser I'immunité circulante (Figure 99).
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Figure 99 : Plan expérimental pour I’analyse de I'immunité circulante.

ANIMAUX

Voir page 99.
Numéro d’autorisation par le ministere de la recherche: APAFIS#12905-

2018010411002729.v7

PREPARATION D’UNE SUSPENSION CELLULAIRE A PARTIR DE GANGLIONS

Les ganglions ont été collectés sur des souris euthanasiées, et directement placés dans un tube
contenant 2 mL de RPMI complet stérile. Tous les ganglions mésentériques d’une souris ont
été placés dans le méme tube, de méme pour les ganglions drainants (inguinal et axillaire). Le
contenu du tube a ensuite été transféré sur un tamis cellulaire de 70 um sur un tube de 50 mL.
Les ganglions ont été écrasés sur le tamis, puis le tamis a été lavé avec 10 mL de RPMI complet
10% SVF. Les cellules obtenues ont été centrifugées 6 minutes a 600 g, puis suspendues dans

2 mL de RPMI 10% SVF. Cette suspension cellulaire a été séparée en 2 tubes de 1 mL.

PREPARATION DES ECHANTILLONS DE SANG

Les souris ont été anesthésiées avec de l'isoflurane 3,5% gazeux. Le sang a été prélevé par voie
rétro-orbitaire sur souris anesthésiées avec un capillaire hépariné. Le sang collecté a été
directement placé dans un tube K2E (BD Medical), contenant de 1 mg d’EDTA pour empécher
la coagulation. Une fois tous les échantillons collectés, les tubes contenant le sang ont été
centrifugés 10 minutes a 800 g. Le sérum a été retiré a la pipette, et le culot a été suspendu

dans du tampon de lyse des globules rouges (Invitrogen) et incubé 1 minute a température
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ambiante. Afin de d’arréter I'action du tampon de lyse, 2 mL de RPMI complet 10% SVF ont été
ajoutés a chaque tube avant de les centrifuger 10 minutes a 800 g. Le surnageant a été éliminé

a la pipette, puis les culots cellulaires ont été suspendus dans 1 mL de RPMI complet 10 % SVF.

CYTOMETRIE EN FLUX

Les échantillons de sang et les ganglions ont été traités comme décrit page 119, puis marqués

suivant le protocole et la liste d’anticorps page 120 (Tableau 3).

RESULTATS

ANALYSE DES LTs yo DES GANGLIONS

Afin d’étudier dans les ganglions les modulations immunitaires induites par la consommation
d’inuline, nous les avons analysés chez des souris nourries durant 2 semaines avec un régime
standard ou enrichi en inuline. Le régime enrichi en inuline n’a pas impacté les proportions de

LTs y6, CD4* et CD8*, ni dans les ganglions mésentériques (Figure 100A), ni dans les ganglions
drainants (Figure 100B).
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Figure 100 : LTs des ganglions drainants et drainants. Proportion de LTs y§, CD4* et CD8*, sélectionnés
parmi les cellules CD45*, CD3* dans les ganglions (A) mésentériques et (B) drainants de souris nourries
durant 2 semaines avec un régime standard (n=6) ou enrichi en inuline (n=6). Les histogrammes
représentent la moyenne + SEM. ns = non-significatif avec un test Mann Whitney.
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Dans l'intestin, le régime enrichi en inuline augmente la proportion de LTs y6 produisant de
I'IFNy. Cependant, le régime inuline n’a pas affecté cette population de LTs yb produisant de
I"IFNy dans les ganglions mésentériques (Figure 101A). Dans les ganglions drainants de souris
nourries avec de l'inuline, la proportion de LTs y6 produisant de I'lFNy semble légerement

diminuée comparé au groupe controle (Figure 101B).
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Figure 101 : LTs y& produisant de I'IFNy dans les ganglions drainants et mésentériques. Proportion
de LTs y6 produisant de I'lIFNy dans les ganglions (A) mésentériques et (B) drainants de souris nourries
durant 2 semaines avec un régime standard (n=6) ou enrichi en inuline (n=6). Les histogrammes
représentent la moyenne + SEM. ns = non-significatif avec un test Mann Whitney.

ANLAYSE DES LTs yd DANS LE SANG

Dans le sang, la proportion de LTs y6, CD4* et CD8" a été significativement augmentée chez les

souris nourries durant 2 semaines avec de l'inuline (Figure 102).
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Figure 102 : LTs du sang. Proportion de LTs y§, CD4* et CD8*, sélectionnés parmi les cellules CD45",
CD3* dans le sang de souris nourries durant 2 semaines avec un régime standard (n=6) ou enrichi en
inuline (n=6). Les histogrammes représentent la moyenne + SEM. ns = non-significatif, *p < 0,05 avec
un test Mann Whitney.

La proportion de LTs y& produisant de I'lFNy a été diminuée dans le sang de souris nourries

avec de inuline (Figure 103).
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Figure 103 : LTs IFNy* du sang. Proportion de LTs y§, CD4" et CD8* produisant de I'lFNy sélectionnés
parmi les cellules CD45*, CD3* dans le sang de souris nourries durant 2 semaines avec un régime
standard (n=5) ou enrichi en inuline (n=6). Les histogrammes représentent la moyenne + SEM. ns = non-
significatif, *p < 0,05 avec un test Mann Whitney.
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CONCLUSION

Le régime enrichi en inuline ne semble pas avoir impacté I'immunité dans les ganglions
drainants et mésentériques. En revanche, la proportion de LTs circulant dans le sang a été

augmentée par la consommation d’inuline (Figure 104). Les LTs circulent probablement via le

sang pour atteindre la tumeur.
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Figure 104 : Modulation de I'immunité circulante par la consommation d’inuline.
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VII. ORIGINE DES LTs yo6 INTRA-TUMORAUX

Nous avons observé une augmentation de la proportion de LTs y& intestinaux et intra-tumoraux
produisant de I'IFNy, ainsi qu’une augmentation de la proportion de LTs y& circulant dans le
sang. Ceci suggere que les LTs y6 intra-tumoraux proviennent de I'intestin et/ou du sang. Pour
étudier ces 2 hypothéses, nous avons analysé les sous-types de LTs yb dans ces trois sites
immunitaires. En effet, les y& TcR des LTs y6 sont différents (différentes chainesy et différentes
chafnes §) suivant leur origine dans I'organisme (Page 62, Figure 26). Chez la souris, les LTs
intestinaux sont principalement composés du sous-type Vy7, tandis qu’ils sont majoritairement
Vy1 dans le sang [106]. Ces sous-types résident dans les tissus depuis la naissance. Ainsi, la
présence de Vy7 ou Vy1 dans les tumeurs de souris inuline pourrait indiquer I'origine de ces

cellules.

METHODOLOGIE : ANALYSE DES SOUS-TYPES DE LTs y6 DANS LE COLON, LE SANG
ET LATUMEUR

Pour comparer les sous-types de LTs y& présents dans le c6lon, dans la tumeur et dans le sang,
des souris C57BL/6 ont été nourries durant 2 semaines avec un régime standard ou enrichi en
inuline. A I'issue des 2 semaines de régime, la moitié des souris ont été euthanasiées afin de
prélever leur sang et leur IELs du cblon, afin d’analyser les sous-types de LTs yb par cytométrie
en flux.

Un mélanome B16 OVA a été implanté a I'autre moitié des animaux. Aprés 2 semaines de
croissance du mélanome, les tumeurs ont été récupérées et analysées par cytométrie en flux

(Figure 105).

165



k I |
”‘/) I T — Colon
- J-15 JO
+/- Début Inuline Collecte &

—_— , Sang

Implantation
; tumorale
= | |
- )15 Jo J13
+/- Début Inuline Collecte — %  Tumeur

Figure 105 : Plan expérimental pour I'analyse des sous-types de LTs y6.

ANIMAUX

Voir page 99.
Numéro d’autorisation par le ministere de la recherche: APAFIS#12905-

2018010411002729.v7

COLLECTE DE COLONS ET TRI DES LYMPHOCYTES INTRAEPITHELIAUX

Voir page 118.

PREPARATION DES ECHANTILLONS DE SANG.

Voir page 160.

CULTURE CELLULAIRE

Voir page 132. Uniquement la lignée B16 OVA a été utilisée dans cette partie.

IMPLANTATION TUMORALE

Voir page 133.

COLLECTE ET DIGESTION DES TUMEURS

Voir page 134.
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CYTOMETRIE EN FLUX

Voir page 119. Les LTs yb intra-tumoraux et coliques ont été analysés avec les anticorps listés

dans le Tableau 13. Les LTs y6 sanguins ont été analysés avec les anticorps listés dans le Tableau

14.

Tableau 13 : Listes de anticorps utilisés pour I'analyse des LTs y& coliques et intra-tumoraux.

Fluorochrome

Cible

Laser bleu (488 nm)

FITC vyl
PE Vy7
PE/Cy™7 v TcR
APC Vy3
APC-Cy7, APC-H7 CD45
BD Horizon™ Brilliant Violet 421 Vy2
BD Horizon™ V500 Margueur de viabilité
BD Horizon™ Brilliant Violet 605 CD3
BD Horizon™ Brilliant Violet 786 IFNy

Tableau 14 : Panels d’anticorps utilisés pour I'analyse des LTs y6 sanguins.

Fluorochrome Cible panel 1 Cible planel 2
FITC Vyl

PE Vy4 Vy7

PE/Cy™7 v6 TcR v6 TcR

Laser rouge (640 nm)
APC, Alexa Fluor® 467
APC-Cy7, APC-H7
Laser Violet

Vy3
CD45 CD45

BD Horizon™ Brilliant Violet 421 Vy2
BD Horizon™ V500 Marqueur de viabilité Marqueur de viabilité
BD Horizon™ Brilliant Violet 605 CD3
BD Horizon™ Brilliant Violet 786 IFNy
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RESULTATS

LTs y6 DANS LE COLON

Dans le colon, les analyses par cytométrie en flux ont mis en évidence la présence des sous-
types Vy1, Vy2, et Vy7 (Figure 106). Le régime enrichi en inuline a augmenté la proportion des

LTs Vy7 dans le cblon, et semble avoir diminué la proportion de Vy1.

Sous-types de IELs yd

60 ns

Controle

Inuline

40 —

ns

20

ns

Cellules positives parmi les LTs y6 (%)

O —_—
Vyl Vy2 Vy3 Vy7

Figure 106 : Sous-types de LTs y6 dans les c6lons de souris. Proportions des différents sous-types de
LTs y6 du colon de souris C57BL/6 nourries durant 2 semaines avec un régime standard (n=6) ou enrichi
en inuline (n=6). Les histogrammes représentent la moyenne + SEM. *p < 0,05 en test de Mann-
Whitney.

Comme montré précédemment, la consommation d’inuline semble avoir augmenté la
proportion de LTs yd produisant de I'lFNy dans les IELs du cblon mais de maniere non-
significative (Figure 107A). Afin d’identifier des différences de fonction de ces cellules, les sous-
types de LTs yd ont été analysés, suivant leur capacité a produire ou non de I'lFNy. Parmi les
LTs y& produisant de I'lFNy, que ce soit dans les célons de souris nourries avec un régime
standard ou enrichi en inuline, 25% des LTs y& étaient des Vy1, environ 20% étaient des Vy2, et

30% étaient des Vy7 (Figure 107B).
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Figure 107 : Les LTs y8 du cblon produisant de I'lIFNy. (A) Proportion LTs yd produisant de I'IFNy, et (B)
proportions de chaque sous-type de LTs v parmi ceux produisant de I'IFNy, dans le cdlon de souris
C57BL/6 nourries durant 2 semaines avec un régime standard (n=6) ou enrichi en inuline (n=5-6). Les
histogrammes représentent la moyenne * SEM. ns = non-significatif avec un test Mann Whitney.

Le régime enrichi en inuline n’a pas significativement impacté les proportions des différents

sous-types de LTs y& produisant de I'lFNy.

LTs y0 DANS LE SANG

Pour étudier les sous-types de LTs y& présents dans le sang de souris nourries ou non a l'inuline,
ces cellules ont été analysées par cytométrie en flux. Dans le sang, les analyses par cytométrie
en flux ont mis en évidence la présence des sous-types Vy1, Vy2, Vy4 et Vy7 (Figure 108). Les
sous-types majoritaires dans le sang des souris étaient les Vy1 et Vy2, chacun comptant pour
environ 40% des LTs y&. Le régime enrichi en inuline a augmenté la proportion du sous-type de

LTs y6 Vy7 dans le sang.
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Sous-types de LTs y0 dans le sang
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Figure 108 : Sous-types de LTs y6 dans le sang de souris. Proportions des différents sous-types de LTs
v6 du sang de souris C57BL/6 nourries durant 2 semaines avec un régime standard (n=6) ou enrichi en

inuline (n=6). Les histogrammes représentent la moyenne + SEM. ns = non-significatif avec un test Mann
Whitney.

La consommation d’inuline semble avoir Iégérement augmenté la proportion de LTs yd
produisant de I'IFNy dans le sang, mais de maniere non-significative (Figure 109A). Afin
d’identifier des différences de fonction de ces cellules, les sous-types de LTs y6 ont été analysés,
suivant leur capacité a produire de I'lFNy. Parmi les LTs y& produisant de I'lFNy, la majorité

appartenait aux sous-types Vy1, Vy4 et Vy7 (Figure 109B).
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Figure 109 : Les LTs y8 du sang produisant de I'lIFNy. (A) Proportion LTs y3 produisant de I'lFNy, et (B)
proportions de chaque sous-type de LTs yd parmi ceux produisant de I'lFNy, dans le sang de souris
C57BL/6 nourries durant 2 semaines avec un régime standard (n=6) ou enrichi en inuline (n=6). Les
histogrammes représentent la moyenne + SEM. ns = non-significatif avec un test Mann Whitney.
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Les proportions trés élevées de chaque sous-type de LTs yb produisant de I'IFNy dans le sang
suggéraient que certains LTs y& expriment plusieurs chaines Vy simultanément, car la somme
des pourcentages de chaque sous-type est largement supérieure a 100. Nous avons donc
quantifié la proportion de LTs y& produisant de I'lFNy, et exprimant plusieurs yb TcR.
Cependant, les anticorps de cytométrie en flux utilisés pour cette expérience ne permettaient
pas d’analyser toutes les combinaisons de y& TcR (les anticorps anti-Vy5 et Vy6 ne sont pas
disponibles notamment). De plus, dans le sang, la chaine Vy3 semblait ne pas étre exprimée
par les LTs y&. Ainsi, seules les combinaison Vy2*Vy4*, et Vy1*Vy7* ont été analysées. Parmi les
LTs yd produisant de I'lIFNy, environ 10% coexprimaient les chaines Vy2 et Vy4, et plus de 50%
coexprimaient les chaines Vy1 et Vy7 (Figure 110B). Parmi tous les LTs y§, indépendamment de
leur capacité a produire de I'IFNy, 2% coexprimaient les chaines Vy2 et Vy4, et 8%
coexprimaient les chaines Vy1 et Vy7 (Figure 110A). Aucune différence significative n’a été

observée entre les groupes contréle et inuline.
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Figure 110 : LTs y6 exprimant plusieurs chaines Vy dans le sang. Proportions des différents sous-types
de LTs yb parmi (A) tous les LTs vy, ou parmi (B) les LTs y& produisant de I'IFNy, dans le sang de souris
C57BL/6 nourries durant 2 semaines avec un régime standard (n=6) ou enrichi en inuline (n=6). Les
histogrammes représentent la moyenne * SEM. ns = non-significatif avec un test Mann-Whitney.

Dans le cblon, moins de 3% des LTs yb coexprimaient plusieurs chaines Vy (Figure

supplémentaire S4). La Figure 111 présente les nuages de points obtenus lors du marquage des
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LTs y& coexprimant plusieurs chaines Vy. Dans le cblon, le double marquage Vy1, Vy7 ne met
en évidence aucune cellule doublement positive (Figure 111A). En revanche, dans le sang, le
double marquage montre une population de LTs y6 exprimant simultanément les 2 chailnes
(Figure 111B). L'absence de cellule double-positives dans le célon suggére qu’il n’y a pas de

probléme de spécificité d’anticorps ou de compensation de fluorochromes.

A " -
LTs yo du
c6lon
B
LTs yo du
sang

Figure 111 : Coexpression des chaines Vy1 et Vy7. Nuage de points représentatif de la co-expression
des chaines Vy1 et Vy7 par les LTs y& (A) du colon et (B) du sang de souris nourries durant 2 semaines
avec un régime standard (n=1).

LTs yd0 DANS LA TUMEUR

Les sous-types de LTs y6 infiltrant les tumeurs sont les Vy1, Vy2, Vy3 et Vy7. Parmi ceux-Ia, les
sous-types majoritaires sont les LTs Vy2 et Vy3 (Figure 112). Aucune différence de proportion
des différents sous-types n’a été observée entre les tumeurs de souris nourries avec un régime

standard ou enrichi en inuline.
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Figure 112 : Sous-types de LTs y6 dans les tumeurs de souris. Proportions des différents sous-types
de LTs y6 dans les tumeurs B16 OVA de souris C57BL/6 nourries avec un régime standard (n=5) ou
enrichi en inuline (n=3). Les histogrammes représentent la moyenne + SEM. ns = non-significatif avec
un test Mann-Whitney.

Cependant, comme 3% expriment la chaine Vy1, 10% expriment la chaine Vy2, 15% expriment
la chalne Vy3 et 3% expriment la chaine Vy7, environ 70% des LTs y& intra-tumoraux expriment
une autre chaine Vy. Etant donné le faible nombre de LTs y& présents dans les tumeurs, la

possible coexpression de plusieurs chaines Vy n’a pas pu étre étudiée.
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CONCLUSION

Les sous-types de LTs y& coligues, sanguins et intra-tumoraux ont été analysés par cytométrie
en flux, afin de déterminer I'origine des LTs yb intra-tumoraux. Cependant, et contrairement a
ce qui est décrit dans la littérature, chaque tissu ne contient pas un sous-type de LT y& en
particulier. En effet, dans I'intestin, les LTs yb Vy7 cohabitent au minimum avec des LTs y6 Vy1
et Vy2 (Figure 113). Dans le sang, les sous-types Vy1, Vy2, Vy4 et Vy7 sont présents. De maniere
surprenante, dans le sang, les LTs yd produisant de I'lFNy coexprimaient plusieurs y6 TcR. La
majorité d’entre eux coexprimaient les chaines Vyl et Vy7. Afin de confirmer ce résultat, il
faudrait trier ces cellules par cytométrie en flux (FACS) et vérifier la co-expression de plusieurs
chaines Vy, par exemple par single cell RT-gPCR. Dans les tumeurs, les sous-types Vy1, Vy2, Vy3
et Vy7 sont présents, mais ne comptent que pour 30% des LTs yb intra-tumoraux. Cela suggere
que la majorité des LTs yd intra-tumoraux sont parmi les sous-types Vy4, Vy5 ou Vy6. Ces sous-
types sont décrits comme majoritairement présents dans la peau, ce qui suggere que les LTs y&
infiltrant les mélanomes de souris sont originaires de la peau. Les sous-types Vy5 et Vy6 n’ont
pas pu étre analysés, car les anticorps marqués avec des fluorochromes et ciblant ces chaines
Vy ne sont pas commercialisées en France. Une analyse par single cell RT-gPCR pourrait

permettre d’analyser I’'expression de ces chaines.
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Figure 113 : Les sous-types de LTs y6 majoritairement présents dans le sang, le célon et les tumeurs de
souris.
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VI, IMMUNOSURVEILLANCE ACCRUE : MODELE DE TUMEUR CHIMIO-
INDUITE

Le régime enrichi en inuline renforce I'immunosurveillance, ce qui permet un fort effet
antitumoral en cas de tumeur périphérique. Cependant, le modele tumoral utilisé reste trés
éloigné de la carcinogénese réelle, car les cellules tumorales implantées ont déja suivi le
phénomene d’immuno-édition (Page 71, Figure 33). Afin de tester I'effet préventif du régime
inuline sur I'apparition de tumeur, nous avons utilisé le modeéle de tumeur chimio-induite mis
en place par le Pr. R Schreiber en 1998 [128]. Nous avons donc évalué la capacité du régime
enrichi en inuline a prévenir I'apparition de tumeurs cutanées chez des animaux exposés a un

cancérigene.

METHODOLOGIE : TUMEUR INDUITE PAR INJECTION DE METHYLCHOLANTRENE

Des souris C57BL/6 ont été nourries durant 2 semaines avec un régime standard ou enrichi en
inuline. A I'issue de ces 2 semaines, toutes les souris ont recu une injection sous-cutanée d’un
carcinogene, le Méthylcholantrene (MCA). Dans ce modele, 20% des animaux contrdles doivent
développer une tumeur cutanée (fibrosarcome) au site d’injection du MCA, entre 70 et 200
jours post-injection (Figure 114) [128]. Etant donné le faible pourcentage d’animaux controles
développant une tumeur, nous avons d{ utiliser un grand nombre d’animaux (n=48 souris par
groupe), afin d’espérer observer une différence significative dans le groupe inuline. En effet, si
la consommation d’inuline renforce I'immunosurveillance, nous devrions observer une plus

faible proportion des souris du groupe inuline développant des fibrosarcomes.

Injection MCA

l Suivi hebdomadaire de I'apparition de tumeurs

| | |
[ I I

J-15 JO J50 J200
+/- Début Inuline

Figure 114 : Plan expérimental pour évaluer I'effet préventif de I'inuline sur I'apparition de tumeurs
chimio-induites.
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ANIMAUX

Voir page 99. Deux groupes de n=48 ont été utilisés.
Numéro d’autorisation par le ministere de la recherche: APAFIS#26300-

2020070111383424.v3-v4

CREATION DU MODELE DE TUMEURS CHIMIO-INDUITES

Les souris ont recu une injection sous cutanée de Méthylcholantréene (25 ug dans 100 pL d’huile
de mais) (Sigma) dans le flanc droit (pour faciliter la manipulation, les souris étaient rasées la
veille de I'injection). Pour favoriser la solubilisation du MCA, I'huile de mais a préalablement
été chauffée a 37°C. Entre 70 et 200 jours post-injection, 20% des souris ont développé un
fibrosarcome cutané au point d’injection du MCA. Les souris ont donc été surveillées une fois
par semaine, a partir de 50 jours post-injection du MCA. Pour cela, les souris étaient palpées
au site d’injection et autour.

La taille des tumeurs (en mm?) a été mesuré suivant la formule suivante :

Tailleqymewr = longueur X largeur

Dés qu’une tumeur atteignait la taille éthique de 150 mm?, la souris porteuse était euthanasiée
et comptabilisée comme morte pour I'établissement des courbes de survie. L'état général des
animaux était évalué toutes les semaines. Si une souris devait présenter le moindre signe de
souffrance, elle était placée sous surveillance accrue (évaluation de son état général tous les
jours). Durant toute la durée de I'expérience, aucune souris n’a montré de signe de souffrance
lig a I'injection de MCA.

Pour les représentations graphiques, les volumes des tumeurs (en mm?3) ont été calculés,

suivant la formule suivante, en accord avec la littérature :

Volumeiymeur = 0,5 X (longueur X largeur?)
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RESULTATS

Les premieres tumeurs sont apparues 50 jours post-injection de MCA, dans les 2 groupes, et la
fréquence d’apparition des tumeurs était trés similaire entre les 2 groupes (Figure 115). En 200
jours et parmi 48 individus par groupe, 17% des souris nourries avec de I'inuline ont développé

une tumeur contre 21% dans le groupe contréle.
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Figure 115 : Nombre de tumeurs cutanées post-injection de MCA. Les souris C57BL/6 ont été nourries

durant 15 jours avec un régime standard ou enrichi en inuline avant l'injection sous-cutanée de MCA.
Apres 'injection, les régimes controle et inuline étaient maintenus pour toute la durée de I'expérience.

Afin de mettre en évidence des possibles différences de cinétique de croissance tumorale, nous
avons représenté les résultats sous forme de courbes de survie (Figure 116A), et sous forme de
croissances tumorales individuelles (Figure 116B). Ces 2 modes de représentation confirment
les résultats représentés en Figure 115. En effet, ils ne montrent aucune différence significative
entre les groupes de souris nourries avec de I'inuline ou non sur I'apparition de tumeurs ou sur

leur cinétique de croissance a la suite de l'injection du cancérigene MCA.
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Figure 116 : Croissance des fibrosarcomes apparus post-injection de MCA. (A) Courbes de survie et
(B) croissances tumorales individuelles des souris C57BL/6 nourries durant 15 jours avec un régime
standard ou enrichi en inuline avant l'injection sous-cutanée de MCA. Apres l'injection, les régimes
contréle et inuline étaient maintenus pour toute la durée de I'expérience.

CONCLUSION

Nous avons précédemment montré que la consommation d’inuline renforce I'immunité
circulante et intestinale. Ces observations suggéraient que les souris nourries avec de I'inuline
avaient une plus forte immunosurveillance des cancers et pourraient donc contrdler

I"apparition de tumeurs induites par I'injection d’un cancérigene (MCA).

Le régime enrichi en inuline a permis une diminution légére mais non-significative du nombre
de tumeurs apparues a la suite de I'injection d’un cancérigéne cutané. Les tumeurs apparues
chez les souris du groupe inuline croissaient de la méme maniere que les tumeurs des souris
du groupe contrble. Le renforcement de I'immunosurveillance induit par la consommation
d’inuline n’a pas été suffisant pour contenir 'apparition des tumeurs dans ce modele
particulierement virulent. En revanche, la faible diminution du nombre de tumeurs apparues

soutient I’'hypothése d’un renforcement de I'immunosurveillance par la consommation

d’inuline.
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IX. L'EFFET ANTITUMORAL DE L'INULINE PEUT-IL SYNERGISER AVEC
UNE IMMUNOTHERAPIE ANTI-PD-1 ?

De nombreuses études suggerent que la présence de certaines bactéries immunostimulantes,
comme Bifidobacterium, dans le microbiote intestinal, peut faciliter I'efficacité des
immunothérapies inhibitrices de points de contrble, comme ceux ciblant I'axe PD1/PD-L1
[155,224]. Nous avons montré qu’en plus d’exercer un effet antitumoral médié par I'immunité,
le régime enrichi en inuline module le microbiote intestinal et favorise Bifidobacterium. Nous

avons voulu tester un possible effet synergique de I'inuline et du traitement anti-PD-1.

METHODOLOGIE : COMBINAISON D’INULINE ET D’IMMUNOTHERAPIE ANTI-PD-1

Pour étudier une possible synergie des 2 traitements, nous avons traité par immunothérapie
anti-PD-1 des souris nourries avec un régime contrdle ou inuline, porteuses de tumeurs B16
OVA, sensibles aux anti-PD-1 [225]. Le régime inuline a été initié 2 semaines avant
I'implantation tumorale et maintenu tout le long de I'expérience. L'immunothérapie anti-PD-1
était injectée aux animaux aux jours 4, 7 et 10 post-implantation tumorale. Un suivi de la
croissance tumorale a été mené et apres 13 jours de croissance, toutes les tumeurs ont été

collectées afin d’analyser I'immunité infiltrant la tumeur par cytométrie en flux (Figure 117).

Implantation

tumorale . .
+/- anticorps anti-PD-1
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tumeurs

Figure 117 : Plan expérimental pour évaluer la combinaison de l'inuline et d’une immunothérapie
anti-PD-1.
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ANIMAUX

Voir page 99.
Numéro d’autorisation par le ministere de la recherche: APAFIS#12905-

2018010411002729.v7

INJECTION D’IMMUNOTHERAPIE ANTI-PD-1

Les souris recurent 100 plL de PBS 1X contenant 100 pg d’anticorps monoclonal anti-PD-1 (clone
RMP1-14, Bio X Cell) en intra-péritonéal. Les anticorps anti-PD-1 ont été injectés aux jours 4, 7

et 10 post-implantation tumorale.

CULTURE CELLULAIRE

Voir page 132.

IMPLANTATION TUMORALE

Voir page 133.

COLLECTE ET DIGESTION DES TUMEURS

Voir page 134.

CYTOMETRIE EN FLUX

Voir page 119 pour le protocole et les anticorps utilisés (Tableau 3) pour I'analyse des TILs. Pour

I’analyse de I'expression de PD-1, les anticorps utilisés sont listés dans le Tableau 15.

Tableau 15 : Liste des anticorps utilisés pour I'analyse de I’expression de PD-1.

Fluorochrome Cible
Laser bleu (488 nm)

FITC CD3
PE IL-10
PerCP-Cy™5.5 CD4
PE/Cy™7 v TcR
Laser rouge (640 nm)

APC IFNy
APC-Cy7 CD45
BD Horizon™ Brilliant Violet 421 PD-1
BD Horizon™ V500 Marqueur de viabilité
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RESULTATS

Comme attendu, I'immunothérapie seule a permis un controle fort de la croissance tumorale.
Le régime enrichi en inuline a lui aussi permis une inhibition de la croissance tumorale,
équivalente a celle obtenue grace a l'immunothérapie. Que ce soit avec ou sans
immunothérapie, les résultats sont identiques. Les effets des deux traitements n’ont donc pas

synergisé (Figure 118).
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Figure 118 : Effet antitumoral de la combinaison de I'inuline et d’un anti-PD-1. Croissances tumorales
de souris C57BL/6, nourries avec un régime standard ou enrichi en inuline et ayant recu une injection
sous-cutanée de 5 x 10° cellules de mélanome B16 OVA (n=12 par groupe). Aux jours 4, 7 et 10 post-
implantation tumorale, un anticorps anti-PD-1 a été injecté a 6 animaux par groupe. Les courbes
représentent les moyennes + SEM. ns = non-significatif, ****p < 0,0001, en test de two-way ANOVA
avec une correction Geisser Greenhouse.

Pour mieux comprendre cette absence de synergie entre les 2 traitements, nous avons analysé
I'immunité infiltrant les tumeurs a la fin de la croissance tumorale, par cytométrie en flux.
L'immunothérapie anti-PD-1, en ciblant la protéine PD-1 a la surface des LTs CD8", prévient leur
inactivation par les cellules cancéreuses. Sous anti-PD-1, les LTs CD8* sont plus cytotoxiques, et
une plus grande proportion d’entre eux est IFNy* [226]. L’analyse des TILs conventionnels nous
a confirmé cette augmentation de la proportion de LTs CD8" IFNy*, dans les groupes traités par
immunothérapie, ainsi que ceux traités a l'inuline, comme précédemment observé (Figure

119A). En revanche, seulement les groupes nourris avec de I'inuline ont vu leur proportion de
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LTs CD4* IFNy* augmenter dans les tumeurs, suggérant un effet médié par les LTs y& (Figure

119B).
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Figure 119 : LTs conventionnels produisant de I'IFNy. Proportion des LTs (A) CD8" et (B) CD4*
produisant de I'IFNy et infiltrant les tumeurs de souris nourries avec un régime standard ou enrichi en
inuline (n=12 par groupe) et traitées ou non avec une immunothérapie anti-PD-1 (n=6 par groupe). Les
histogrammes représentent la moyenne + SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, avec un test Mann Whitney.

La proportion de LTs y& produisant de I'lFNy n’a été augmentée que dans les 2 groupes nourris

avec de l'inuline, et n’a pas été affectée par 'immunothérapie anti-PD-1 (Figure 120).
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Figure 120 : LTs y& produisant de I'IFNy. Proportion des LTs y0 produisant de I'IFNy et infiltrant les
tumeurs de souris nourries avec un régime standard ou enrichi en inuline (n=12 par groupe) et traitées
ou non avec une immunothérapie anti-PD-1 (n=6 par groupe). Les histogrammes représentent la
moyenne + SEM. *p < 0,05, avec un test Mann Whitney.

Une différence d’expression de la protéine PD-1 par les LTs entre les groupes contréle et inuline
pourrait expliquer I'absence de synergie entre les 2 traitements. Cependant, le régime enrichi
en inuline ne semble pas impacter ni la proportion de LTs PD-1* (Figure 121A), ni le niveau

d’expression de PD-1 par les LTs (Figure 121B).
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Figure 121 : Expression de PD-1 par les LTs. (A) Fréquences et (B) moyennes d’intensité de
fluorescence de PD-1 par les LTs dans les tumeurs de souris nourries avec un régime standard (n=5) ou
enrichi en inuline (n=5). Les histogrammes représentent la moyenne + SEM. ns = non-significatif avec
un test Mann Whitney.
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CONCLUSION

Le régime enrichi en inuline induit un effet antitumoral aussi efficace que I'immunothérapie
anti-PD-1 seule. Cependant, la combinaison des deux traitements n’a pas montré de synergie
des effets antitumoraux. Nous avons précédemment montré que la consommation d’inuline
permet un renforcement de I'immunosurveillance dépendant des LTs y6. Ces LTs y& supportent
ensuite I'activation et la polarisation Thl des LTs conventionnels CD4* et CD8".
L'immunothérapie anti-PD-1 permet de prévenir I'inactivation des LTs CD8*, ce qui se manifeste
par une plus grande proportion de LTs produisant de I'lFNy. In fine, le régime inuline, tout
comme I'immunothérapie anti-PD-1, entraine une plus grande infiltration tumorale en LTs CD8*
produisant de I'lIFNy, en grande partie a I'origine de l'inhibition de la croissance tumorale

(Figure 122).
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Figure 122: Hypothéses de mécanismes d’action lymphocytaires de [I'inuline et de
I'immunothérapie anti-PD-1.
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CONCLUSION DU CHAPITRE 1

Les résultats obtenus permettent de proposer un mécanisme d’action de l'inuline résumé en
Figure 123, dans lequel l'inuline impacte grandement la composition et la fonction du
microbiote intestinal, qui ensuite, renforcent I'immunité intestinale et circulante. Dans le cas
d’un challenge tumoral périphérique, I'immunité intestinale et/ou circulante et/ou cutanée
renforcée par I'inuline migre a la tumeur, ou elle inhibe la croissance tumorale d’une maniére

dépendante des LTs, et plus particulierement des LTs y6.
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Figure 123 : Proposition de mécanisme d’action de I'inuline sur I'immunité intestinale, circulante,
et antitumorale. Une fois ingérée, I'inuline se retrouve dans le cblon, ou elle est fermentée par les
bactéries commensales, et induit notamment une augmentation de I'abondance relative de
Bifidobacterium. Dans la barriere intestinale, les IELs y& produisent de I'lIFNy. Dans le sang, une plus
grande proportion de LTs y§, CD4* et CD8* circule chez les souris nourries avec de l'inuline. Chez des
souris porteuses de tumeurs, la consommation d’inuline entraine une augmentation de la proportion
de LTs produisant de I'IFNy, probablement a I'origine de la mort des cellules cancéreuses. L'inhibition
de la croissance tumorale par la consommation d’inuline est médiée par les LTs y§, pouvant acquérir un
phénotype de cellule présentatrice d’antigenes afin d’activer les LTs conventionnels.
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CHAPITRE 2 : COMMENT L'INULINE
ACTIVE-T-ELLE L'IMMUNITE ?

L'inuline est un prébiotique, fermenté dans le cblon par le microbiote intestinal. Sa
fermentation entraine la production de nombreux métabolites, comme le fructose, les SCFAs

et I'H,. Dans ce chapitre, les capacités immunostimulantes de l'inuline directement, ou des

métabolites issus de sa fermentation seront étudiés (Figure 124).
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Figure 124 : Possibles voies d’activation de I'immunité par I'inuline.
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. IMPLICATION DU MICROBIOTE INTESTINAL BACTERIEN DANS
L’EFFET ANTI-TUMORAL DE L'INULINE

Méme si I'effet immunostimulant de la consommation d’inuline a été observé dans plusieurs
études, son mécanisme reste encore a étre élucidé [202,225]. Certains polysaccharides,
comme l'inuline, peuvent activer les cellules immunitaires en étant détectés par leurs TLR-4.
Nous avons tout d’abord étudié la possibilité que I'inuline active directement les LTs y& via leurs
TLR-4 [227,228]. Chez 'homme, les LTs yb et les LTs CD8* expriment TLR-4 et peuvent étre
activés par la détection de LPS [229]. Chez la souris, seulement les LTs y& expriment TLR-4, ce
qui pourrait expliquer le fait que I'inuline n’active que les LTs y6 intestinaux [230]. Nous avons
donc évalué la capacité de l'inuline a directement activer I'immunité et entrainer un effet

antitumoral, sans fermentation par le microbiote intestinal bactérien.

METHODOLOGIE : ELIMINATION DU MICROBIOTE INTESTINAL BACTERIEN PAR
ANTIBIOTIQUES

Pour évaluer I'implication du microbiote intestinal bactérien dans I'effet immunostimulant et
antitumoral de la consommation d’inuline, des souris C57BL/6 ont été traitées avec un cocktail
d’antibiotiques a large spectre dilués dans leur eau de boisson, puis nourries avec un régime
standard ou enrichi en inuline durant 2 semaines, en continuant le traitement antibiotique
(Figure 125). Apres 2 semaines de régime, une tumeur B16 OVA a été implantée en sous-cutané
dans le flanc droit des souris, puis la croissance tumorale a été suivie durant 2 semaines
supplémentaires, tout en maintenant le régime inuline et les antibiotiques. A I'issue des 2
semaines de croissance tumorale, les tumeurs ont été collectées puis I'immunité les infiltrant

les tumeurs a été analysée par cytométrie en flux.
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Figure 125 : Plan expérimental pour I’étude de I'implication du microbiote intestinal bactérien dans
I’effet antitumoral de I'inuline.

ANIMAUX

Voir page 99.
Numéro d’autorisation par le ministere de la recherche: APAFIS#12905-

2018010411002729.v7

SUPPRESSION /N VIVO DU MICROBIOTE INTESTINAL BACTERIEN

Le microbiote intestinal bactérien des souris a été éliminé en ajoutant dans leur eau de boisson
un mélange d’antibiotiques : 0,25 g/L de vancomycine (Mylan), 12 x 106 U/L de colimycine
(Medac), 1 g/L d’ampicilline (Sigma) et 5 g/L de streptomycine (Sigma), comme précédemment
décrit dans la littérature [231]. Ce cocktail d’antibiotiques a été ajouté dans I'eau de boisson
des souris 2 jours avant le début du régime enrichi en inuline, puis maintenu durant toute la
durée de I'expérience. Etant donnée la faible stabilité au cours du temps et la photosensibilité
de certains antibiotiques, les biberons des animaux étaient renouvelés tous les 2 a 3 jours, et

enveloppés dans des feuilles d’aluminium.

CULTURE CELLULAIRE

Voir page 132. Uniquement la lignée B16 OVA a été utilisée dans cette partie.

IMPLANTATION TUMORALE

Voir page 133.

COLLECTE ET DIGESTION DES TUMEURS

Voir page 134.
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CYTOMETRIE EN FLUX

Voir page 119 pour le protocole et la liste des anticorps utilisés (Tableau 3).

RESULTATS

Lorsque les souris sont traitées par antibiotiques dilués dans leur eau de boisson, le régime
enrichien inuline ne permet plus aux souris de contréler la croissance de leur tumeur implantée
(Figure 126). En effet, en 13 jours, les tumeurs B16 OVA des 2 groupes atteignent plus de 500
mm?, ce qui est la taille classiquement atteinte par les tumeurs dans le groupe contréle (Figure

76 page 136).
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Figure 126 : Implication du microbiote intestinal bactérien dans I'effet antitumoral de l'inuline.
Croissance tumorale chez des souris C57BL/6 traitées par antibiotiques et nourries avec un régime
standard ou enrichi en inuline et ayant recu en injection sous-cutanée 2 x 10° cellules de mélanome
murin B16 OVA (n=6 par groupe). Les courbes représentent les moyennes + SEM. ns = non significatif
en test de two-way ANOVA avec une correction Geisser Greenhouse.

Dans le Chapitre 1, nous avons montré que l'effet antitumoral de l'inuline est médié par
I'immunité, et principalement par les LTs. Pour vérifier que I'abrogation de I'effet antitumoral
de linuline par la consommation d’antibiotiques est dépendante d'un phénomene

immunitaire, les LTs y& et conventionnels intra-tumoraux ont été analysés par cytométrie en
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flux. Lorsque les animaux sont traités avec des antibiotiques, les proportions de TILs y6, CD4*

et CD8* sont identiques entre les tumeurs des souris contrdle et inuline (Figure 127).
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Figure 127 : Lymphocytes T infiltrant les tumeurs. Proportion de lymphocytes T y§, CD4* et CD8" parmi
les cellules CD45", CD3" infiltrant les tumeurs de souris nourries avec un régime standard (n=6) ou
enrichi en inuline (n=6) et traitées par antibiotiques. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM.
ns = non-significatif avec un test Mann Whitney.

De plus, les proportions de ces LTs produisant de I'IFNy étaient également similaires entre les
2 groupes (Figure 128).
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Figure 128 : Lymphocytes T produisant de I'lIFNy. Proportion des lymphocytes T produisant de I'lFNy
et infiltrant les tumeurs de souris nourries avec un régime standard (n=6) ou enrichi en inuline (n=6) et
traitées par antibiotiques. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM. ns = non-significatif avec
un test Mann Whitney.
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CONCLUSION

En absence de bactéries dans le microbiote intestinal, le régime enrichi en inuline ne permet
pas aux souris de controler la croissance tumorale. Si I'effet antitumoral de I'inuline était dG a
sa capacité d’activer les LTs y0 via leurs TLR-4, I'absence de microbiote n’aurait pas entravé cet
effet. Ainsi, la fermentation de l'inuline par les bactéries est indispensable pour son effet

antitumoral (Figure 129).
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Figure 129: L’inuline doit étre fermentée par le microbiote intestinal pour exercer un effet
antitumoral.
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II. IMPLICATION DU MICROBIOTE FONGIQUE DANS L'EFFET
ANTITUMORAL DE L'INULINE

Nous avons montré précédemment que les bactéries du microbiote intestinal sont
indispensables a I'effet antitumoral de l'inuline. De plus, I'inuline impacte la composition du
microbiote intestinal bactérien, en favorisant la présence de bactéries bénéfiques, comme les
Bifidobacteria. Mais les bactéries ne sont pas les seuls colonisateurs du microbiote intestinal.
En effet, elles cohabitent avec d’autres micro-organismes, dont des champignons. Bien moins
abondants que les bactéries, ils participent tout de méme a I'équilibre du microbiote intestinal.
En favorisant la présence de certaines bactéries bénéfiques, I'inuline pourrait impacter
certaines populations de champignons qui seraient alors impliqués dans I'effet antitumoral de
I'inuline [232,233]. Nous avons évalué I'implication du mycobiote dans I'effet antitumoral de
I'inuline, de maniere directe ou en soutien aux autres populations de micro-organismes

intestinaux.

METHODOLOGIE : ELIMINATION DU MICROBIOTE INTESTINAL FONGIQUE PAR
ANTIFONGIQUE

Pour évaluer I'implication du microbiote intestinal fongique dans I'effet immunostimulant et
antitumoral de la consommation d’inuline, des souris C57BL/6 ont été traitées avec un
antifongique large spectre administré par gavage, puis maintenu dans leur eau de boisson pour
toute la durée de I'expérience (Figure 130). Les souris ont ensuite été nourries durant 2
semaines avec un régime standard ou enrichi en inuline, puis une tumeur B16 OVA leur a été
implantée en sous-cutané dans le flanc droit. La croissance tumorale a été suivi durant 2
semaines, tout en maintenant le régime inuline et le traitement antifongique. A l'issue des 2
semaines de croissance tumorale, les tumeurs ont été collectées puis I'immunité les infiltrant

a été analysée par cytométrie en flux.
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Figure 130 : Plan expérimental pour I'étude de I'implication du microbiote intestinal fongique dans
I’effet antitumoral de I'inuline.

ANIMAUX

Voir page 99.
Numéro d’autorisation par le ministere de la recherche: APAFIS#12905-

2018010411002729.v7

SUPPRESSION /N VIVO DU MICROBIOTE INTESTINAL FONGIQUE

Le microbiote intestinal fongique des souris a été éliminé par gavage de 100 pL d’amphotéricine
B (10 mg/mL) (Fungizone), une fois par jour, durant 2 jours. Puis I'antifongique a été
administrée par I'eau de boisson a la concentration de 0,25 g/L d’amphotéricine B. Les biberons

étaient changés tous les 2 a 3 jours.

CULTURE CELLULAIRE

Voir page 132. Uniquement la lignée B16 OVA a été utilisée dans cette partie.

IMPLANTATION TUMORALE

Voir page 133.

COLLECTE ET DIGESTION DES TUMEURS

Voir page 134.

CYTOMETRIE EN FLUX

Voir page 119 pour le protocole et la liste des anticorps utilisés (Tableau 3).
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RESULTATS

Les souris nourries avec de I'inuline contrélent la croissance de leur tumeur, indépendamment
de la présence de traitement antifongique (Figure 131). Cependant, le traitement antifongique

seul a également permis d’inhiber la croissance tumorale.
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Figure 131 : Implication du microbiote intestinal fongique dans I'effet antitumoral de I'inuline.
Croissance tumorale chez des souris C57BL/6 traitées ou non par antifongique et nourries avec un
régime standard ou enrichi en inuline et ayant recu en injection sous-cutanée 2 x 10° cellules de
mélanome murin B16 OVA (n=6 par groupe). Les courbes représentent les moyennes + SEM. ns = non
significatif, **p < 0,01 en test de two-way ANOVA avec une correction Geisser Greenhouse.

Afin de mieux comprendre l'effet antitumoral similaires des 3 groupes traités, I'immunité
infiltrant les tumeurs a été analysée par cytométrie en flux. Cependant, les tumeurs des
groupes « Inuline », « Amphotéririne B » et « Amphotéricine B + Inuline » étaient si petites
(Volume < 5 mm?3), que certaines n’ont pas pu étre prélevées et analysées. D’autres petites
tumeurs ont pu étre prélevées, mais comportaient trop peu de cellules pour étre analysées par
cytométrie en flux. Ainsi, 'immunité infiltrant les tumeurs les plus petites, donc celles ayant le
mieux répondu aux traitements, n’ont pas pu étre analysées. L'infiltration tumorale en LTs y§,

CD4* et CD8* semble similaire entre les 4 groupes (Figure 132).
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Figure 132 : Lymphocytes T infiltrant les tumeurs. Proportion de lymphocytes Ty§, CD4* et CD8" parmi
les cellules CD45*, CD3" infiltrant les tumeurs de souris nourries avec un régime standard ou enrichi en
inuline et traitées ou non par antifongique. Contréle n=6; Inuline n=3; Amphotéricine B n=4;
Amphotéricine B + Inuline n=5. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM. Les groupes ont été
comparés avec des tests Mann Whitney et aucune différence significative n’a été observée.

La production d’IFNy par les TlLs n’a pas pu étre confirmée dans le groupe inuline, a cause du
trop faible nombre de tumeurs analysables (n=3). En revanche, 'amphotéricine B seule a
permis d’augmenter significativement la proportion de TILs CD8* produisant de I'IFNy (Figure

133).
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Figure 133 : Lymphocytes T produisant de I'IFNy. Proportion des lymphocytes T produisant de I'lFNy
et infiltrant les tumeurs de souris nourries avec un régime standard ou enrichi en inuline et traitées ou
non par antibiotiques. Contrdle n=6 ; Inuline n=2 ; Amphotéricine B n=4 ; Amphotéricine B + Inuline n=5.
Les histogrammes représentent la moyenne + SEM. *p < 0,5 avec un test Mann Whitney.
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CONCLUSION

En absence de champignons dans le microbiote intestinal, I'efficacité antitumorale du régime
enrichi en inuline n’est pas impactée. De maniére surprenante, en absence de microbiote
fongique, les souris peuvent contréler la croissance de leur tumeur, méme sans consommation
d’inuline. De plus, l'infiltration tumorale en LTs CD8" IFNy* de ces souris est augmentée par
rapport aux autres conditions testées. |l semblerait donc que les champignons soient délétéres
dans la réponse anticancer, et gu’ils n’aient pas de réle dans 'effet antitumoral de l'inuline

(Figure 134).

Inuline
e

Champignens —> Effet antitumoral conservé

Figure 134 : Le mycobiote intestinal n’impacte |’effet antitumoral de I'inuline.
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I1I. IMPORTANCE DU DEGRE DE POLYMERISATION DE L'INULINE

L'inuline est composée d’'un monomeére de glucose suivi d’'un polymeére de fructoses. La
capacité prébiotique de I'inuline est contenue dans les liaisons entre les fructoses, qui ne sont
pas digérables par les enzymes humaines. La liaison qui sépare le glucose de la chaine de
fructoses est hydrolysable par I’'enzyme sucrase exprimée par les cellules humaines. Ainsi, elle
libére un le monomeére de glucose des le début de la digestion de Iinuline. La longueur de la

chaine de fructose dépend du degré de polymérisation de I'inuline (Figure 135).

Inuline longue
it @FFFFFFFF
Inuline courte

Figure 135 : Exemple d’inulines a chatnes longues ou courtes. DP = Degré de polymérisation ; G =
Glucose ; F = Fructose.

Le glucose est utilisé comme source d’énergie par les cellules cancéreuses. C'est pourquoi
certaines interventions nutritionnelles visent a diminuer 'apport en glucose directement
assimilable par les cellules cancéreuses [170]. A masses égales, une inuline avec haut degré de
polymérisation devrait exercer un effet antitumoral plus fort qu’une inuline avec un degré de
polymérisation plus faible. Nous avons donc voulu vérifier I'importance du degré de

polymérisation de I'inuline administrée pour observer un effet anticancer.

METHODOLOGIE : EVALUATION DE L'EFFET ANTITUMORAL D’UNE INULINE A
CHAINE COURTE

Afin d’étudier I'importance du degré de polymérisation de I'inuline dans son effet antitumoral,
des souris C57BL/6 ont été nourries durant 2 semaines avec un régime enrichi en inuline a

chaine courte ou a chaine longue. Aprés 2 semaines de régime, les souris ont recu une injection
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sous-cutanée d’un carcinogéene, le MCA (Figure 136). L'apparition des tumeurs a été controlée

a partir de 70 jours apres l'injection de MCA, puis jusqu’a 120 jours post-injection.
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Figure 136 : Plan expérimental pour étudier I'importance du degré de polymérisation de l'inuline
dans son effet antitumoral.

ANIMAUX

Voir page 99.
Deux inulines Orafti® de Beneo ont été administrées aux souris (Tableau 16). La méme
concentration (72 g/L) a été utilisée pour les 2 inulines, et les biberons ont été changés a la

méme fréquence (tous les 2 a 3 jours).

Tableau 16 : Comparaison des 2 inulines Orafti ® testées. DP = Degré de polymérisation.

Pureté Sucrosité (% du saccharose) | Caractéristiques
Inuline GR | =92% 10% Grenelée. DP > 10
= 88% 30% Hautement soluble. DP < 10

Numéros d’autorisation par le ministere de la recherche: APAFIS#26300-

2020070111383424.v3-v4.

Pour I'inuline GR, 2 groupes (contrdle et inuline GR) de 48 souris ont été utilisés. Pour I'inuline

HSI, 2 groupes (contréle et inuline HSI) de 96 souris ont été utilisés.

CREATION DU MODELE DE TUMEURS CHIMIO-INDUITES

Voir page 176.
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RESULTATS

Les données présentées sont le résultat de 2 expériences séparées. La premiere expérience
compare la fréquence d’apparition des tumeurs entre des souris nourries avec un régime
standard ou enrichi en inuline GR (comme présenté page 177), et la deuxiéme expérience
compare la fréquence d’apparition des tumeurs entre des souris nourries avec un régime
standard ou enrichi en inuline HSI. La consommation d’inuline GR n’a pas permis de diminuer
significativement la proportion de souris développant une tumeur (Figure 137A). En effet, 21%
des souris controle ont développé une tumeur, contre 17% dans le groupe inuline GR. Le régime
enrichi en inuline HSI a entrainé I'effet opposé. Plus de 36% de souris nourries avec de I'inuline
HSI ont développé une tumeur en moins de 120 jours, alors que 25% des souris contréle en

avaient développé une a ce moment (Figure 137B).

A Proportion des souris ayant B Proportion des souris ayant

développé une tumeur 0 développé une tumeur
257

Contrble
20

Inuline GR 07

57 =#= |nuline HSI o

10
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Figure 137 : Proportion des souris ayant développé une tumeur cutanée post-injection de MCA. Les
souris C57BL/6 ont été nourries durant 15 jours avec un régime standard ou enrichi en inuline (A) GR,
ou (B) HSI, avant l'injection sous-cutanée de MCA. Aprés l'injection, les régimes contréle et inuline
étaient maintenus pour toute la durée de I'expérience.

Lorsque la taille d’'une tumeur atteignait 150 mm?, la souris porteuse était euthanasiée. Afin de
mettre en évidence des possibles différences de cinétique de croissance tumorale, les résultats
ont aussi été représentés sous forme de courbe de survie (Figure 138). Ce mode de
représentation permet d’illustrer uniguement les tumeurs ayant atteint une taille éthique

maximale. Les courbes de survie ont confirmé les résultats représentés en Figure 137. En effet,

200



I’évolution de chaque groupe a la suite de I'injection de MCA est équivalente entre les 2 modes

de représentation.
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Figure 138 : Croissance des fibrosarcomes apparus post-injection de MCA. Courbes de survie des
souris C57BL/6 nourries durant 15 jours avec un régime standard ou enrichi en inuline (A) GR ou (B) HSI,
avant l'injection sous-cutanée de MCA. Apres l'injection, les régimes controle et inuline étaient
maintenus pour toute la durée de I'expérience.

Dans les 2 expériences, environ 21% des souris controle ont développé une tumeur 120 jours
apres l'injection du cancérigene MCA (Figure 139). La consommation d’inuline GR a permis de
diminuer la proportion de souris développant une tumeur (15%), alors que la consommation

d’inuline HSI a augmenté cette proportion (35%).

Proportion des souris ayant
développé une tumeur
50 -
mm  Contréle
* Inuline GR

40— .
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Souris avec une tumeur palpable a 1120 (%)

0_
Figure 139 : Proportion des souris ayant développé une tumeur cutanée 120 jours post-injection de
MCA. Les souris C57BL/6 ont été nourries durant 15 jours avec un régime standard ou enrichi en inuline
GR ou HSI, avant l'injection sous-cutanée de MCA. Apres l'injection, les régimes contréle et inuline

étaient maintenus pour toute la durée de I'expérience. *p < 0,05 en test de comparaison de fréquences
Chi2.
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CONCLUSION

Le degré de polymérisation de I'inuline est primordial pour son effet anticancer. En effet, une
inuline avec un degré de polymérisation supérieur a 10 (Inuline Orafti® GR) diminue légerement
mais de maniére non-significative la proportion de souris développant une tumeur a la suite de
I'injection d’un cancérigene cutané. En revanche, une inuline avec un degré de polymérisation
inférieur a 10 (Inuline Orafti® HSI), présentant une plus faible pureté et un plus haut taux de

sucrosité favorise I'apparition de tumeur dans le méme contexte (Figure 140).

InSJFI)ir;el(éR @F FIFIF)F/FXF) F(F)F/F)F) — Effet antitumoral

|n;|Pin<elk(|)5| @ FXFXEYEXFYXEXEXFE ——> Effet protumoral

Figure 140 : Le degré de polymérisation de I'inuline affecte son impact sur |'apparition de cancers.
DP = Degré de polymérisation.
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IV. LES METABOLITES

La fermentation de l'inuline et d’autres composés par le microbiote intestinal entraine la
production de nombreux métabolites. Ces métabolites, en contact direct avec les cellules
immunitaires du cbélon, pourraient étre les médiateurs de l'effet immunostimulant et
antitumoral de linuline. Nous avons ici testé la capacité des métabolites du microbiote

intestinal a activer les LTs yd.

METHODOLOGIE : ACTIVATION /N VITRO DE LTs y6 HUMAINS DERIVES DU SANG

Afin de tester la capacité des métabolites microbiens a activer des LTs yJ, des eaux fécales ont
été créées dans des fermenteurs a partir de selles humaines, puis déposés sur des LTs yd
humains en culture (Figure 141). Ces expériences in vitro ont été réalisées a partir
d’échantillons humains de sang, car elles nécessitaient beaucoup de LTs y9, difficiles a
récupérer en quantités suffisantes chez la souris. De plus, ces expériences a partir

d’échantillons humains permettent un premier transfert chez ’lhomme de nos observations

chez la souris.

Fermenteur Sang

Eau fécale LTs y&6

J“‘ 5 ()
I 0 . @
_— = 75 @
™ | = &/
N\
2O l ]

———— Analyse de I'activation
Cytométrie en flux

Figure 141 : Plan expérimental pour tester I'activation des LTs y8 grace aux métabolites microbiens.

Pour tester I'activation des LTs 3, I'expression de marqueurs extracellulaires, ainsi que la
production de cytokines seront analysées. Les marqueurs extracellulaires ciblés sont CD25,

CD40, CD69 et CD107a/b, dont les roles sont expliqués page 153.
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Les échantillons d’eaux fécales ont été produits et fournis par le Pr. Stéphanie Blanquet-Diot

de 'UMR454 MEDIS, Clermont Ferrand, France.

GENERATION DES ECHANTILLONS D’EAUX FECALES

L'équipe UMR454 MEDIS a développé un systéme de Colon artificiel (ARCOL). Ce systéme
récapitule les conditions intestinales in vitro, en contrélant notamment le pH, la composition
du milieu, les conditions anaérobies, et le péristaltisme. Des selles de donneurs sains ont été
ensemencées dans le dispositif, et cultivées durant 13 jours. A l'issu des 13 jours, un échantillon
de contenu de ce célon artificiel a été prélevé et les bactéries ont été éliminées par
centrifugation et filtration a 0,22 um. Les échantillons ont ensuite été conservés a -80°C jusqu’a

la mise en culture avec les LTs yd.

ISOLEMENT DE LTs y& HUMAINS

SEPARATION DES CELLULES MONONUCLEEES SANGUINES PERIPHERIQUES (PBMCs)

Une poche de sang d’un donneur sain (DS) a été récupérée a I'Etablissement Francais du Sang
(EFS) de Grenoble. Les expérimentations ont été conduites en accord avec la Déclaration
d’Helsinki. Toutes les procédures ont été approuvées pour les comités d’éthiques du Centre
Hospitalo-Universitaire (CHU) de Grenoble et du Comité de Protection des Personnes (CPP) de
I'EFS. Tous les donneurs ont signé un formulaire de consentement. Les PBMCs ont été isolés

d’un échantillon de sang de 500 mL par gradient de densité avec du Ficoll (densité = 1,077).

®
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Figure 142 : Localisation de 'anneau de PBMCs apreés la centrifugation sur Ficoll.
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Tous les anneaux de PBMC (Figure 142) ont été récupérés avec une pipette de 10 mL et ont été
regroupés dans des nouveaux tubes de 50 mL. Les PBMCs ont ensuite été lavés 2 fois avec du
PBS 1X par centrifugation a 400G a 4°C durant 10 minutes. Enfin, le culot a été suspendu dans
du milieu de congélation contenant 37,5% de SVF et 10% de DMSO dans du milieu DMEM
complet, puis stocké a -80°C. Le jour de I'analyse d’activation, les PBMCs ont été décongelés
afin d’en isoler les LTs y6. Le tri des LTs y& a été réalisé avec le kit EasySep™ Human
Gamma/Delta T Cell Isolation Kit 19255, a sélection négative (Stemcell), en suivant les
indications du fournisseur. Une fois purifiés, la suspension cellulaire a été déposée dans une

plague 96 puits, chaque puits contenant 2x10° LTs y3.

ANALYSE DE L’ACTIVATION DES LTs o

Les LTs yd ont été incubés 24h a 37°C avec du milieu de culture DMEM complet, contenant ou
non 10% d’eau fécale. Ensuite, les LTs ¥ ont été incubés 24h supplémentaires seuls, ou avec
0,1 Ul/mLd’IL-2 (Preprotech) et 200 nM d’"HMBPP (Sigma), un métabolite bactérien connu pour
activer les LTs y3, ou avec 20 ng/mL PMA et 1 pg/mL ionomycine (contréle positif). Durant les
4 derniéres heures d’activation, du Golgi Stop™ (BD Biosciences) a été ajouté dans chaque

puits.

CYTOMETRIE EN FLUX

Voir page 119. Les anticorps utilisés sont listés dans le Tableau 17.

Tableau 17 : Liste des anticorps utilisés pour I'analyse des IELs et des LPCs

Fluorochrome Cible

Laser bleu (488 nm)

FITC v6 TcR

PE CD107a + CD107b
PerCP-Cy™5.5 CD40

PE/Cy™7 CD3

Laser rouge (640 nm)

APC CD25

BD Horizon™ APC-R700 CD8

Laser Violet

BD Horizon™ V450 IFNy

BD Horizon™ V500 Margueur de viabilité
BD Horizon™ Brilliant Violet 605 IL-17

BD Horizon™ Brilliant Violet 711 CD69
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RESULTATS

Afin d’étudier la capacité des métabolites contenus dans I'eau fécale a activer les LTs 9o,
différents marqueurs d’activation ont été analysés par cytométrie en flux sur les LTs yd cultivés
en présence d'eau fécale ou d’activateurs spécifiques ou aspécifiques connus. L'ajout
d’HMBPP, I'activateur spécifique des LTs yd, a fortement augmenté I'expression de CD69, et a
diminué I'expression de CD25 (Figure 143A et Figure 143C), mais n’a pas modifié I'expression
de CD40 et CD107 (Figure 143B et Figure 143D). L’ajout de PMA et ionomycine, des activateurs
aspécifiques des LTs 9, a seulement augmenté la proportion de LTs yd exprimant CD107
(Figure 143). L'eau fécale seule a permis d’augmenter la proportion de LTs yd exprimant CD40,
CD107a/b et CD69 (Figure 143B-D). L'ajout d’activateurs en plus de I'eau fécale n’a pas

potentialisé I'effet activateur de I'eau fécale seule.
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Figure 143 : Analyse de I'activation des LTs yd par de I’eau fécale. Des LTs yd isolés de sang d’un
donneur sain ont été mis en culture avec ou sans eau fécale, et en présence ou non d‘activateurs
spécifiques (HMBPP) ou aspécifique (PMA/ionomycine) des LTs 3. Les proportions de LTs y8 exprimant
les marqueurs d’activation (A) CD25, (B) CD40, (C) CD69 et (D) CD107 ont été analysées apres 48h de
culture, par cytométrie en flux. n=1
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En revanche, I'eau fécale n’a pas augmenté I'expression du marqueur d’activation CD25 sur les

LTs yd (Figure 143A).

Concernant la production de cytokines, le traitement des LTs yd avec de I'eau fécale sans
activateur a permis d’augmenter la proportion de LTs yd produisant de I'IFNy de maniere plus
efficace que ’'HMBPP ou le mélange de PMA et ionomycine (Figure 144A). De plus, I'eau fécale
avec ou sans activateur, a légerement augmenté la proportion de LTs yd produisant de I'lL-17

(0,5%) en comparaison aux LTs yd non-traités (0,25%) (Figure 144B).

A IFNy B IL-17
15 1.5
I Contrdle
B HwmBPP
10 1.0 PMA/iono

0.5

oo L

Contrdle Eau fécale Controle Eau fécale

Cellules IFNy* parmi les LTs v8 (%)
Cellules IL-17* parmi les LTs yd (%)

Figure 144 : Analyse de la production de cytokines par les LTs yd exposés a de I'eau fécale. Des LTs
v0 isolés de sang d’un donneur sain ont été mis en culture avec ou sans eau fécale, et en présence ou
non d‘activateurs spécifiques (HMBPP) ou aspécifique (PMA/ionomycine) des LTs 3. Les proportions de
LTs yd produisant les cytokines (A) IFNy et (B) IL-17 ont été analysées apres 48h de culture, par
cytométrie en flux. n=1
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CONCLUSION

Les métabolites contenus dans I'eau fécale peuvent induire I'activation des LTS yd in vitro. En
effet, ce mélange de métabolite microbiens permet d’augmenter I'expression de marqueurs
d’activation par les LTs yd, comme CD40, CD69, CD107 et I'lFNy. Ces résultats préliminaires
suggeérent que les microorganismes du microbiote intestinal, via leurs métabolites, pourraient
influencer I'activation des cellules immunitaires, notamment coliques (Figure 145). Pour
confirmer ces observations, I'expérience devrait étre reconduite sur des LTs yd de différents
donneurs. Ensuite, I'effet activateur de 'eau fécale pourra étre comparé avec celui d’'une eau
fécale produite dans un fermenteur contenant de l'inuline. Cette expérience mettra en
évidence des activations immunitaires spécifiques des métabolites dérivés de la fermentation

de l'inuline.

Métabolites Activation
immunostimulants des LTs yd

: ° o
Ferme.ntatlc')n par e e e . w\@
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: : ° N\& )
intestinal o % > @
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Figure 145 : Les métabolites produits par le microbiote intestinal peuvent activer les LTs y3.
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V. LE FRUCTOSE

Les LTs yd intra-tumoraux utilisent différentes voies métaboliques comme source d’énergie
suivant leur fonction. En effet, les LTs y0 produisant de I'IFNy utilisent principalement la
glycolyse, alors que les LTs v produisant de I'IL-17 utilisent plutot I'oxydation des acides gras
et des acides aminés [234]. Lors de la fermentation de I'inuline dans le colon, différents
métabolites sont libérés. Le premier métabolite a étre produit est le fructose, qui compose la
majorité de la molécule d’inuline. En situation physiologique normale, le fructose ingéré par
I’'hote est directement absorbé dans le petit intestin, et n’atteint pas le cblon. En cas d’ingestion
d’inuline, du fructose est rendu disponible et assimilable par les cellules épithéliales coliques.
Une fois internalisé, le fructose peut rapidement étre intégré dans la glycolyse pour permettre

a la cellule de produire I'énergie nécessaire aux activités cellulaires.

La proportion de IELs yd produisant de I'IFNy est augmentée dans le cdlon de souris nourries
avec de linuline (Figure 69). Nous avons ici testé la capacité de l'inuline a entrainer une
absorption de fructose par les lymphocytes intra-épithéliaux (IELs), et une reprogrammation
métabolique de ceux-ci, vers la glycolyse, qui semble étre la voie métabolique préférentielle

des LTs yd produisant de I'IFNy.

METHODOLOGIE : SCENITH

Afin d’analyser le profil métabolique des IELs, des souris C57BL/6 ont été nourries durant 2
semaines avec un régime standard ou enrichi en inuline, puis leurs célons ont été prélevés et
les IELs ont été isolés. Trois expériences ont été réalisées sur les IELs isolés (Figure 146).
e Sur une partie des IELs, les LTs yd ont été triés par cytométrie en flux (FACS,
Fluorescence-Activated Cell Sorting), puis leur endométabolome a été analysé par
Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN), afin de déterminer la capacité des LTs yd a

internaliser le fructose produit par la fermentation d’inuline.
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e Suruneautre fraction des IELs, ’ARN a été extrait et purifié, afin d’analyser par RT-gPCR
le niveau d’expression de GLUT2 et GLUTS, 2 transporteurs de fructose exprimés par
les cellules coliques épithéliales [235,236].

e Enfin, le profil métabolique des IELs y5, CD4* et CD8* a été déterminé grace a la
méthode SCENITH™. Cette méthode permet de quantifier I'implication de plusieurs

voies métaboliques dans I'activité des cellules par cytométrie en flux.

L'analyse RMN a été réalisée en collaboration avec le Dr. Bénédicte Elena-Herrmann de

I"Institut for Advanced Biosciences (IAB), Grenoble, France.

*A i I — TridesLTsy8 — RMN

- J-15 J0 =
+/- Début Inuline Collecte colons — (&) IELs 4 — RT-qPCR

— SCENITH
Figure 146 : Plan expérimental pour étudier le profil métabolique des IELs Y3 coliques.

ANIMAUX

Voir page 99.
Numéro d’autorisation par le ministere de la recherche : APAFIS#12905-

2018010411002729.v7

COLLECTE DE COLONS ET TRI DES LYMPHOCYTES INTRAEPITHELIAUX

Voir page 118.

TRI CELLULAIRE INDUIT PAR FLUORESCENCE DES LTs yd

Les IELs ont été marqués avec des anticorps marquant des protéines extracellulaires. Pour cela,
les cellules ont été incubées avec 200 ng de chaque anticorps et un marqueur de viabilité
(Live/Dead™, Invitrogen). Les anticorps utilisés pour les marquages extracellulaires sont listés
dans le Tableau 18. A l'issue du marquage, les cellules ont été suspendues dans du PBS 2% SVF
et les LTs yd ont été triés sur un FACS BD Aria Ilu. Les cellules ont été collectées dans du milieu

RPMI complet, puis lavées 3 fois dans 10 mL du PBS 1X a 4°C.
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Tableau 18 : Liste des anticorps utilisés pour le tri des LTs Y8

Fluorochrome Cible
Laser bleu (488 nm)

FITC CD3
PE

PerCP-Cy™5.5 CD4
PE/Cy™7 y& TcR
Laser rouge (640 nm)

APC

APC-Cy7 CD45
BD Horizon™ Brilliant Violet 421

BD Horizon™ V500 Marqueur de viabilité

RESONNANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE

Les culots cellulaires ont été regroupés suivant le régime des souris, puis ont été suspendus
dans 1 mL de méthanol a-20°C afin de les déprotéiner, puis transférés dans des tubes en verre,
et laissés 30 minutes sur de la glace. Les échantillons ont ensuite été récupérés dans 300 uL
d’une solution contenant 2/3 de méthanol et 1/3 de chloroforme et homogénéisés au vortex 1
minute. Les échantillons ont été incubés 15 minutes sur de la glace, puis ont suivi une étape
d’ultrasonication avant d’étre dilués dans 300 pL d’une solution de chloroforme 0,5X. Les
solutions obtenues ont été homogénéisées par vortex et centrifugées 20 minutes a 1500 G a
4°C. La phase aqueuse a été récupérée et transférée dans un tube Eppendorf de 1,5 mL propre,
puis séchée a vide. Les extraits secs ont été gelé brusquement avec de I'azote liquide et
conservés a -80°C jusqu’a 'acquisition des données. Le jour de 'analyse, les extraits secs ont
été suspendus dans 600 pL de tampon phosphate (pH = 7,2) dans de I'oxyde de deutérium
(D20, ou « eau lourde ») contenant 0,1 mM de 3-trimethylsilylpropionate-2,2,3,3-d4 (TSP), puis
500 uL de cette solution aqueuse finale a été transférée dans des tubes conventionnels de 5mm

pour la RMN. Enfin, les données ont été acquises sur un spectrometre Bruker Avance lIl.

RT-QPCR

Voir page 120. Les quantités d’ARN obtenues aprés extraction sont décrites dans le Tableau 19.

Les amorces construites et utilisées sont listées en Tableau 20.
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Tableau 19 : Quantification des ARNSs purifiés.

. [ARN] Veau Quantité
Echantillon ng/ul 260/280 | 260/230 Vagn (pL) (ul) -
1 46,6 2,04 1,62 10,7 1,3 500
2 52,3 2,02 1,56 9,6 2,4 500
3 47,2 1,75 0,77 10,6 1,4 500
Controle
4 26,9 1,98 1,66 9,3 2,7 250
5 38,2 2,04 1,58 6,5 5,5 250
6 49,9 2,05 1,75 10 2 500
7 15,6 2,02 1,30 9,6 2,4 150
8 39,8 2,02 1,46 6,3 5,7 250
9 51,5 2,05 1,81 9,7 2,3 500
Inuline
10 22,4 2,03 0,77 11,2 0,8 250
11 66,3 2,04 1,95 7,5 4,5 500
12 47,3 2,05 1,66 10,6 1,4 500

Tableau 20 : Liste des amorces utilisées pour la RT-gPCR. FW = séquence Forward (sens) ; RV =

séquence Rev

erse (anti-sens).

!\lom 65 Séquence (5’ =2 3’) E\lom B Séquence (5’ =2 3’)
I'amorce I'amorce
GLUT2 FW TGGGCCTTACGTGTTCTTCC GAPDH FW CCATCACCATCTTCCAGGAG
GLUT2 RV TCCGGAATTCTGCAGCGATT GAPDH RV CCTGCTTCACCACCTTCTTG
GLUTS5 FW GACGTGCACCTAGAGATGGA
GLUT5 RV CGTTCACTCCCGACAGCT
SCENITH™

La méthode SCENITH™ est basée sur la mesure de I'activité cellulaire, et plus particulierement
de la traduction, qui est I'activité cellulaire la plus énergivore et donc nécessite le plus d’activité
métabolique [237]. L'énergie utilisée pour la traduction est I’ATP, produit via différentes voies
métaboliques, dont les principales sont la glycolyse et I’oxydation des acides gras (FAO, Fatty
Acid Oxydation) et des acides aminés (AAO, Amino Acid Oxydation). Il a été montré que la
cinétiqgue de production d’ATP est similaire a la cinétique de la traduction. La méthode

SCENITH™ repose sur I'observation suivante : la cinétique de I'activité traductionnelle de la

cellule traduit sa cinétique de production d’ATP.
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STIMULATION DES LEUCOCYTES

Chaque culot de IELs obtenu a été suspendu dans 500 pL de RPMI complet, puis divisé en 5

puits dans une plaque 96 puits a fond en U, pour étre incubé 4h a 37°C avec 50 ng/mL phorbol

12-myristate 13-acetate (PMA) et 1 pg/mL ionomycin (Sigma) dans un volume final de 200 pL.

A l'issue des 4h, les cellules ont été lavées avec du PBS 1X et centrifugées 6 minutes a 600G.

INCUBATION AVEC LES INHIBITEURS

Chaque culot cellulaire a ensuite été incubé 30 minutes a 37°C avec différents inhibiteurs

métaboliques. Pour chaque échantillon, les 5 conditions d’inhibition étaient les suivantes :

: 1/5000%™¢ de DMSO
Inhibiteur de la glycolyse : 1/30,5°™¢ de 2-Déoxy-D-Glucose (DG)
Inhibiteur de la phosphorylation oxydative : 1/5000™¢ d’Oligomycine (O)
Inhibition de la glycolyse et de la phosphorylation oxydative : 1/30,5°™ DG et
1/50008™m¢ O

Inhibition de toutes les voies métaboliques : 1/5000¢™¢ Cyclohéximide (CHX)

Ensuite, 1/1000%™ de puromycine a été ajouté a chaque puits pour 45 minutes d’incubation a

37°C. La puromycine est un antibiotique inhibiteur de la traduction, avec une structure

moléculaire similaire a un nucléotide (Figure 147).
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Figure 147 : Structure de la puromycine. (Wikipédia)

Ainsi, la puromycine est intégrée dans le polypeptide durant sa synthese par le ribosome, et

entraine sa libération avant la fin de sa synthése. Aprés les 45 minutes d’incubation, les cellules

sont lavées 2 fois avec du PBS froid puis centrifugées 6 minutes a 600 G.
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MARQUAGE EXTRA- ET INTRA-CELLULAIRE
Voir page 119. Les anticorps extracellulaires utilisés sont listés dans le Tableau 18. Le seul
anticorps intracellulaire utilisé est un anti-puromycine, marqué avec le fluorochrome

AlexaFluor® 647.

ANALYSE
Les LTs y3, CD4* et CD8* ont été sélectionnés comme indiqué sur la Figure supplémentaire S1.
La moyenne d’intensité de fluorescence (MFI, Mean Fluorescence Intensity) du marquage anti-

puromycine pour chaque condition a été récupérée (Figure 148).

Activité cellulaire

40007 [ sans inhibiteur

[ 2-Déoxy-D-Glucose
3000 —
[ Oligomycine

[ 2-Déoxy-D-Glucose + Oligomycine

[ Cycloheximide

2000

1000 —

Moyenne d’intensité de fluoresence

Figure 148 : Exemple de marquages de la puromycine obtenus.

A partir de ces données, les profils métaboliques de chaque population cellulaire peuvent étre

calculés selon les formules suivantes.

Dépendance au glucose = 100 X ((? — DG) = (0 — DGO))
Dépendance mitochondriale = 100 X ((? — 0) + (¢ — DGO))
Capacité glycolitique = 100 — 100 X ((? — 0) + (¢ — DGO))
Capacité FAO et AAO = 100 — 100 x ((» — DG) = (¥ — DGO))
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RESULTATS

INTERNALISATION DU FRUCTOSE PAR LES LTs vd

Ftant donné le trop faible nombre de LTs y8 récupérés a l'issu du tri cellulaire par FACS, le
spectre RMN du groupe contrdle n’a malheureusement pas pu étre obtenu. Cependant, le
spectre reflétant I'endométabolome des IELs yd des souris nourries avec de I'inuline montre la

présence de fructose (Figure 149).
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Figure 149 : Endométabolome des IELs y8 des souris nourries avec de |'inuline. Des souris C57BL/6
ont été nourries avec un régime enrichi en inuline pendant 15 jours avant la collecte et le tri des LT yd
intraépithéliaux du cdlon (n=6 souris). Le graphique représente le spectre RMN de I'endométabolome

des LT yd intraépithéliaux des 6 colons groupés.

Comme il n"a pas été possible de comparer I'endométabolome des IELs yd de souris nourries
avec un régime standard ou enrichi en inuline, I'expression des transporteurs de fructose
GLUT2 et GLUTS par les IELs a été analysée par RT-gPCR. Les niveaux d’expression de ces 2

transporteurs par les IELs n"ont pas été affectés par la consommation d’inuline (Figure 150).
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Figure 150 : Analyse de |’expression des transporteurs de fructose par les IELs du cbélon. Niveaux
d’expression de geénes codant pour GLUT2 et GLUTS, des transporteurs de fructose, dans les
lymphocytes intra-épithéliaux coliques, de souris nourries avec un régime standard (n=6), ou enrichi en
inuline (n=6). Le graphique représente les moyennes + SEM des valeurs RQ. ns = non-significatif avec un
test Mann Whitney.

PROFILS METABOLIQUES DES IELs

L’activité métabolique des IELs yd des souris nourries avec un régime standard ou enrichi en
inuline a été réduite a la suite de 'inhibition de la glycolyse, mais n’a pas été impactée par
I'inhibition de la phosphorylation oxydative (Figure 151). L'inhibition compléete de I'activité des
cellules avec le cyclohéximide a autant réduit I'activité métabolique que I'inhibition simultanée
de la glycolyse et de la phosphorylation oxydative. Cela suggere que les IELs yd n’utilisent pas
d’autre voie métabolique que la glycolyse et la phosphorylation oxydative pour leur synthése

d’ATP.
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60007 [ Oligomycine

I 2-Déoxy-D-Glucose + Oligomycine

4000 —
[ Cycloheximide
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Figure 151 : Analyse de l'activité métabolique des IELs y8 du célon par SCENITHTM. Moyennes
d’intensité de fluorescence du marquage de la puromycine avec différentes conditions d’inhibition,
dans les lymphocytes intra-épithéliaux yd coliques, de souris nourries avec un régime standard, ou
enrichi en inuline (n=6 par groupe) durant 2 semaines. Les graphiques représentent les moyennes +
SEM.

Le profil métabolique des IELs yd du cOlon de souris est majoritairement glycolytique. Cette

dépendance au glucose n’est pas impactée par la consommation d’inuline (Figure 152).

IELs &
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Figure 152 : Analyse des profils métaboliques des |IELs 8 du c8lon par SCENITH™. Des souris C57BL/6
ont été nourries avec un régime standard ou enrichi en inuline (n=6 par groupe) pendant 15 jours avant
Ianalyse de leur immunité intestinale par SCENITH™. Le graphique représente les moyennes de profils
métaboliques + SEM. ns = non-significatif avec un test Mann Whitney.

Le profil métabolique des IELs CD4* et CD8" est similaire a celui des IELs Y et n’a pas été

impacté par la consommation d’inuline (Figure Supplémentaire S5).
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CONCLUSION

Le fructose est le premier métabolite issu de la fermentation de l'inuline par les micro-
organismes du microbiote intestinal. Cependant, il ne semble pas impacter les lymphocytes T
intra-épithéliaux. En effet, malgré un spectre RMN suggérant la présence de fructose dans de
I'endométabolome des IELs v9, les IELs n’expriment pas plus de transporteurs
transmembranaires leur permettant d’internaliser le fructose. De plus, le profil métabolique
des IELs du cblon de souris nourries avec un régime enrichi en inuline est similaire a celui de
souris nourries avec un régime standard. Ces observations suggéerent que le fructose n’est pas

le médiateur de I'effet immunostimulant de l'inuline.
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VI. LE DIHYDROGENE

D’apres la littérature, la fermentation de I'inuline entraine la production de dihydrogene (H>)
par les bactéries du microbiote intestinal. L'H, a été étudié comme thérapeutique pour ses
propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes. Paradoxalement, une étude publiée en 2020
a montré la capacité anticancer de cette molécule, dans un effet médié par I'immunité
[195,196]. Dans cette étude, 2 semaines de traitement par inhalation d’H, permettaient
d’augmenter la proportion de LTs yd circulant dans le sang, et amélioraient la réponse clinique
de patients atteints de cancer bronchique non a petites cellules. Nous avons donc émis

I"hypothése que I'H, pourrait étre le médiateur de I'effet immunostimulant de l'inuline.

METHODOLOGIE : COMPARAISON DES EFFETS DE L'INULINE ET DE L'H»

Afin de tester I'hypothése suivant laquelle I'H; serait le médiateur de I'effet immunostimulant
de 'inuline, les effets immunostimulants et antitumoraux de la consommation d’inuline ont été

comparés avec ceux d’une hydrogénothérapie (H,T).

Pour cela, la durée de I'H,T devait étre similaire a la durée d’exposition a I’'Hz induite par la
consommation d’inuline. Or, jusqu’a présent, I'inuline était administrée aux animaux ad libitum,
dans leur eau de boisson. De cette maniere, la fréquence des prises et la quantité d’inuline
ingérée ne pouvait pas étre contrélées. Dans un premier temps, nous avons donc testé I'effet
immunostimulant et antitumoral d’une faible quantité d’inuline, administrée par gavage plutot
que dans I'eau de boisson (Figure 153). En parallele, le profil de production d’H; a la suite des
gavages d’inuline a été déterminé, grace a un dispositif de mesure développé par les équipes
PRETA et Synabi du laboratoire TIMC. Enfin, le protocole d’H,T a été établi suivant le profil de

production d’H,.
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Figure 153 : Plan expérimental pour la détermination du profil de production d’H; a la suite de la
consommation d’inuline.

Afin de comparer les effets de I’'H,T et de la consommation d’inuline, deux expériences ont été

mises en place.

e Effet antitumoral : Les mémes groupes de souris C57BL/6 que dans I'expérience
précédente ont été constitués, puis des cellules de mélanome murin B16 OVA ont été
injectées en sous-cutané dans le flanc droit des souris (Figure 154). La croissance
tumorale a été suivie durant 2 semaines supplémentaires tout en maintenant les

traitements, puis I'immunité infiltrant la tumeur a été analysée par cytométrie en flux.
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Figure 154 : Plan expérimental pour la comparaison des effets antitumoraux de I'inuline et de I’H,T.

e Effet immunostimulant: Des souris C57/BL6 ont suivi deux semaines de pré-
conditionnement avec un régime standard, ou enrichi en inuline, ou 2 semaines d’H,T.

L'immunité circulante a ensuite été comparée entre ces 3 groupes (Figure 155).
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Figure 155 : Plan expérimental pour la comparaison des effets immunostimulants de I'inuline et de
I'H.T.

ANIMAUX

Voir page 99.

Lorsque les souris recoivent l'inuline ad libitum, dans leur eau de boisson, nous estimons
qu’elles boivent 5 mL par jour, et donc qu’elles ingérent 360 mg d’inuline par jour. Etant donné
le seuil de solubilité de I'inuline, il n’était pas possible d’administrer 360 mg d’inuline diluée
dans moins de 200 uL d’eau. La concentration maximale que nous avons pu atteindre était de
450 g/L. Les souris recevant l'inuline par gavage oral ont donc été gavées avec 150 uL d’eau
contenant 70 mg (450 g/L) d’inuline, 5 fois par semaine. Afin de s’assurer que le geste de gavage
n’induise pas de biais dans I'expérience, les souris des groupes « contréle », « inuline ad
libitum » et « HoT » étaient gavées avec de 150 ulL d’eau, 5 fois par semaine. Numéro

d’autorisation par le ministére de la recherche : APAFIS#39565-2022112413525573.v2.

MESURE DE L’H, PRODUIT PAR LA FERMENTATION D’INULINE

Un dispositif a été mis en place par les équipes PRETA et Synabi du laboratoire TIMC, afin de
mesurer le dihydrogene exhalé par des rongeurs (Figure 156). Ce dispositif permet de placer
les souris vigiles, par groupe de 6, dans une cage en plastique de 8,1 L (8100 cm?), dans un
dessiccateur étanche en verre. La pression interne en dioxygéne (0O;) et dioxyde de carbone
(CO3), ainsi que I'humidité et la température, sont mesurées, suivies, et contrélées en continu
durant toute la mesure, grace a un détecteur de gaz et d’hygrométrie Dioxcare®. Afin d’assurer
un apport constant et régulier en Oy, un sac Tedlar rempli avec de I’O; produit par un
concentrateur d’O; (525 KS Drive Devilbiss) était connecté a une pompe péristaltique, elle-
méme connectée au dessiccateur. Pour éviter une accumulation de CO; expiré par les animaux
durant les mesures, le fond du dessiccateur était recouvert avec 200 mL de verre sodo-calcique

(soda lime) (spherasorbTM Intersurgical) pour capturer le CO,. Le fond du dessiccateur
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contenait également du gel de silice, afin d’empécher une accumulation d’humidité. L’air dans
le dessiccateur était homogénéisé en permanence, grace a deux ventilateurs, situés au-dessus

et au-dessous de la cage.

Le dihydrogéne produit par les animaux était mesuré grace a un dispositif spécialisé (ATO SKY
100 (0 a 100 ppm + 0,01)) connecté au dessiccateur. Pour chague mesure, les souris étaient
placées 15 minutes dans le dispositif, et n"avaient pas acces a I’eau et a la nourriture pour cette

durée. Entre chaque mesure, elles étaient remises dans leur cage d’hébergement habituelle.

Mesure de la concentration en H,
dans le dessiccateur

Apporte de I'0, dans le dessiccateur

Mesure |'0,, le CO,, la température et
I'humidité dans le dessiccateur

Homogénéise les gaz dans le
dessiccateur

IEAO

5228, Capture le CO, et I'humidité

Figure 156 : Schéma simplifié du dispositive de mesure d’H2. Hum = humidité, T° = température.

HYDROGENOTHERAPIE

L'H, a été administré par inhalation, grace a une dispositif développé par les équipes PRETA et
Synabi du laboratoire TIMC (Figure 157). Une bouteille de gaz contenant un mélange de diazote
(N2) et d'H, (96,4/3,6%) était connectée a un débitmetre de 2L/minute, et le flux d’air sortant
était divisé en 2. L'O; était produit par un concentrateur d’O; Devilbiss®, et le flux était divisé
en 2, puis connecté a un débitmetre de a 0,4L/minute. Le flux d'H, et le flux d’O; étaient
mélangés a leur sortie, créant un mélange de gaz composé de 3% d’'Hz, 77% d’N; and 20% d’O..
Ce mélange de gaz était directement délivré dans les cages hermétiques des souris, dans leur
environnement habituel, pour la durée de I'H,T. Les H,Ts duraient 2 ou 4 heures par jour, 5

jours par semaine.
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Figure 157 : Schéma du dispositif d’hydrogénothérapie.

CULTURE CELLULAIRE

Voir page 132.

IMPLANTATION TUMORALE

Voir page 133.

COLLECTE ET DIGESTION DES TUMEURS

Voir page 134.

PREPARATION DES ECHANTILLONS DE SANG

Voir page 160.

CYTOMETRIE EN FLUX

Voir page 119 pour le protocole et la liste des anticorps utilisés (Tableau 3).
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RESULTATS

EFFET ANTITUMORAL D’UN GAVAGE D’INULINE

Pour mettre en place le protocole d’H,T, I'inuline devait étre administrée en gavage quotidien
aux souris plutét qu’ad libitum. Tout d’abord, nous avons vérifié que le gavage de 70 mg
d’inuline, 5 fois par semaine suffisait a récapituler d’effet antitumoral de I'inuline ad libitum.
Quel que soit son mode d’administration, I'inuline a inhibé la croissance tumorale (Figure 158).
En effet, dans le groupe contréle, les tumeurs ont atteint une moyenne de 150 mm? en 14
jours, alors que les tumeurs des souris recevant de l'inuline, par gavage ou ad libitum, n’ont

atteint que 60 mm?3.
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Figure 158 : Effet antitumoral de I'inuline administrée par gavage. Croissance tumorale chez des
souris C57BL/6 nourries avec un régime standard, ou enrichi en inuline ad libitum, ou gavées avec 70
mg d’inuline 5 fois par semaine, et ayant recu en injection sous-cutanée 2 x 10° cellules de mélanome
murin B16 OVA (n=6 par groupe). Les courbes représentent les moyennes + SEM. ns = non significatif,
*p < 0,05 en test de two-way ANOVA avec une correction Geisser Greenhouse.

Pour vérifier que les effets immunostimulants des deux traitements étaient également
similaires, I'immunité infiltrant les tumeurs a été analysée a la fin de croissance tumorale. Dans
cette expérience, les tumeurs ont poussé relativement lentement en comparaison aux autres
expériences. Apres 14 jours de croissance tumorale, certaines tumeurs étaient trop petites, et

contenaient donc trop peu de cellules pour analyser I'immunité infiltrant les tumeurs.
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Cependant, les analyses ont mis en évidence une augmentation significative de la proportion
de lymphocytes T y0 et CD4* produisant de I'IFNy, a la suite de la consommation d’inuline par
gavage (Figure 159). Cette augmentation semble également étre présente pour les souris
nourries avec de linuline ad libitum, mais cette observation n’est pas confirmée

statistiguement.

Lymphocytes T produisant de I'lFNy

80—
Controle

Inuline ad libitum
60 —
* Inuline 70 mg

40
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0 i

LTy LT cD4* LT cD8*

Cellules positives parmi les CD45" CD3* (%)

Figure 159 : Lymphocytes T produisant de I'IFNy dans les tumeurs. Proportion des lymphocytes T
produisant de I'IFNy et infiltrant les tumeurs de souris nourries avec un régime standard (n=5), ou
enrichi en inuline (n=5), ou gavées avec 70 mg d’inuline 5 fois par semaines (n=5). Les histogrammes
représentent la moyenne + SEM. *p < 0,5 avec un test Mann Whitney.

PROFIL DE PRODUCTION D’H2 A LA SUITE DE LA CONSOMMATION D’INULINE

Le profil de production d'H; a la suite de la consommation d’inuline a été déterminé en
mesurant I'accumulation d’H, exhalé par les souris pendant 15 minutes dans le dispositif de
mesure. Cela a permis de déterminer le volume d’H; produit en 15 minutes et donc la cinétique
de production d’H; par 6 souris simultanément, a différents moments aprés le gavage. Aprés
1h, les souris gavées avec de I'inuline semblaient déja exhaler plus d’Hz (4,1 uL/minute) que les
souris gavées avec de l'eau (2,2 uL/minute), mais cette différence n’était pas significative
(Figure 160). Un pic de production d’H; se distingue plus clairement et statistiquement a partir
de 2h post-gavage d’inuline. Ce pic dure jusqu’a environ 2h30 post-gavage, et la production

maximale est de 5,4 uL/min 2h apres le gavage, alors que la production maximum d’H, dans le
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groupe gavé avec de I'eau est de 2,7 uL/min, 2h30 post-gavage. Le gavage de 70 mg d’inuline
a entrainé un pic de production d’H; d’environ 1h30. Aprés le pic, la production d’H; par le
groupe gavé avec de l'inuline est restée toujours plus élevée que le groupe contrdle, jusqu’a

4h post-gavage.

Profil de production d’H, post gavage

de 70 mg d’inuline

Controle
== |nuline 70 mg

Cinétique de production d’H, (uL/minute)

Temps post-gavage (heure)

Figure 160 : Profil de production d’H; post gavage de 70 mg d’inuline. Des souris C57BL/6 ont été
gavées 5 fois par semaine avec de I'eau (n=6) ou avec 70 mg d’inuline (n=6), et la production d’H; exhalé
était mesurée a t=0, 1h, 2h, 2h30, 3h, 3h30 et 4h apres le gavage. Les mesures ont été répétées 5 jours.
Le graphique représente la moyenne des 5 mesures = SEM. *p < 0,5 avec un test Mann Whitney.

A partir de ces résultats, deux durées d’H,T ont été déterminées et testées par la suite. Les
animaux ont donc été exposés a I'H, 2h ou 4h, deux temps correspondant aux durées minimales

et maximales de production d’H; a la suite d’un gavage de 70 mg d’inuline.

COMPARAISON DE L’EFFET ANTITUMORAL DE L’INULINE ET DE L'H,T

Afin de comparer I'effet antitumoral de I'inuline et de I'H,T, des souris C57BL/6 ont été gavées
5 fois par semaine avec 70 mg d’inuline, ou exposées durant 2 ou 4h a 3,6% d’H.. Apres 2
semaines de traitement, toutes les souris ont recu une injection de cellules de mélanome murin
B16 OVA, puis la croissance tumorale a été suivie durant 13 jours, tout en maintenant les

traitements a l'inuline et a I'Hy. Les traitements H,T durant 2h et 4h, et les gavages de 70 mg
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d’inuline ont inhibé de facons similaires la croissance des tumeurs B16 OVA (Figure 161). En 13
jours, les tumeurs contréle mesuraient en moyenne 151,4 mm3, alors que les tumeurs des
groupes traités étaient en moyenne 3 fois plus petites. En effet, les tumeurs du groupe « inuline
70 mg » ont atteint 39 mm?, les tumeurs du groupe « HyT 2h » ont atteint 49,0 mm? et les

tumeurs du groupe H,T 4h ont atteint 55,8 mm?.
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Figure 161 : Effet antitumoral d’'une dose faible d’inuline et d’'une hydrogénothérapie. Croissance
tumorale chez des souris C57BL/6 gavées avec de I'eau (n=6) ou gavées avec 70 mg d’inuline (n=6) 5
fois par semaine, ou traités par H,T 2h (n=6) ou 4h (n=6) 5 fois par semaine, et ayant recu en injection
sous-cutanée 2 x 10° cellules de mélanome murin B16 OVA. Les courbes représentent les moyennes +
SEM. ns = non significatif, *p < 0,05 en test de two-way ANOVA avec une correction Geisser Greenhouse.

L'immunité infiltrant les tumeurs a été analysée par cytométrie en flux, afin de comparer le
mode d’action antitumoral de I'inuline et de I'H,T. Les gavages d’inuline, ainsi que les deux
durées d’H,T semblent avoir induit une augmentation de la proportion de LTs yd produisant de
I'IFNy (Figure 162). Cependant, cette augmentation n’est pas significativement vérifiée. De
plus, les gavages d’inuline et I'H,T de 4h ont induit une augmentation significative de la

proportion de LTs CD8* produisant de I'lFNy dans les tumeurs (Figure 162).
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Figure 162 : Lymphocytes T produisant de I'IFNy dans les tumeurs. Proportion des lymphocytes T
produisant de I'lFNy et infiltrant les tumeurs de souris C57BL/6 gavées avec de |'eau (n=3) ou gavées
avec 70 mg d’inuline (n=6) 5 fois par semaine, ou traités par H,T 2h (n=5) ou 4h (n=5) 5 fois par semaine.
Les histogrammes représentent la moyenne + SEM. *p < 0,5 avec un test Mann Whitney.

COMPARAISON DE L’EFFET IMMUNOSTIMULANT DE L'INULINE ET DE L'H,T

Les résultats présentés ci-dessus suggerent que inuline et I'H,T (2h ou 4h), entrainent une
augmentation de l'infiltration tumorale en LTs produisant de I'IFNy. Afin de comparer les effets
immunostimulants de I'inuline et de I'H,T, nous avons analysé I'immunité circulant dans le sang
de souris traitées avec de I'inuline ou une HoT de 2h. Comme les H,Ts de 2h et 4h ont induit un

effet antitumoral similaire, nous n’avons utilisé que I’'H,T de 2h dans cette expérience.

L'H,T durant 2h, 5 fois par semaine pendant 2 semaines, a permis d’augmenter la proportion
de LTs y5, CD4* et CD8* produisant de I'IFNy dans le sang (Figure 163). Les gavages d’inuline
semblent avoir induit la méme augmentation, mais les résultats ne sont significatifs que pour

I"augmentation de la proportion de LTs CD4* produisant de I'lFNy.
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Figure 163 : Lymphocytes T produisant de I'IFNy dans le sang. Proportion des lymphocytes T
produisant de I'IFNy et infiltrant les tumeurs de souris C57BL/6 gavées avec de I'eau, ou avec 70 mg
d’inuline, 5 fois par semaine, ou traités par H,T 2h 5 fois par semaine (n=6 par groupe). Les
histogrammes représentent la moyenne + SEM. *p < 0,5 avec un test Mann Whitney.
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CONCLUSION

Une faible dose d’inuline par gavage (70 mg, 5 fois par semaine) entraine le méme effet
antitumoral que de lorsque 'inuline est ingérée ad libitum dans I'eau de boisson (72 g/L). Cela
suggere qu’un apport excessif d’inuline n’exerce pas un effet antitumoral plus efficace qu’un
apport en fibres suffisant. Cet effet antitumoral pourrait s’expliquer par la production d’H; a la
suite de la consommation d’inuline. En effet, les souris ayant consommé 70 mg d’inuline
produisent de I'H, durant au minimum 4h aprés 'ingestion d’inuline, avec un pic de production
2h apreés l'ingestion. L'administration d’H; durant 2h par jour, 5 jours par semaine, a induit le
méme effet antitumoral que le gavage de 70 mg d’inuline, a la méme fréquence. De plus, les
deux traitements semblent induire une augmentation de la proportion de LTs yd, CD4* et CD8*
produisant de I'IFNy dans les tumeurs, et dans le sang. Ces résultats suggerent que I'inuline et
I’'H, entrainent le méme effet immunostimulant et antitumoral, soutenant I’hypothése suivant
laquelle I'Hy pourrait étre le médiateur de I'effet antitumoral de la consommation d’inuline

(Figure 164).
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Figure 164 : La consommation d’inuline et I'hydrogénothérapie entrainent le méme effet
antitumoral et immunostimulant dans le sang et dans les tumeurs.
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CONCLUSION DU CHAPITRE 2

L'objectif de cette étude était de déterminer les phénomeénes permettant a I'inuline d’exercer
un effet antitumoral. Les résultats obtenus permettent de mettre en évidence le réle crucial
des bactéries du microbiote intestinal, et plus particulierement des métabolites qu’elles
produisent, dans I'effet antitumoral de I'inuline (Figure 165). Parmi ces métabolites, le fructose
ne semble pas induire d’activation des LTs y0 comme le fait I'inuline. En revanche, I'Hz2 semble
entrainer un effet immunostimulant et antitumoral tres similaire a celui de linuline. Cela
suggére que I'Hy pourrait étre un des médiateurs immunitaires de linuline. Cependant,
d’autres métabolites non gazeux sont probablement impliqués dans I'effet immunostimulant
de I'inuline, car I’eau fécale semble également avoir la capacité d’activer les LTs y0. La capacité
immuno-stimulatrice d’une eau fécale dérivée d’une fermentation d’inuline doit encore étre

testée.
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Figure 165 : Proposition de mécanisme d’action de I'inuline sur I'immunité.
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CONCLUSION GENERALE

L'objectif de cette étude est d’évaluer I'effet immunostimulant d’un régime enrichi en inuline,
et se capacité a exercer un effet antitumoral. Les résultats obtenus chez des souris saines
montrent que la consommation d’inuline a chaine longue durant 2 semaines entraine plusieurs

modifications :

- Dans le microbiote intestinal, la consommation d’inuline augmente la diversité-3
bactérienne, et favorise la présence de la bactérie Bifidobacterium animalis.

- Dans lI'immunité intestinale du colon, I'inuline augmente la proportion de LTs y&
exprimant de I'lFNy parmi les IELs. L'inuline entraine une modulation immunitaire vers
un profil pro-inflammatoire dans I'épithélium, et un profil anti-inflammatoire dans la LP.

- Dans le sang de souris consommant de l'inuline, la proportion de LTs est plus élevée

que dans le sang de souris nourries avec un régime standard.

Chez des souris porteuses de tumeurs, la consommation d’inuline permet d’inhiber la
croissance tumorale, d’'une maniere dépendante des LTs y§, et renforce I'immunité infiltrant

les tumeurs :

- La proportion de TILs produisant de I'IFNy est supérieure dans les tumeurs de souris
nourries avec de 'inuline.
- Chez les souris nourries avec de l'inuline, les TILs y6 peuvent présenter un phénotype

d’APCs.

L'effet antitumoral du régime enrichi en inuline est dépendant du microbiote intestinal
bactérien. Parmi les métabolites produits par le microbiote intestinal durant la fermentation
de l'inuline, I'H, entraine un effet antitumoral et immunostimulant similaire a celui de I'inuline.
D’autres métabolites solubles, retrouvés dans des eaux fécales, pourraient également étre a

I'origine de I'effet antitumoral du régime enrichi en inuline.
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DISCUSSION

Ces derniére années, 'arsenal thérapeutique du cancer n’a cessé d’évoluer. Les thérapies
ciblées et les immunothérapies ont révolutionné le traitement des cancers et la survie des
patients, mais leur efficacité doit encore étre améliorée. Le microbiote intestinal apparait
comme une modulateur immunitaire prometteur, qui pourrait étre utilisé dans la prévention
et le traitement des cancers. Des études ont mis en évidence des bactéries immunostimulantes,
associées avec une bonne réponse des patients aux immunothérapies par blocage des points
de contrble [224,238]. Ces observations ont permis le développement de méthodes pour
moduler le microbiote intestinal, dont la consommation de probiotiques, de prébiotiques, de
postbiotiques, de synbiotiques, et les transplants de microbiote fécal. Parmi ces méthodes,
I’alimentation semble étre le moyen le plus stable et efficace au cours du temps. Plusieurs
études ont déja montré la promesse thérapeutique que représentent les régimes riches en
fibres alimentaires sur la modulation du microbiote intestinal et sur la réponse anticancer, mais
beaucoup reste a comprendre pour développer des thérapies efficaces [174]. Ainsi, il est crucial
de comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans ces effets, afin de

transférer ces découvertes en interventions thérapeutiques et préventives efficaces.

Dans ce projet de thése, I'effet antitumoral de la consommation d’inuline a été étudié dans un
modele préclinique in vivo. L'inuline est un prébiotique déja largement consommé, dans
I'alimentation ou en supplément [239]. La consommation d’inuline impacte profondément la
composition du microbiote intestinal, et favorise la présence de bactéries Bifidobacteria,
connues pour leurs propriétés immunostimulantes. Récemment, I'effet antitumoral de
I'inuline, médié par les LTs conventionnels CD8" a été montré dans un modéle murin de
mélanome transplanté [202]. Dans mon projet de these, nous avons montré que l'inuline
entraine non-seulement une activation des LTs conventionnels, mais également une
accumulation des LTs yd intra-tumoraux. Nous avons mis en évidence le role crucial de ces LTs
16 dans 'augmentation de la proportion de LTs CD4* CD8* produisant de I'lFNy et dans I'effet
antitumoral de l'inuline. De plus, I'inuline renforce les réles variés des LTs y3. En effet, les LTs

vd intra-tumoraux jouent un role cytotoxique direct sur les cellules cancéreuses, et de soutien

233



aux autres cellules immunitaires, notamment via leur capacité de présentation d’antigénes.
Chez des souris non porteuses de tumeur, la consommation d’inuline a induit une
augmentation de la proportion de IELs yd produisant de I'IFNy dans le cblon, et favorisé
I'expression de genes impliqués dans la réparation tissulaire et donc le maintien de la barriere
intestinale. La consommation d’inuline a également entrainé I'augmentation de la proportion
de LTs yd, CD4* et CD8" dans le sang, chez des souris non-porteuses de tumeur. Ce
renforcement de I'immunosurveillance suggérait que les LTs yd intra-tumoraux pourraient
provenir du cblon et/ou du sang. Chez la souris, les sous-types de LTs ¥ sont définis suivant la
chaine y formant leur y8 TcR. D’aprés la littérature, chaque sous-type se situe dans un ou des
organes particuliers [122]. Cependant, notre analyse du sang et du c6lon ont mis en évidence
plusieurs sous-types de LTs ¥ dans ces tissus. Dans le célon, les Vy7, décrits comme le sous-
type majoritaire a cet endroit, ne représentaient que 35% des LTs y3. Dans le sang, les LTs yd
produisant de I'lFNy peuvent exprimer plusieurs chaines Vy simultanément. C’est le cas des LTs
Vy1*Vy7*, qui représentent 50% des LTs yd produisant de I'IFNy. Plusieurs sous-types de LTs yd
infiltrent les tumeurs, comme les Vy1, Vy2, Vy3 et les Vy7. Cependant, ces sous-types ne
représentent que 30% des LTs yd infiltrant les tumeurs. Cela suggere que le sous-type
majoritaire est parmi les Vy4, Vy5 ou Vy6. Les Vy4 sont des cellules antitumorales efficaces,
grace a leur production de perforine et d’IFNy [240]. Les Vy5 et Vy6 résident dans le derme et
peuvent étre impliqués dans des phénomeénes inflammatoires cutanés, comme psoriasis ou la
dermatite [241]. Dans nos modeles de tumeurs cutanées transplantées, les LTs yd intra-
tumoraux pourraient étre majoritairement d’'un de ces 3 sous-types. Pour vérifier cette
hypothese, il faudrait analyser par cytométrie en flux I’expression des chaines Vy4, Vy5 et Vy6
par les LTs yo intra-tumoraux. Il faudrait aussi comparer les proportions de ces sous-types de
LTs v dans le derme et dans le sang de souris nourries avec un régime standard ou enrichi en
inuline. En effet, I'inuline pourrait renforcer les LTs yd cutanées, qui recirculeraient via le sang

jusgu’a la tumeur.

Dans ce projet, nous avons montré que chez des souris saines, la consommation d’inuline
augmente la proportion de LTs circulants dans le sang. En cas d’apparition de tumeur
périphérique, les LTs circulant dans le sang, et renforcés par l'inuline pourraient étre recrutés

dans la tumeur, ou ils peuvent exercer leur effet antitumoral. Cela suggére que l'effet
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antitumoral de I'inuline serait moins efficace dans des cancers faiblement vascularisés. Nous
avons montré que la consommation d’inuline inhibe la croissance tumorale de 3 modeles
tumoraux : le mélanome, le cancer colorectal, et le fibrosarcome. Cependant, l'effet
antitumoral et [l'efficacité de linuline a augmenter linfiltration tumorale en cellules
immunitaires n’étaient pas équivalents dans les 3 modéles. L'inuline a inhibé la croissance de
mélanome B16 OVA de maniere bien plus efficace que pour le cancer colorectal MC38 OVA et
le fibrosarcome MCA205 OVA. De plus, la consommation d’inuline a permis d’augmenter
significativement la proportion de LTs yd, CD4* et CD8* produisant de I'[FNy dans le mélanome
B16 OVA, mais pas dans le cancer colorectal MC38 OVA ni dans le fibrosarcome MCA205 OVA.
Cependant, la proportion de LTs yd était significativement augmentée dans les 3 tumeurs par
la consommation d’inuline, ce qui a tout de méme permis une inhibition de la croissance
tumorale. Ces 3 modeéles de tumeurs ont été implantés a des souris en sous-cutané, dans le
flanc droit. La variation d’infiltration immunitaire ne peut donc pas s’expliquer par la
localisation de I'implantation tumorale. En revanche, ces 3 tumeurs proviennent de cellules
différentes et ont donc des structures distinctes. Le mélanome B16 OVA forme des tumeurs
trés vascularisées, et d’aspect liquide et aux contours peu définis. Le cancer colorectal MC38
OVA forme des tumeurs légerement plus compactes que le mélanome B16 OVA, avec les
contours plus définis et moins vascularisés [242]. Le fibrosarcome MCA205 OVA est le plus
solide des 3 modeles. Il forme des tumeurs rondes, trés compactes et peu vascularisées. Ces
caractéristiques morphologiques suggerent que le mélanome peut étre plus facilement atteint
par les cellules immunitaires que le fibrosarcome et le cancer colorectal. Ainsi, la
consommation d’inuline permettrait de renforcer I'immunité circulante, particulierement
requise dans les tumeurs vascularisées. Néanmoins, les caractéristiques morphologiques de ces
tumeurs murines ne sont pas décrites. Afin de les confirmer, il faudrait mesurer et comparer la
vascularisation, la densité cellulaire, I'hypoxie et la capacité des cellules immunitaires a infiltrer

ces tumeurs.

Les modeles de tumeurs transplantées sont relativement éloignés de la cancérogénese
naturelle. En effet, ce modéle artificiel ne tient pas compte de I'immuno-édition et de la
pression immunitaire que subissent les cellules cancéreuses donnant lieu a une tumeur. Nous
avons donc testé la capacité d’un régime enrichi en inuline a prévenir I'apparition de

fibrosarcomes cutanés a la suite de I'injection d’un cancérigéne, le MCA. Nous avons observé
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une légere diminution, mais non significative, de la proportion de souris ayant développé une
tumeur a la suite de I'injection de MCA, lorsque celles-ci étaient nourries avec de I'inuline. Il est
intéressant de noter que le modéle de tumeur transplantée pour lequel I'inuline a permis la
plus faible inhibition de la croissance tumorale est le fibrosarcome MCA205 OVA. Cette lignée
cellulaire a été obtenue grace a la mise en culture de cellules cancéreuses issues de I'injection
du cancérigene MCA chez des souris. Ainsi, les tumeurs induites par I'injection de MCA sont de
morphologie similaire aux tumeurs MCA205 OVA. Cela peut expliquer que le régime inuline
n’ait que faiblement prévenu l'apparition de tumeurs induites par l'injection de MCA. Cette
hypothese pourrait étre vérifiée dans un modeéle de mélanome chimiquement induit [243]. Par
exemple, les composés chimiques 7,12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) et 12-O-

tetradecanoylphor-bol-1,3-acetate (TPA) peuvent induire des mélanomes chez la souris [244].

Etant donné le renforcement de I'immunosurveillance induit par la consommation d’inuline,
nous avons testé la capacité de I'effet antitumoral de I'inuline a synergiser avec celui d’une
immunothérapie anti-PD-1. Plusieurs études avaient auparavant montré 'importance du
microbiote intestinal dans la réponse des patients atteints de cancers aux immunothérapies
ciblant I'axe PD-1/PD-L1 [155,224]. Notamment, la présence de la bactérie Bifidobacterium
dans le microbiote intestinal des patients était liée avec un meilleur taux de réponse des
patients traités par immunothérapie anti-PD-1. Des études préliminaires, confirmées dans ce
projet, montrent que la consommation d’inuline favorise la présence de cette bactérie dans le
microbiote intestinal chez I’"homme [245]. Nous avons donc évalué la capacité du régime enrichi
en inuline, via sa modulation du microbiote intestinal, a renforcer 'effet antitumoral d’une
immunothérapie anti-PD-1. Nous avons montré que dans notre modéle, une régime
prophylactique enrichi en inuline inhibe aussi bien la croissance tumorale qu’une
immunothérapie anti-PD-1, et que I'expression de PD-1 était équivalente entre les souris
contréle et inuline. Cependant, I'expression de PD-1 ne permet de définir des LTs en
épuisement fonctionnel seulement lorsque d’autres points de contréle sont exprimés, comme
TIM-3 ou LAG-3 [246]. Ainsi, il est possible que les LTs intratumoraux PD-1* des souris inuline
ne soient pas en épuisement fonctionnel, contrairement aux LTs intratumoraux des souris
contréle. De plus, dans notre expérience, les TILs ont été analysés 13 jours aprés I'implantation
tumorale. Il est possible que la combinaison d’inuline et d'immunothérapie anti-PD-1 retarde

I’échappement tumoral en comparaison avec I'immunothérapie seule dans ce modele murin.
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Pour adresser cette hypothése, I'épuisement fonctionnel des TILs devrait étre caractérisée plus
en détail, et la croissance tumorale devrait étre suivie plus longtemps. Un autre modéle de
tumeur transplantée pourrait étre utilisé. En effet, d’apres les caractéristiques morphologiques
des tumeurs B16 OVA, MCA205 OVA et MC38 OVA décrites plus haut, les tumeurs B16 OVA
pourraient étre décrites comme des tumeurs « chaudes », et les tumeurs MC38 OVA et
MCA205 OVA comme des tumeurs plus « froides » que les mélanomes B16 OVA. Les tumeurs
chaudes sont caractérisées par une forte infiltration immunitaire, tandis que les tumeurs
froides ne sont pas infiltrées par les cellules immunitaires [129]. Les tumeurs chaudes sont les
plus susceptibles d’étre sensibles aux immunothérapies. A I'inverse, les tumeurs froides sont
généralement non-éligible ou résistantes aux immunothérapies. Il pourrait étre intéressant de
tester la capacité de 'inuline a synergiser avec une immunothérapie par ICl chez des souris
porteuses de tumeurs « froides ». En effet, en renforcant I'immunosurveillance et I'immunité
circulante, linuline pourrait accroitre [linfiltration tumorale en LTs, tandis que
I'immunothérapie préviendrait leur épuisement fonctionnel. L'inuline aurait également pu étre
testée en complément d’autres immunothérapies. Nous avons montré que la consommation
d’inuline entraine une augmentation de la proportion de LTs yd exprimant CD80, ce qui suggere
que l'inuline pourrait avoir un impact sur I'axe CD80/CTLA-4. Ainsi, il serait intéressant d’évaluer
la capacité du régime enrichi en inuline a accroitre |'effet antitumoral d’'une immunothérapie
anti-CTLA-4 seule, ou combinée avec une immunothérapie anti-PD-1. En effet, plusieurs études
ont montré I'importance du microbiote intestinal dans I'efficacité des immunothérapies anti-
CTLA-4 [238,247]. Une modulation du microbiote intestinal pourrait donc renforcer I'effet

antitumoral de cette thérapie.

A ce jour, les mécanismes cellulaires et moléculaires permettant a I'inuline d’activer les LTs yo
restent peu connus. Nous avons montré que la fermentation de l'inuline par le microbiote
intestinal, et plus particulierement par les bactéries, est indispensable a [Ieffet
immunostimulant et antitumoral du régime enrichi en inuline. En effet, nous avons montré que
I'effet antitumoral de I'inuline est complétement abrogé lorsque les souris sont préalablement
traitées avec un mélange d’antibiotiques a large spectre. En revanche, le traitement par
antifongique a large spectre n’a pas impacté I'effet antitumoral de l'inuline, suggérant que les
champignons ne sont pas impliqués dans cet effet. Cependant, le traitement par antifongique

a large spectre seul, indépendamment du régime enrichi en inuline, a permis d’exercer un fort
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effet antitumoral. Cet effet peut étre d’origine pharmacologique, si I'antifongique utilisé peut
inhiber la croissance des cellules cancéreuses. Une autre hypothése est que certains
champignons du microbiote intestinal seraient délétéres, induisant des effets pro-tumoraux ou
anti-inflammatoires. Par exemple, une infection buccale a Candida albicans peut entrainer
I"apparition de cancers de la bouche [248]. L’analyse du mycobiote par séquencage d’ADNg
ITS2 a montré que la consommation d’inuline diminue I"'abondance relative du champignon
Claviceps. Ce champignon est aussi appelé ergot du seigle, et infecte les fleurs de diverses
céréales [249]. Une grande partie des champignons du mycobiote colonisent le microbiote
intestinal de maniére transitoire, et sont d’origine alimentaire [90]. LADNg du champignon
Claviceps détecté dans les féces de souris pourrait étre d’origine alimentaire, contenu dans les
granulés des souris. Pour tester cette hypothése, un séquencage ITS2 pourrait étre réalisé sur
les granulés des souris, ou un nouveau séquencage ITS2 pourrait étre réalisé sur des féces de

souris hébergées dans une autre animalerie et nourries avec une alimentation différente.

La fermentation de l'inuline par le microbiote intestinal entraine la libération de plusieurs
métabolites, qui pourraient étre des médiateurs immunitaires [250]. Parmi ces métabolites, les
candidats potentiels sont le fructose, les SCFAs et I'H,. Le fructose aurait pu entrainer une
reprogrammation métabolique des LTs yd dans I'épithélium du cbélon. Cependant, aucune
reprogrammation métabolique potentiellement activatrice de ces cellules n’a été observée.
Cependant, I'effet de I'inuline sur les IELs y3 est assez minime, en comparaison avec celui sur
les LTs yd intra-tumoraux. Il aurait été intéressant d’étudier la programmation métabolique des
LTs yd, CD4* et CD8* intra-tumoraux des souris nourries avec un régime standard ou enrichi en
inuline. Un autre moyen de tester la capacité immunostimulante du fructose serait de cultiver
des LTs y0 isolés de sang de donneurs sains, en présence ou non de fructose. Si le fructose
exercait un effet immunostimulant, cette méthode le mettrait rapidement en évidence. Les
SCFAs constituent un autre médiateur immunitaire potentiel. En effet, ils sont décrits comme
des immunomodulateurs efficaces, principalement anti-inflammatoires. Ils préviennent la
production de cytokines pro-inflammatoires et induisent la production de cytokines anti-
inflammatoires [251]. Dans le cblon, ils augmentent I'expression de génes impliqués dans
I'intégrité de la barriére intestinale, comme Z0-1, I'occludine, et I'lL-22 [76,252]. Dans le
modele murin utilisé dans notre étude, la consommation d’inuline permet d’augmenter

I"'expression d’IL-22 par les cellules de la lamina propria du colon. Cet effet pourrait étre médié
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par les SCFAs produit lors de la fermentation de I'inuline. L’effet antitumoral du régime enrichi
en inuline ne peut probablement pas étre attribué aux SCFAs, qui sont décrits comme
possédant des propriétés principalement anti-inflammatoires. Cependant, il serait intéressant
de tester la capacité des SCFAs a activer les LTs yd in vitro, afin de confirmer cette hypothese.
En effet, le butyrate est un exemple de SCFA, qui favorise la génération de LTs CD8" mémoires
[253]. Certains SCFAs pourraient avoir d’autres propriétés pro-inflammatoires, pouvant exercer

un effet anticancer.

Ce travail de these identifie I'H, comme le meilleur candidat de I'effet immunostimulant de
I'inuline. Les vertus thérapeutiques de cette molécule se limitaient jusqu’a récemment a ses
effets antioxydant, anti-inflammatoires et anti-apoptotique. Ces propriétés ne laissaient pas
supposer d’effet bénéfique en cas de cancer. Cependant, en 2020, Chen et al. ont mis en
évidence I'effet anticancer d’une H,T chez des patients atteints de cancer bronchique non a
petites cellules [195,196]. Cet effet médié par I'immunité, reposait principalement sur les LTs
vd circulants et intra-tumoraux. Dans notre projet, nous avons comparé les effet
immunostimulants et anticancer d’'une H,T et du régime enrichi en inuline. Chez des souris
porteuses de mélanome transplanté, une H,T de 2h et un gavage de 70 mg d’inuline ont
entrainé la méme inhibition de la croissance tumorale. De plus I'immunité infiltrant les tumeurs
présentait une augmentation de LTs v et CD8* produisant de I'IFNy similaire entre les groupes
inuline et HyT. Chez des souris saines, les 2 traitements ont induit une augmentation de la
proportion de LTs yd, CD4* et CD8* produisant de I'IFNy dans le sang. Cette similitude des 2
traitements suggére que I'H, pourrait étre le médiateur immunitaire de I'effet anticancer de

I'inuline.

Si Iinuline apparait comme un prébiotique immunostimulant aux propriétés anticancers
efficaces, toutes les inulines ne se valent pas. En effet, la consommation d’une inuline a chaine
courte exerce un effet pro-tumoral dans un modeéle murin de tumeur induite chimiquement. A
I'inverse, dans ce méme modeéle, une inuline a chaine longue prévient l[égerement I'apparition
de tumeur. Ces résultats montrent que le degré de polymérisation de I'inuline joue un réle
important dans son effet antitumoral. Cette observation suggére que toutes les fibres

alimentaires n’ont pas le méme effet sur I'immunité et sur la cancérogéneése. En particulier, la
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longueur des chaines semble étre déterminante dans la capacité de la fibre a étre fermentée

et a moduler le microbiote intestinal et ses fonctions, et in fine I'immunité de I'héte.

Les données obtenues permettent de proposer un mécanisme d’action de I'inuline, dans lequel
ce prébiotique, en impactant fortement le microbiote intestinal, renforcerait I'immunité
intestinale et systémique. Dans le cas d’un challenge tumoral périphérique, les cellules
immunitaires activées migrent vers la tumeur, ou elles inhibent considérablement la croissance
tumorale. Ces premiers résultats sont extrémement prometteurs car ils suggerent que l'inuline
peut renforcer I'immunosurveillance des cancers d’une facon particulierement efficace, par
I'intermédiaire de la modulation du microbiote intestinal. Sur un plan socio-économique,
I'inuline pourrait donc trouver sa place a la fois dans les stratégies de prévention des cancers,
mais également dans la prise en charge des patients en amont de, ou en association avec, des
immunothérapies chez des patients ne répondant habituellement pas aux traitements. Ce
travail de thése, associé a d’autres études sur les liens entre I'alimentation et le développement
de cancers, représente une preuve de concept préclinique que I'alimentation est un parametre
majeur de régulation de I'immunosurveillance antitumorale. Ces observations soutiennent
I'importance des régimes riches en fibres alimentaires pour la santé de I'h6te, et notamment

pour la prévention des cancers.

240



FIGURES SUPPLEMENTAIRES
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Figure supplémentaire S1 : Sélection des lymphocytes T pour les analyses de cytométrie en flux.
Nuages de points illustrant la stratégie de sélection des LTs y3, CD4" et CD8". La méme stratégie a été
utilisée, indépendamment de l'organe analysé. @ Lymphocytes, en fonction de leur taille et
granulométrie. @ Singulets. Expulsion des cellules doubles (attachées entre elles). @ Cellules
immunitaires vivantes. @ Lymphocytes T. @ Lymphocytes T y5. @ Lymphocytes T conventionnels.
@ Lymphocytes T CD4*. Lymphocytes T CD8&*.
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Figure supplémentaire S2 : Effet antitumoral du régime inuline chez des souris males. Croissance
tumorale chez des souris C57BL/6 méles nourries avec un régime standard ou enrichi en inuline et ayant
recu en injection sous-cutanée 2 x 10° cellules de mélanome murin B16 OVA (n=6 par groupe). Les
courbes représentent les moyennes = SEM. *p < 0,05 en test de two-way ANOVA avec une correction
Geisser Greenhouse.
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Figure supplémentaire S3 : Lymphocytes T infiltrant les tumeurs de souris males. Proportion de
lymphocytes T (A) vy, (B) CD4* et (C) CD8* parmi toutes les cellules infiltrant les tumeurs de souris males
nourries avec un régime standard (n=5) ou enrichi en inuline (n=6). Les histogrammes représentent la
moyenne + SEM. ns = non-significatif, *p < 0,05 avec un test Mann Whitney.
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Figure supplémentaire S4 : LTs yb exprimant plusieurs chafnes Vy dans le célon. Proportions des
différents sous-types de IELs y§ dans le cdlon de souris C57BL/6 nourries durant 2 semaines avec un
régime standard (n=6) ou enrichi en inuline (n=6). Les histogrammes représentent la moyenne + SEM.
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Figure supplémentaire S5 : Analyse des profils métaboliques des IELs CD4* et CD8* du cdlon par
SCENITH™. Des souris C57BL/6 ont été nourries avec un régime standard ou enrichi en inuline (n=6 par
groupe) pendant 15 jours avant 'analyse de leur immunité intestinale par SCENITH™. Le graphique
représente les moyennes de profils métaboliques + SEM. ns = non-significatif avec un test Mann
Whitney.
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PROJETS ANNEXES

L'INULINE PROTEGE CONTRE UNE INFECTION LETHALE A
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Dans ce travail de these, il a été montré que la consommation d’inuline renforce les populations
intestinales et systémiques de LTs v, notamment en augmentant leur capacité a produire des
cytokines pro-inflammatoires. Dans des modeles murins d’infection pulmonaire a la bactérie
Pseudomonas aeruginosa, des études ont montré le réle crucial de I'immunité pulmonaire dans
I'élimination du pathogene, et plus particulierement des LTs y8. Etant donné le réle protecteur
des LTs yd dans les infections a P. aeruginosa, nous avons émis I’hypothese qu’un régime enrichi
en inuline, en entrainant I'activation des LTs yd systémiques, pourrait protéger contre une
infection |éthale a P. aeruginosa. Pour tester cette hypothése, des souris ont été nourries
durant 2 semaines avec un régime standard ou enrichi en inuline, puis infectées avec une dose
|éthale de P. aeruginosa administrée par voie intranasale. Le régime enrichi en inuline a permis
de protéger un tiers de animaux infectés, d’'une maniére dépendante des LTs Y0 produisant de
I"IL-17. Les résultats de cette étude, publiés dans le journal Nutrients (Annexe 2) [254], montre
que I'effet immunostimulant de la consommation d’inuline peut étre bénéfique dans plusieurs

pathologies nécessitant une réponse immunitaire pro-inflammatoire.
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EFFET DE L'INULINE DANS UN MODELE DE COLITE INFLAMMATOIRE

Lors de sa fermentation, 'inuline libére des SCFAs, permettant de renforcer I'intégrité de la
barriere intestinale, et de favoriser une immunité locale anti-inflammatoire. Dans ce contexte,
nous avons testé la capacité thérapeutique de l'inuline dans un modele murin de colite
intestinale inflammatoire. Des souris C57BL/6 ont été nourries durant 2 semaines avec un
régime standard ou enrichi en inuline. A I'issue des 2 semaines, 3% de Dextran Sulfate Sodium
(DSS) ont été ajoutés dans I'eau de boisson de la moitié des animaux, pendant 8 jours. Dans ce
modeéle murin de colite inflammatoire induite chimiquement, I'état clinique des animaux se
mesure principalement par la perte de poids. Le poids des souris a donc été suivi tous les jours
a partir de I'ajout de DSS dans I'eau de boisson, tout en maintenant le régime standard ou
enrichi en inuline. Des qu’un animal perdait 20% de son poids initial, il était euthanasié. Les
variations de poids des animaux a la suite de I'ajout de DSS dans leur eau de boisson sont

présentées sur la figure ci-dessous.

Variation de poids

10
Controle

Inuline
e Controle + DSS 3%

Inuline + DSS 3%

-20

traitement DSS (%)

-30

Arrét du DSS
-40 | T |

0 5 10 15

Changement de poids par rapport au début du

Jours suivant le début du DSS

Variation de poids des souris dans un modéle de colite inflammatoire. Des souris C57BL/6 ont été
nourries durant 2 semaines avec un régime standard (n=12) ou enrichi en inuline (n=12). A I'issue des 2
semaines, 3% de Dextran Sulfate Sodium (DSS) ont été ajoutés dans I'eau de boisson de la moitié des
animaux (n=6 par groupe) pendant 8 jours. Le poids des souris a été mesuré tous les jours, tout en
maintenant le régime standard ou enrichi en inuline. Des qu’un animal perdait 20% de son poids initial,
il était euthanasié. Les courbes représentent les moyennes + SEM.
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Chez les animaux nourris avec un régime standard, le DSS a induit jusqu’a 15% de perte de
poids. A partir de I'arrét du DSS, les animaux reprennent progressivement du poids. Chez les
animaux nourris avec un régime enrichi en inuline, le DSS a entrainé plus 15% de perte de poids.
Malgré I'arrét du DSS, les animaux ont continué a perdre du poids (jusqu’a 20%) et ont d{ étre

euthanasiés.

Le régime enrichi en inuline n’a pas protégé les animaux de la perte de poids induite par la
colite intestinale, mais a aggravé leur état clinique. Ainsi, la consommation d’inuline, et de

fibres alimentaires de maniére plus générale, doit se faire dans un cadre précis et défini.
Nos observations dans différents modeéles pathologiques suggérent que la consommation

d’inuline serait bénéfique dans des situations nécessitant une réponse pro-inflammatoire forte,

et serait a I'inverse délétére dans des pathologies pro-inflammatoires, voire auto-immunes.
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COLLABORATION AVEC L’EQUIPE ADENOVIRUS DE L'INSTITUT DE
BIOLOGIE STRUCTURALE

L’équipe de recherche Adénovirus de I'Institut de biologie Structural UMR5075 a Grenoble a
développé une technologie vaccinale anti-cancéreuse basée sur un vecteur adénoviral. Ce
vaccin utilise la technologie des particules pseudovirales non-infectieuses, inspirée des
adénovirus. Ces particules dodécaédriques, appelées ADDomers (Adenovirus Dodecamer), ont
été créées pour exprimer des épitopes particuliers d’antigénes tumoraux, voire des fragments
complets, qui sont reconnus par les LTs CD4* et CD8*. Dans cette étude, des particules
présentant des fragments d’ovalbumine (OVA) ont été générées. J'ai été chargée de tester ces
vaccins in vivo, dans un modele murin. Pour cela, des cellules de mélanome murin B16 OVA ont
été implantées en sous-cutané a des souris C57BL/6. Aprés I'implantation tumorale, les souris
étaient vaccinées tous les 2 jours avec le vaccin mis au point par I’équipe Adénovirus. Le vaccin
thérapeutique a entrainé une forte inhibition de la croissance tumorale, en augmentant la
proportion de LTs CD8" spécifiques de I'ovalbumine dans les tumeurs. Afin de tester I'effet
préventif de ce traitement, des souris ont été vaccinées 34 jours avant I'implantation tumorale,
ce qui a completement prévenu I'apparition de mélanome. Cette collaboration a donné lieu a
un article publié dans le journal Molecular Therapy Methods and Clinical Development, et
présenté en Annexe 3 [255]. Ces résultats montrent que la technologie ADDomer est

prometteuse dans la génération de vaccins préventifs et thérapeutiques anticancers.
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The gut microbiota is now recognized as a key parameter affecting the host’s
anti-cancer immunosurveillance and ability to respond to immunotherapy.
Therefore, optimal modulation for preventive and therapeutic purposes is very
appealing. Diet is one of the most potent modulators of microbiota, and thus
nutritional intervention could be exploited to improve host anti-cancer
immunity. Here, we show that an inulin-enriched diet, a prebiotic known to
promote immunostimulatory bacteria, triggers an enhanced Thl-polarized CD4*
and CD8" af T cell-mediated anti-tumor response and attenuates tumor growth
in three preclinical tumor-bearing mouse models. We highlighted that the inulin-
mediated anti-tumor effect relies on the activation of both intestinal and tumor-
infiltrating yo T cells that are indispensable for o T cell activation and subsequent
tumor growth control, in a microbiota-dependent manner. Overall, our data
identified these cells as a critical immune subset, mandatory for inulin-mediated
anti-tumor immunity in vivo, further supporting and rationalizing the use of such
prebiotic approaches, as well as the development of immunotherapies targeting
yo T cells in cancer prevention and immunotherapy.

KEYWORDS

yd T cells, immunosurveillance, microbiota, prebiotic, inulin

1 Introduction

According to the World Health Organization (WHO), cancer is the second leading
cause of death globally, and the increasing cancer incidence is a major public health issue
worldwide (1). Despite the development of innovative treatments, such as immunotherapy,
including immune checkpoint blockers (ICB), which have recently revolutionized patient
care, quality of life, and survival, huge efforts are still needed to prevent and treat cancers. It
is worth noting that between 30% and 50% of cancer deaths can be prevented by modifying
or avoiding major risk factors and implementing existing evidence-based prevention
strategies, including eating a healthy diet, primarily fruits and vegetables (2). A healthy
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diet helps prevent the development of cancer in several ways that
may be synergistic. It limits host cell oxidation and metabolism as
well as genetic instability and chronic inflammation. It also affects
gut microbiota composition and functions, and subsequently, host
immune functions (3).

Indeed, the host immune tonus is a key parameter in cancer
prevention through immunosurveillance, which relies on the ability
of different immune cell subsets to patrol, recognize, and eliminate
transformed cells (4). Both innate and adaptive immunity
participate in this process and prevent cancer development by
recognizing stress-induced ligands, dysregulation of tumor cell
metabolism, or peptides derived from tumor antigens. Effector
CD8" T cells are among the most important subsets involved in
cancer surveillance and are key targets in immunotherapy.
Furthermore, Yy T cells are unconventional T cells representing a
unique population displaying multiple functions, including potent
anti-tumor activity (5, 6). Indeed, y& T cells are key players in
cancer immunosurveillance, as they can recognize transformed cells
expressing stress-ligands via innate receptors (e.g. NKG2D) or
metabolic products derived from dysregulated tumors (e.g.
mevalonate pathway). When activated, yo T cells produce pro-
inflammatory cytokines, such as interferon y (IFNy), which in turn
promote anti-cancer CD8" T cell immunity. They can also directly
kill cancer cells via perforin/granzyme mediated cytotoxicity.
Therefore, yo T cell infiltration within the tumor bed is a
favorable prognostic marker in several human cancers (7, 8) and
represents a promising target in cancer immunotherapy (9, 10).

A growing body of evidence has also highlighted that the gut
microbiota may have a positive impact on cancer prevention or
treatment, especially via improved host immunosurveillance of
cancer (11, 12) as well as patients’ ability to respond to
chemotherapy (13) or immunotherapy (11, 14-16). These seminal
studies have identified certain families, genera, or species of bacteria
associated with the gut microbiota that appear to correlate with a
strong host immune status and a subsequent favorable response to
cancer therapy. For instance, Bifidobacterium, Ruminoccoccaceae,
Akkermansia muciniphila, Enterococcus irae, and Allistipes have all
been positively associated with ICB responses. As preclinical proof
of concept, it has been shown that either Fecal Microbiota
Transplantation (FMT) from responding patients or direct
supplementation with immunostimulatory bacteria can restore
the ability to respond to ICB in mice (14, 15). Taken together,
these studies strongly suggest that modulation of the gut microbiota
may represent a major strategy to prevent and/or treat cancers by
optimizing host immunity and subsequent anti-tumor responses.

It is noteworthy, 70% of host immune cells are located within
the gut, close to microbiota-derived signals (17). Among the Intra
Epithelial Lymphocytes (IELs) in the gut, the y§ T cells represent
the largest immune subset. Interestingly, their early development is
largely dependent on gut microbiota after birth (18). Unlike
conventional o TcR™ CD4" or CD8" T cells, which recognize
antigen-derived peptides, these cells recognize metabolic products
derived from bacteria or tumor cells (19, 20).

Diet is probably the most powerful microbiota modulator, in
terms of both its composition and metabolic functions (21). Thus,
modulation of the gut microbiota by nutritional intervention,
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particularly via prebiotics, could be of great interest in optimizing
host immune responses, including cancer immunosurveillance.
Prebiotics are defined as non-digestible food ingredients that
benefit the host by selectively stimulating the growth and activity
of one species or a limited number of bacterial species in the colon
(22). Among the prebiotics, inulin, a Fructo-Oligo Saccharide
derived from chicory roots, is well known to promote some
colonic bacteria, including Bifidobacterium, which has been
associated with optimal host immunity in the context of cancer
immunosurveillance and immunotherapy (11, 23). Recently, the use
of inulin to stimulate immunosurveillance was confirmed by Li
et al., who showed that an inulin diet attenuated tumor growth in a
CD8" T cell-dependent manner in mice (24). To date, the effect of
nutritional intervention on systemic immunity, including the anti-
tumor CD8" T cell response, remains largely unknown.

Since an inulin-enriched diet is known to alter the metabolic
activity of the gut microbiota (25), we hypothesized that intestinal
and systemic yO T cells might subsequently be altered. In the
present study, we examined the role of y& T cells in inulin-
mediated anti-tumor effects and highlighted their pivotal role in
CD8" T cell-mediated immunosurveillance in several
transplantable mouse tumor models.

2 Results

2.1 Inulin-enriched diet leads to potent
tumor growth control and enhanced yo
Tumor Infiltrated Lymphocytes activity

Inulin has been described as a promoter of immunostimulatory
bacteria associated with strong anti-tumor immunity (11, 26).
Therefore, we evaluated whether 15 days of preconditioning in WT
mice by adding inulin to drinking water could promote host anti-
tumor immunity after subcutaneous injection of a syngeneic B16-
OVA melanoma tumor (Figure 1A). Consistent with a previous study
in another tumor model (24), inulin strongly attenuated aggressive
B16-OVA melanoma tumor growth (Figure 1B left panel). Notably,
the inulin-mediated anti-tumor effect was also confirmed in other
tumor models (i.e., MCA205 fibrosarcoma and MC38 colorectal
cancer cell lines, Figure 1B middle and right panel). To better
understand the mechanisms behind these observations, we analyzed
the Tumor Infiltrating Lymphocytes (TILs) when the control diet
group reached maximum ethical tumor size (day 13 post B16-OVA
tumor inoculation, Figure 1A). Flow cytometry analyses revealed that
inulin triggered greater infiltration of immune cells (CD45" cells)
within the tumor bed (Figure 1C) as well as greater tumor infiltration of
dendritic cells (Figure S1). Consistent with the anti-tumor activity
observed (Figure 1B), we found that the inulin-enriched diet triggered a
potent Th1 anti-tumor response, as illustrated by the greater amount of
IFNy-producing CD4" and CD8" TILs (Figures 1D, E). In agreement
with this, immunization with OVA protein adjuvanted with Poly:C (a
Th1 polarizing adjuvant) led to a higher frequency of OVA-specific
CD8" T cells in the lymph nodes of inulin-supplemented mice (Figure
S2). This suggests that inulin potentiated the Th1 polarizing activity of
PolyI:C.
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Inulin-enriched diet inhibits tumor growth and reinforces tumor-infiltrated immunity. (A) Experimental schedule. C57BL/6 mice were fed with a
control or an inulin-enriched diet (7.2% in drinking water) (n=6 mice per group) starting 15 days before subcutaneous (s.c.) inoculation of 2x105 B16
OVA melanoma cells, or 5x105 MC38 OVA colorectal cancer cells, or 2x105 MCA 205 OVA fibrosarcoma cells (n=6 mice per group). (B) Tumor
growth curves of mice treated as described in (A) and implanted with indicated tumors. (C) Frequency of B16 OVA tumor-infiltrated total CD45+ and
effector CD4+, CD8+ or vd TcR+ T Lymphocytes from mice treated as described in (A) when control tumors reached the maximal ethic size.
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mean + SEM. Statistically significant results are indicated by: *p < 0.05, **p < 0.005, ****p < 0.0001 by two-way ANOVA with Geisser Greenhouse’s

correction (B) or by Mann-Whitney tests (C—F).

In addition, we assessed the frequency and activity of yo TILs,
and found that inulin-enriched diet also promoted y& TIL
infiltration (Figure 1C) and IFNy-production in residual tumors
(Figure 1F). Notably, among both MCA205 and MC38 TILs, only
yO T cells infiltration was significantly increased under the inulin
diet (Figure S3). Taken together, these data indicate that inulin
triggered greater tumor infiltration by immune cells, potent Thl-
polarized anti-tumor immunity, and in particular, high IFNy
production by conventional T cells as well as yd TILs, which may
ultimately lead to tumor growth control.

2.2 Inulin-mediated anti-tumor immunity
relies on yo T cell

yO T cells are unconventional T cells recognizing metabolic-
related molecules such as phosphoantigens, and represent an
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interesting target/tool in cancer immunotherapy because they
exhibit potent anti-tumor activity (6). As tumor infiltration and
IFNy production are enhanced by an inulin-enriched diet, we
evaluated whether these cells could play a central role in inulin-
mediated anti-tumor immunity. To assess their contribution, we
used repeated injections of y& TcR-blocking antibody starting the
day before the tumor implantation (Figure 2A). Of note, while
inulin-treated mice well-controlled tumor growth at day 13, after
implantation, administration of yd TcR-blocking antibody
completely abrogated the inulin-mediated anti-tumor effect
(Figure 2B). Interestingly, analysis of TILs revealed that under
systemic yO T cell blockade, the inulin-enriched diet failed to
trigger greater IFNy-production by CD4" and CD8" TILs
(Figures 2C, D). Furthermore, under yd TcR blockade and despite
the inulin diet, the frequency of IFNy-producing yd TILs was
similar to that of the control group, suggesting that yd TcR
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Inulin-triggered anti-tumor effect depends on 3 T lymphocytes. (A) Experimental schedule. C57BL/6 mice were fed with a control diet or inulin-enriched
diet (7.2% in drinking water) (n=12 mice per group) starting 15 days before s.c. inoculation of 2x10° B16 OVA melanoma cells. Anti-y3 TcR antibodies were
injected intraperitoneally (i.p.) to 6 mice per group every two days starting the day before tumor inoculation. (B) Tumor growth curves of mice treated as
described in (A). (C—E) Frequency of B16 OVA tumor-infiltrated IFNy-producing cells gated on CD45+ CD3+ 78 TcR- CD4+, defined as CD4™ T cells

(C), CD45+ CD3+ 0 TcR- CD4-, defined as CD8" T cells (D) or CD45+ CD3+ 5 TcR+, defined as vd T cells (E) from mice treated as described in (A) when
control tumors reached the maximal ethic size. (F) Correlation between IFNy-producing Y8 T cell infiltration in tumors and the tumor growth in mice fed on
a control or inulin-enriched diet (n=6 mice per group), bearing the indicated tumor. (A-E) Graphs show the mean + SEM, and (F) IFNy-producing y3 T cell
infiltration in the tumor depending to the tumor growth. ns = not-significant, ****p < 0.0001 by two-way ANOVA with Geisser greenhouse’s correction

(B), by Mann-Whitney tests (C—E), or Spearman test (F)

signaling is required in inulin-mediated immunoactivation
(Figure 2E). Taken together, these data indicate that y T cells,
and most likely their TcR engagement, are mandatory for inulin-
mediated anti-tumor effects. In addition, we observed a significant
correlation between the level of tumor infiltration of IFNy-
producing y& T cells and tumor growth in all three tumor models
(Figure 2F), confirming their pivotal role in inulin-mediated anti-
tumor effects.

2.3 Inulin-enriched diet leads to gut-
associated yo T cell activation and
gut inflammation

It is well known that the gut microbiota affects local (gut) and
systemic immune tone (27). Since y& T cells represent the most
abundant immune cell population within the gut epithelium (28),
we evaluated the impact of the inulin diet on IFNy-production by
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gut-associated immune cells as well as on the level of gut epithelium
inflammation. For this purpose, we collected intestines from mice
following a 15-day inulin diet (Figure 3A). The fractions of Intra
Epithelial Lymphocytes (IELs) and Lamina Propria Cells (LPCs)
were analyzed using flow cytometry. Under inulin, while the
frequency of IFNy-producing CD4" and CD8" T cells was
comparable to that of the control group in IELs and LPCs
(Figures 3B, C; Figure S4A, respectively), yd T cell IELs showed a
higher proportion of IFNy-producing cells (Figure 3D).

To further characterize inulin-mediated intestinal
inflammation, we sorted the epithelial (CD45-) fraction from
LPCs (CD45") to perform RT-qPCR on genes involved in
inflammation, tissue repair, and tight junctions (Figures 3E-G;
Figure S5; Table S2). Of the 19 analyzed genes, three
inflammation-related genes were significantly upregulated under
the inulin regime in epithelial cells, namely Tumor Necrosis Factor
(TNF)-0, Cyclo-Oxygenase (Cox)-2 and Matrix Metalloprotease
(MMP)-9 (Figure 3F). In the CD45" compartment (LPCs), inulin
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IFNy-producing IntraEpithelial Lymphocytes (IELs) gated on CD45+ CD3+ y3 TcR- CD4+, defined as CD4* T cells (B), CD45+ CD3+ yd TcR- CD4-,
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(F, G) gRT-PCR analysis of inflammation, tissue repair and tight junction -related genes in (F) CD45™ and (G) CD45" colon cells sorted as described
in (E). (B—D) Graphs show the mean + SEM. ns = not-significant, *p < 0.05 by Mann-Whitney tests (B—D). (F, G) Graphs show the expression levels

of significantly increased genes (p < 0.05 by Mann Whitney test).

triggered significant overexpression of Macrophage Inflammatory
Protein (MIP)-2, Interleukin (IL)-22 and the transcriptional factor
Forkhead Box P (FoxP)-3 (Figure 3G). Similarly, we observed a
trend toward higher IL-10 production, although not significant, by
LPC-associated T cells (Figure S4B). Altogether, these results
indicate that inulin diet triggered both targeted yd T cell
activation in IELs and inflammation in gut epithelial cells, in
parallel with tissue repair signaling and tolerance induction in the
lamina propria.

2.4 Inulin-enriched diet alters the gut
microbiota and promotes
Bifidobacterium growth

To establish a link between the observed intestinal immune
activation (Figure 3) and the inulin-enriched diet, we characterized
the composition of fecal bacterial microbiota after inulin
administration using 16S rDNA sequencing. Metagenomic
analysis indicated that five phyla composed the microbiota of
these mice: Firmicutes (58% of the sequences), Bacteroidota (37%
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of the sequences), Desulfobacterota (1.3% of the sequences),
Proteobacteria (1.2% of the sequences), and Actinobacteriota
(2.4% of the sequences). A 15-day inulin diet profoundly altered
the gut microbiota composition, as revealed by the relative
abundance of these bacterial phyla observed in inulin-treated
mice compared to control mice (Figure 4A), with a visible
increase in bacteria of the Actinobacteriota phylum, and more
precisely to the genus Bifidobacterium. This diet altered the alpha
diversity; the total number of species was not significantly different
(387 + 53 Operational Taxonomic Units (OTUs) for the control
group and 378 + 43 for the inulin group), but the distribution of
sequences within the OTUs was significantly different (Shannon
index, p = 0.00582). A Bray-Curtis B-diversity analysis illustrated by
Principal Component Analysis (PCoA) representation confirmed a
significant clustering of the overall bacterial microbiota with a p-
value < 0.001 (Figure 4B). To identify whether particular bacteria
were potentially involved in anti-tumor immunity, we performed
differential abundance correlation using a linear discriminant
analysis (LDA) effect size algorithm (LEfSe; see Material and
Methods). The LDA scores plotted in a phylogenic cladogram
showed significant differences across several taxonomic ranks
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enriched diet (7.2% in drinking water) (n=11 mice) for 15 days were collected and analysed by 16S rDNA sequencing. (A) Relative abundance of
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(D) relative abundance of Bifidobacterium genus. The graph shows the mean + SEM. ****p < 0.00001 by by Mann-Whitney test.

(Figure 4C). One of the strongest signals, LDA score>4, was the
increase in Bifidobacterium animalis subsp. animalis, a member of
the Actinobacteriota phylum, in inulin treated mice (4.67%),
compared with control mice (0.03%) (Figure 4D; Table S1).
Importantly, consistent with our results, Bifidobacterium has been
shown to exhibit immunostimulatory properties in the context of
cancer immunosurveillance and immunotherapy (11, 23).
Therefore, Bifidobacterium may be involved in the stimulation of
inulin-mediated anti-tumor immunity. The second most significant
signal concerned the family Clostridiaceae, and in particular, the
genus Clostridium sensu stricto 1. Our sequences were close to those
of Clostridium saudiense, Clostridium disporicum, and Clostridium
celatum (these species have nearly identical 16S rDNA sequences).
This OTU statistically decreased in the mice microbiota due to
treatment, from 6% in the control group to 0,09% in the inulin
group (data not shown).

2.5 Inulin-mediated increased anti-tumor
immunity relies on gut microbiota

Inulin, a polysaccharide molecule, has been shown to possess
adjuvant properties in vivo (29, 30). Such direct immune activation
may be responsible for the anti-tumor immunity observed under
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the inulin regime. To address this issue, we administered a broad-
spectrum antibiotic cocktail to the mice 2 days before the inulin diet
to significantly reduce the number of bacteria in their gut, as
previously described (13) (Figure 5A). After tumor implantation,
we observed that concomitant antibiotic treatment completely
abolished the ability of inulin to attenuate tumor growth
(Figure 5B). Furthermore, inulin failed to trigger a higher
frequency of IFNy-producing yd TILs and subsequent CD4" and
CD8" TILs (Figures 5C-E). Altogether, these findings indicate that
inulin-mediated anti-tumor activity cannot be attributed to a direct
adjuvant effect; rather, it relies on host immune activation mediated
by the gut microbiota.

Because Y8 T cells are obligatory for inulin-mediated anti-
tumor immunity (Figure 2), and that y§ T IELs are the only T
cell subset activated by inulin diet in the gut (Figure 3), we
hypothesized that y& TILs could have an intestinal origin. To
address this question, we analyzed the expression of the gut-
homing chemokine receptor CCR9 in circulating 8 T and yd
TILs. Whereas the number of CCR9-expressing y& T decreased in
the blood (Figure 5F), their frequency tended to increase in the
tumor bed, despite a possible loss of expression in this environment
(Figure 5G). Notably, under a concomitant inulin diet and
antibiotic treatment, y§ TILs expressed similar levels of CCR9
compared with the control group (Figure 5H). Taken together,
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these data suggest that inulin-induced activated 5yd TILs may be of
intestinal origin.

2.6 Inulin-enriched regimen is as efficient
as oPD-1 Immunotherapy

A large body of evidence suggests that certain
immunostimulatory bacteria, including Bifidobacterium, may
facilitate the efficacy of immune checkpoint inhibitors, including
those targeting the anti-PD1/PD-L1 axis (11, 14-16). Because the
inulin diet altered the gut microbiota (Figure 5) and favored
Bifidobacterium (Figure 4), we evaluated whether this diet could
be synergistic with anti-PD1 treatment (Figure 6A). Tumor growth
monitoring indicated that inulin alone allowed tumor growth
control to the same extent as anti-PD-1 alone or in combination
(Figure 6B). The individual mouse curves clearly showed that inulin
alone triggered the strongest anti-tumor effect compared with anti-
PD1 alone or in combination (Figure 6C). TILs analysis revealed
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that inulin led to a greater IFNy production by yd T cells
(Figure 6D) and CD4" cells (Figure 6E), compared with anti-PD1
alone. The combination did not potentiate this effect despite similar
PD-1 expression among the TILs (Figure S6). Anti-PDI1
immunotherapy reinvigorates CD8" TILs and increases their
ability to produce IFNy (31). In agreement with this, anti-PD1
treatment led to a higher proportion of IFNy-producing CD8" TILs
within the tumor bed (Figure 6F). Interestingly, inulin alone
triggered the activation of CD8" TILs, at least to a similar extent.

3 Discussion

Gut microbiota is emerging as a powerful host immune
modulator that can be exploited for both cancer prevention and
treatment. Consequently, there is an urgent need to understand the
cellular and molecular mechanisms that govern this modulation to
rapidly translate these findings into innovative preventive or
therapeutic strategies.
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Prebiotics contribute to the modification of the composition
and functions of the microbiota, and subsequently, to the
modification of host immunity. The importance of a prebiotic-
enriched diet was recently highlighted in humans by Spencer et al.,
who reported that a fiber-enriched diet positively influenced the
response to immunotherapy in melanoma patients (32).

Inulin is a widely consumed prebiotic, either in the diet or as a
supplement. Recently, inulin was reported to attenuate transplantable
melanoma tumor growth (24) in a CD8" T cell-dependent manner. In
the current study, we reported that inulin-enriched diet triggers not
only potent o3 T cell anti-tumor immunity, but also the accumulation
and activation of intratumoral y& T cell in a microbiota-dependent
manner. We emphasized that these cells are indispensable for the
increase of IFNy-producing CD4" and CD8" TILs and subsequent
tumor growth control. We also reported that an inulin-enriched diet
remarkably alters the composition of the microbiota and, as expected,
significantly promotes the selective growth of Bifidobacterium species,
which are known to be immunostimulatory. Consistent with this, such
a diet promotes the activation of yo T IELs in the gut and we found that
the frequency of CCR9" tumor-infiltrating cells tends to increase,
suggesting a possible intestinal origin of y& TILs. Interestingly,
CCR9-expressing T cells have been shown to contribute to anti-
tumor immunity, and their recruitment into the tumor-bed (by
CCL25 intratumoral delivery) (33) improves immunotherapy
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efficacy. It is now required to study the y& T cell subsets that are
recruited within the tumor bed, in order to fully understand
their origin.

Regarding a possible synergy with immunotherapy, we found
that a prophylactic inulin diet was as effective as anti-PD-1
immunotherapy in our setting and that PD-1 expression was
equivalent between groups. Because PD-1 expression identifies
exhausted T cells only when combined with other inhibitory
receptors such as Tim-3, LAG-3, or TIGIT (34), it is possible that
PD-1" TILs under inulin were not in an exhausted state, in contrast
to TILs in the control group. Furthermore, in our experiment, we
only harvested the tumors 13 days after inoculation to characterize
the functionality of the TILs, so it is possible that the combination of
inulin and anti-PD-1 treatment would prevent later tumor escape
compared to anti-PD-1 alone in the B16 melanoma model. To fully
address this question, further phenotyping of TILs and prolonged
monitoring of tumor growth are required.

To date, how intestinal and/or systemic y& T cells are activated
by an inulin-enriched diet remains unclear. Since polysaccharides,
as inulin, can activate immune cells in a Toll-like Receptor (TLR)-4-
dependent manner (29, 30) we first hypothesized that our
observations could rely on such recognition. Indeed, TLR agonists
are part of strategies used for harnessing y& T cells in cancer
immunotherapy (35). Of note, while both human yé and CD8+ T
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cells do express TLR-4 and have been shown to respond to LPS
stimulation (36), only y& T cells actually express TLR-4 in mice
(37), where TLR-4 signaling participates to their development (38).
Thus, to evaluate if inulin was able to directly trigger y& T cells
activation and subsequent tumor growth control, we used a large
spectral antibiotics cocktail for altering profoundly the microbiota
composition, concomitantly to inulin enrichment. Antibiotics
totally abrogated inulin-mediated anti-tumor effect,
demonstrating that inulin fails to directly activate yd T cells via
TLR-4, rather, its effect is microbiota-mediated. In addition, in this
study, we did not used yd TcR deficient mice, rather, we choose to
use an antibody-mediated y& TcR blockade as first line strategy.
This appears more “physiological” than KO mice that can develop
some compensatory immune mechanisms. Importantly, we
observed that yd TcR blockade abrogated inulin-mediated
enhanced immunosurveillance. Beyond demonstrating that y& T
cells are obligate mediators, these data highlighted that their
activation was TcR-dependent and thus that microbiota-derived
yO T cell activation signals could be metabolite-mediated.
Altogether, these data allow us to propose a scenario in which
intestinal yO T cells could be activated in a TcR-dependent manner,
most likely by metabolites derived from inulin-mediated
remodeling of the microbiota and then recirculated to the tumor
to promote CD8" T cell anti-tumor activity. If such scenario is
validated in mice, a direct translation to humans could appear
difficult due to the differences among mouse and human yd T cell
subsets. However, in humans, blood-circulating y8 T cells
(Vy9Vd2) represent a unique subset able to sense metabolic
products. We anticipate that they may represent the human target
of inulin-mediated immunomodulation.

In this study, we report three transplantable tumor models in
which inulin triggered anti-tumor immune responses. As a result, the
growth of melanoma, colorectal and fibrosarcoma tumors were
attenuated and accompanied by an increased in y& T cell infiltration.
To fully investigate the impact of nutritional intervention on cancer
immunosurveillance mediated by y6 T cells, the use of more
physiological models, such as genetically engineered mouse models
or chemically induced cutaneous tumor models (4), may be useful as
they allow for the establishment of proper immunoediting, unlike
transplantable tumors. Our study reveals the pivotal role of y& T cell in
inulin-mediated anti-tumor activity; however, their features could be
further investigated. Indeed, it would be of great interest to study their
activation phenotype, as well as yO T cell subset(s) recruited within the
tumor bed under inulin diet. Moreover, to better characterize their
anti-tumor activity, one can determine if they directly participate in
tumor cell lysis (cytotoxic function) and/or provide a help to effector
CD8+ T cells either as IFNy-producing cells and/or as APC-like cells.

Despite these limitations, our data provide a proof of concept
that intestinal and systemic y8 T cell functions can be modulated by
nutritional intervention. In particular, we identified these cells as a
critical immune subset that is mandatory for inulin-mediated anti-
tumor immunity and subsequent control of tumor growth in vivo.
These results further support and rationalize the use of such
prebiotic approaches as well as the development of
immunotherapies targeting y8 T cells in cancer prevention and
immunotherapy. Notably, determining which bacteria-derived
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metabolite(s) is responsible for this activation would be of great
interest in developing future postbiotic immunotherapeutic
approaches and rapidly translating these findings for cancer
prevention and treatment in humans.

4 Material and methods

4.1 Animals

Female C57Bl/6 mice (5 to 6 weeks aged) were provided by
Janvier SA Laboratory (Le Genest-Saint-Isle, France) and housed at
“Plateforme de Haute Technologie Animale (PHTA)” UGA core
facility (Grenoble, France), EU0197, Agreement C38-51610006,
under specific pathogen-free conditions, temperature-controlled
environment with a 12-h light/dark cycle and ad libitum access to
water and diet. Animal housing and procedures were conducted in
accordance with the recommendations from the Direction des
Services Véterinaires, Ministry of Agriculture of France, according
to European Communities Council Directive 2010/63/EU and
according to recommendations for health monitoring from the
Federation of European Laboratory Animal Science Associations.
Protocols involving animals were reviewed by the local ethic
committee “Comite d’Ethique pour I'Expérimentation Animale
no.#12, Cometh-Grenoble” and approved by the Ministry of
Research (APAFIS#12905-2018010411002729-v5). Mice were
distributed in groups according to their diet. For inulin treatment,
mice received standard diet and drinking water supplemented with
7.2% inulin starting 15 days before tumor inoculation. Drinking
bottles supplemented with inulin were renewed 3 times a week.

4.2 Cell lines

Ovalbuminexpressing B16 melanoma (B16-OVA), MCA 205
fibrosarcoma cell lines (MCA 205 OVA), and MC38 colorectal
cancer cell line (MC38 OVA) were kindly provided by Pr. L.
Zitvogel, Gustave Roussy (B16-OVA, MCA205-OVA) and C.
Fournier, Inserm U1209 (MC38-OVA). B16-OVA and MC38-
OVA cell lines were cultured in 10% Fetal Bovine Serum (FBS)
(Gibco) Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Gibco)
complete medium (supplemented with 1% non-essential amino
acids, 1 mM sodium pyruvate, 50 U/mL penicillin, and 50 pg/mL
streptomycin (all from Gibco)). MCA 205 OVA cell line was
cultured in 10% FBS Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
complete medium (Gibco). For plasmid selection, G418 (500ug/
ml, Sigma) and hygromycin B (50pg/ml, Sigma) antibiotics were
added to B16-OVA/MC38-OVA and MCA 205-OVA cultures,
respectively. All cell lines were tested as mycoplasma-free.

4.3 Tumor implantation
Mice received subcutaneous implantation of either2 x 10° B16-

OVA cells, 2 x 10° MCA 205-OVA cells, or 5 x 10° MC38-OVA
cells in 100 pL PBS in the right flank. Once palpable, tumors were
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measured using a caliper, and tumor volume was determined using
the following formula: Ve, = 0.5 x (width x lenght?).

4.4 In vivo injection of anti-yd TCR and
anti-PD-1 antibodies

Mice received 100 pg of the monoclonal antibody anti-yd TcR
(clone UC7-13D5, Bio X Cell) or anti-PD-1 (clone RMP1-14, Bio X
Cell) intraperitoneally, in PBS. Anti-yd TcR antibodies were
injected the day before tumor implantation and then every 2 days
until the end of the experiment. Anti-PD-1 immunotherapy was
administered on days 4, 7, and 10 after tumor implantation.

4.5 In vivo bacterial microbiota depletion

Mouse gut microbiota was depleted using a cocktail of antibiotics
diluted in drinking water: Vancomycin 0.25 g/L (Mylan), Colimycin 12
x 10° U/L (Medac), Ampicillin 1 g/L (Sigma) and Streptomycin 5 g/L
(Sigma), as previously described (13).

4.6 Tumor digestion

Tumors were collected in complete RPMI medium, lacerated
with scalpels, and digested with Liberase ~ 2.5 mg/mL (Roche).
Finally, tumors were crushed through a 70 um cell strainer, washed,
and resuspended in 10% FBS complete RPMI.

4.7 Colonic IELs and LPCs isolation and
CD45* cell sorting

Colons were collected in Hank’s Balanced Salt Solution without
Ca®" and Mg*" (HBSS) (Gibco), then digested twice with 5 mM
HEPES, 5 mM EDTA, 1 mM DTT, and 5% FBS, for IELs isolation.
remaining colon pieces were then lacerated with scalpels and digested
with collagenase VIII 0.5 mg/mL, DNAse I 10 U/mL (Sigma), and 5%
FBS in complete RPMI for LPCs isolation. Finally, digested colon
pieces were crushed through a 70 um cell strainer, and cells were
resuspended in 10% FBS complete RPMI. CD45" and CD45" cells from
the LPCs cell fraction were sorted using MACS (Miltenyi Biotec) with
CD45 microbeads, according to the manufacturer’s protocol.

4.8 Lymph node digestion
Lymph nodes were collected in complete RPMI and then

crushed through a 70 pm cell strainer. Cells were later suspended
in 10% FBS complete RPMI.

4.9 Blood sample preparation

Blood was collected via retro-orbital sampling in K2E tubes (BD
Medical). After centrifugation, blood pellets were resuspended in 1
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mL Red Blood Cell Lysis buffer 1X (Sigma) and washed with 10%
FBS complete RPMI.

4.10 Flow cytometry

To allow intracellular labelling of cytokines, cell suspensions were
stimulated 4 h at 37°C with 50 ng/mL phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA) (Sigma), 1 pg/mL jionomycin (Sigma), and Golgi StopTM (BD
Biosciences). For extracellular labelling, cells were incubated with 200
ng of each antibody. Antibodies targeting extracellular proteins were
CD45 (30-F11),PD-1 (RMP1-30) (BD Biosciences), CD3 (17A2), CD4
(GKL1.5), CD44 (IM7), CCR9 (9B1), CD11c (N418), CD8a (53-6.7),
PD-12 (24F.10C12), PD-L1 (10F.9G2), MHC-class TI (M5/114.5.2),
CD80 (16-10A1), CD40 (3/23) (Biolegend), y8-TcR (eBioGL3 (GL-3,
GL3), and OVA-dextramer (H-2 Kb) (Immudex) (Table S2).

To allow intracellular labelling, cells were first permeabilized using
a FoxP3 staining buffer kit (eBioscience). Antibodies targeting
intracellular cytokines were IFNy (XMG1.2) (Biolegend), IL-10
(JES5-16E3) (Thermo Fisher Scientific), and IL-17A (TC11-18H10)
(BD Biosciences) (Table S2). After intracellular labelling, cells were
fixed and stored using FACS Lysing Solution 1X (BD Biosciences). All
data were collected using a BD Biosciences FACSCanto IT or Lyric and
analyzed using FlowJo software.

4.11 Bacterial DNA extraction and 16S
sequencing from mouse feces

Fecal samples were collected and stored at -80°C. DNA was
extracted from feces following optimized JJ Godon protocole (39).
After nucleic acid precipitation with isopropanol, DNA suspensions
were incubated overnight at 4°C and centrifuged at 20,000 x g for
30 min. The supernatants were transferred to a new tube containing
2 uL of RNase (RNase A, 10 mg/ml; EN0531; Fermentas, Villebon
sur Yvette, France) and incubated at 37°C for 30 min. Nucleic acids
were precipitated by the addition of 1 ml of absolute ethanol and 50
ul of 3 M sodium acetate and centrifuged at 20,000 x g for 10 min.
The DNA pellets were washed with 70% ethanol 3 times, dried, and
resuspended in 100 pl of Tris-EDTA (TE) buffer (10 mM Tris-HCI,
1 mM EDTA, adjusted pH 8). The DNA suspensions were stored at
-20°C for 16S rDNA sequence analysis.

4.12 16S sequencing data processing

Bacterial diversity was determined for each sample by targeting a
portion of the ribosomal genes. PCR was performed to prepare
amplicons using V3-V4 oligonucleotides (PCR1F_460: 5° CTTT
CCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGGRAGGCAGCAG 3,
PCRIR_460: 5> GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
TACCAGGGTATCTAATCCT 3’), with 30 amplification cycles at
an annealing temperature of 65°C. Amplicon quality was verified by gel
electrophoresis, and PCR products were sent to the @BRIDGe
platform for sequencing on an Illumina MiSeq platform (Illumina,
San Diego, CA, USA).
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The 16S sequences were demultiplexed and quality-filtered
using the QIIME version 2.1.0 software package (40). Sequences
were analyzed and normalized using the pipeline FROGS (Find
Rapidly OTU with Galaxy Solution) (41, 42). PCR primers were
removed and sequences with sequencing errors in the primers were
excluded. The reads were clustered into Operational Taxonomic
Units (OTUs) using the Swarm clustering method. Chimerae were
removed, and 580 OTUs were assigned at different taxonomic levels
(from phylum to species) using the RDP classifier and NCBI Blast+
on the Silva_138.1_16S database. When needed, the phylogeny was
checked using the Phylogeny browser (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi).

35538 reads were randomly selected from each sample to
normalize the data. Raw reads were deposited into the SRA database
(ID: PRJNA888063). The R packages “Biom” and “Phyloseq” were
used for data analysis and plotting (43). Rarefaction analysis was
performed to compare the relative abundance of OTUs across samples.
Alpha diversity was measured using Observed, Chaol, Shannon,
Simpson, and Inverse Simpson indexes. Beta diversity was measured
using the Bray-Curtis distance matrix and used to construct principal
coordinate analysis (PCoA) plots. The linear discriminant analysis
(LDA) effect size (LEfSe) algorithm was used to identify taxa specific to
diet and/or treatment (41, 42).

4.13 Real-time quantitative
reverse transcription

Total RNA was extracted from IELs and LPCs using the RNEASY-
QIAGEN kit, according to the manufacturer’s protocol. The purity and
concentration of the extracted RNA were determined by reading the
absorbance at 260 and 280 nm using a NanoDrop spectrophotometer
(Thermo Fisher). The extracted RNA was then retrotranscribpted
using the Superscript II kit (Invitrogen). qRT-PCR analysis was
performed using SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) and
the StepOneTM RealTime PCR system (Thermo Fischer). PCR
conditions were: 2 min at 95°C, then 40 cycles of 15 s at 95°C and
1 min at 60°C. The sequence-specific primers used are shown in Table
S3 (GAPDH and [32M primers were from Eurofins Scientific; other
primers were from Merck). The expression levels were normalized to
GAPDH and B2M endogenous gene levels, and each value was then
compared to a reference sample named the calibrator. Finally, relative
quantification (RQ) values were calculated.
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Abstract: Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) causes harmful lung infections, especially in immuno-
compromised patients. The immune system and Interleukin (IL)-17-producing y5 T cells (y5 T)
are critical in controlling these infections in mice. The gut microbiota modulates host immunity
in both cancer and infection contexts. Nutritional intervention is a powerful means of modulating
both microbiota composition and functions, and subsequently the host’s immune status. We have
recently shown that inulin prebiotic supplementation triggers systemic y5 T activation in a cancer
context. We hypothesized that prophylactic supplementation with inulin might protect mice from
lethal P. geruginosa acute lung infection in a y5 T-dependent manner. C57Bl/6 mice were supplemented
with inulin for 15 days before the lethal P. aeruginosa lung infection, administered intranasally. We
demonstrate that prophylactic inulin supplementation triggers a higher proportion of y5 T in the
blood, accompanied by a higher infiltration of IL-17-producing yd T within the lungs, and protects
33% of infected mice from death. This observation relies on y$ T, as in vivo v TcR blocking using a
monoclonal antibody completely abrogates inulin-mediated protection. Overall, our data indicate that
inulin supplementation triggers systemic yd T activation, and could help resolve lung P. aeruginosa
infections. Moreover, our data suggest that nutritional intervention might be a powerful way to
prevent/reduce infection-related mortality, by reinforcing the microbiota-dependent immune system.

Keywords: prebiotic; inulin; yb T cells; Pseudomonas aeruginosa; immunity; gut-lung axis

1. Introduction

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) is a common gram-negative environmental
bacterium. This opportunistic bacterium causes nosocomial infections and is highly virulent
in immunodeficient patients. Indeed, pulmonary infection with P. aeruginosa is one of the
leading causes of death in ventilator-associated pneumonia (VAP), cystic fibrosis, and
chronic obstructive pulmonary disease (COPD) patients [1-3]. Due to its adaptability,
P. aeruginosa strains have become increasingly more resistant to antibiotics [4,5]. As a result,
in 2017, the World Health Organization classified P. aeruginosa as an antibiotic-resistant
“critical priority pathogen” among the bacteria species causing the greatest menace to the
global population [6].

In an acute P. aeruginosa infection mouse model, several studies support the idea that
the immune system, especially pulmonary v& T lymphocytes, plays a key role in fighting
such infection [7-9]. yd T cells are unconventional innate T cells, primarily activated during
P. aeruginosa infection [10]. This early activation makes them the first pulmonary producers
of interleukin 17 (IL-17), and highly protective cells, during P. aeruginosa infection. In
addition, lung y$ T cell infiltration is a good prognostic marker in the lethal P. aeruginosa
acute infection mouse model and might, therefore, be an attractive therapeutic target [7-10].

Nutrients 2023, 15, 3037. https:/ /doi.org/10.3390/nu15133037
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Indeed, an active immune system is crucial for eliminating this opportunistic pathogen that
has many virulence factors and easily acquires many antibiotic resistance determinants [5].
In immunodeficient patients, therapies and interventions reinforcing host immunity are
therefore urgently required.

The modulation of the immune system can be achieved in several ways, including
the use of recombinant cytokines or monoclonal antibodies. Monoclonal antibodies can
either act as agonists, activating receptors, or antagonists, inhibiting receptors or cytokines.
These therapeutic strategies are currently being investigated in bacterial lung infections
caused by Mycobacterium tuberculosis or P. aeruginosa, for example [11-13]. While vaccine
approaches for P. aeruginosa infections have been ineffective so far, some immunotherapies,
particularly monoclonal antibodies, are currently under investigation [14]. For over a
decade, the gut microbiota has been shown to play a fundamental role in the induction,
education, and function of the mammalian immune system [15]. The gut microbiota is
composed of bacteria, fungi, archaea, and viruses that are in constant interaction with their
host. Among these, bacteria have been the most extensively studied and have been shown
to interact with host gut immunity [16,17]. Immune system modulation is balanced be-
tween pro- and anti-inflammatory signals produced by bacteria [17]. These signals include
microorganisms-associated molecular patterns (MAMPs) and metabolites. Some metabo-
lites derived from the gut microbiota can act as potent immune modulators [18]. These
metabolites not only act on local (gut) immunity but also have an impact on distal, systemic
immunity [15]. For instance, gut microbiota-derived aryl hydrocarbon receptor (AhR)
ligands can influence the function of dendritic epidermal T cells, a type of T cell residing in
the skin epidermis [19]. Additionally, short-chain fatty acids (SCFAs), which are metabolites
produced through fiber fermentation by commensal bacteria, can directly modulate the
function of various immune cells [20]. SCFAs can also enhance host hematopoiesis, pro-
moting the generation of macrophage and dendritic cell (DC) precursors in the blood [21].
Consequently, they facilitate the migration of DCs with high phagocytic capacity to the
lung [21]. These findings illustrate the gut-lung axis, where the gut microbiota and its
derived metabolites potently regulate lung immunity under homeostatic conditions [22].
Since some studies have implicated the gut microbiome in certain bacterial pulmonary
infection-associated diseases, targeting it could represent a promising therapeutic approach,
particularly through nutritional interventions [23]. For example, COPD patients have an
altered gut microbiome that correlates with disease features [24]. In the nontuberculous
mycobacterial pulmonary disease (NTM-PDs) mouse model, modulation of the gut mi-
crobiome through L-arginine administration has shown a protective effect, even against
multi-drug resistant Mycobacterium abscessus [25].

Based on these studies, the development of optimal strategies for modulating the com-
position and function of the gut microbiota for therapeutic purposes is highly appealing.
As diet is one of the most potent modulators of the microbiota, nutritional intervention
could significantly improve host anti-bacterial immunity [26]. A promising nutritional
intervention approach involves diet supplementation with dietary fibers that exhibit pre-
biotic activity. Prebiotics are indigestible compounds found in vegetables, fermented by
commensal bacteria of the gut microbiota [27]. A diet rich in prebiotics promotes the growth
and metabolic activity of beneficial bacteria in the colon, thus favorizing gut-associated
benefits [28,29]. Among prebiotics, inulin is a fructooligosaccharide (FOS) primarily found
in chicory roots, composed of a fructosyl chain ending with a glucosyl moiety. Dietary
supplementation with inulin has shown beneficial effect in several pathologies. In Type
2 diabetes patients, inulin consumption helps to regulate the glycemia [30]. In addition,
dietary supplementation with inulin showed anti-tumor effect in several tumor-bearing
mouse models [31]. Inulin is known to enhance the colonization of the gut by profitable
bacteria, including Bifidobacterium, which has been described as an immuno-stimulatory
species [32,33]. However, its biological mode of action still remains unknown.

We previously demonstrated that a 15-day diet supplementation with inulin efficiently
modulates the gut microbiota and promotes the growth of Bifidobacterium in mice [34].
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This modulation of the microbiota led to the activation of colonic yb T intraepithelial
lymphocytes (IELs), notably enhancing their capacity to produce pro-inflammatory cy-
tokines. Local y5 T cell activation was accompanied by systemic v6 T cell activation, as
evidenced by enhanced cancer immunosurveillance. In contrast to mice on a control diet,
mice supplemented with inulin exhibited a significant reduction in the size of subcuta-
neously transplanted melanoma tumors. This effect was dependent on the microbiota and
vd T cells, as simultaneous treatment with broad-spectrum antibiotics or administration
of an anti-yd TcR blocking antibody completely abolished the efficacy of inulin-mediated
protection. Collectively, our findings demonstrate that this prebiotic strategy holds great
potential for activating systemic host immunity, particularly v T cells, in a cancer con-
text [34]. Considering the protective role of yb T cells in P. aeruginosa infections [7-9], we
hypothesized that prophylactic nutritional intervention with inulin supplementation could
trigger a protective systemic activation of y5 T cell, potentially safeguarding against lethal
P. aeruginosa infection. To evaluate this scenario, we conducted the present study.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

Female C57Bl/6 mice (aged 5 weeks) were provided by Janvier SA Laboratory (Le
Genest-Saint-Isle, France) and housed at “Plateforme de Haute Technologie Animale
(PHTA)” UGA core facility (Grenoble, France), EU0197, Agreement C38-51610006, un-
der specific pathogen-free conditions, in a temperature-controlled environment with a 12 h
light/dark cycle and ad libitum access to water and diet. Animal housing and procedures
were conducted in accordance with the recommendations from the Direction des Ser-
vices Vétérinaires, Ministry of Agriculture of France, according to European Communities
Council Directive 2010/63/EU, and according to recommendations for health monitoring
from the Federation of European Laboratory Animal Science Associations. Protocols in-
volving animals were reviewed by the local ethics committee, “Comité d’Ethique pour
I’Expérimentation Animale no.#12, Cometh-Grenoble”, and approved by the Ministry of
Research (APAFIS#21249-2019062715154462.v4, on 19 July 2019). Only female mice were
used in this project, to avoid housing issues after group randomization. After a 1-week
adaptation, the mice were randomly assigned to 2 groups, according to their diet.

(1) Healthy control group (Control), n = 16

n =10: P. aeruginosa infected (n = 6 were used for survival assessment, and #n = 4 were
used for lung and blood-immunity analysis).
n = 6: Non-infected mice, used for lung and blood-immunity analysis.

(2) Inulin-supplemented group (Inulin) n = 24

n =12: P. aeruginosa infected (n = 6 were used for survival assessment, and n = 6 were
used for lung and blood-immunity analysis).

n = 6: P. aeruginosa infected + anti-yd TcR, used for survival assessment.

n = 6: Non-infected mice, used for lung and blood-immunity analysis.

For inulin treatment, mice received a standard diet and drinking water supplemented
with 7.2% inulin, starting 15 days before P. aeruginosa intranasal infection. Drinking bottles
supplemented with inulin were renewed 3 times a week. All experiments were conducted
with 6 mice per group, except when indicated in the figure legend.

2.2. Bacterial Culture

A clinical strain of P. aeruginosa, named CHA, was used for intrapulmonary infec-
tions [35]. Bacteria were cultured in Lysogeny Broth (LB) medium, under agitation at 37 °C.
Bacterial growth, followed by optical density (OD) at 600 nm, was stopped at the exponen-
tial phase, corresponding to OD = 1. After centrifugation, bacteria were resuspended at
a concentration of 1.25 x 108 CFU/mL in Phosphate Buffer Saline 1X (PBS) (Gibco). The
number of bacteria administered was confirmed by colony-forming unit (CFU) count after
24 h of culture at 37 °C on LB agar.
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2.3. Intranasal Inoculation of P. aeruginosa

Mice were anesthetized with 4% isoflurane and infected intranasally with 3 x 10°
CFU P. aeruginosa, in 40 pL PBS. After 14 h, half of the mice were euthanized for pulmonary
immunity analysis. The other half were under acute surveillance for 96 h. The severity of
the symptoms was evaluated regularly by calculating a clinical score, as follows:

Score 1: normal clinical condition, may have slight piloerection, normal activity and no
weight loss.

Score 2: slight piloerection, slight prostration, weight loss < 20%.

Score 3: piloerection, moderate prostration, weight loss < 20%, slightly closed eyes, irregular
breathing, slightly reduced mobility, slightly reduced activity.

Score 4: piloerection, prostration, weight loss > 20%, closed eyes, reduced breathing rate,
increased breathing depth, reduced activity: animal has reached moderate endpoint and
should be euthanized.

When a score reached 3, animals were monitored every hour. Animals reaching a
score of 4 were euthanized, to avoid any unnecessary suffering, and reported as dead from
the infection.

2.4. In Vivo Blocking of y6-TcR

Mice received 100 pg of the anti-y5TcR monoclonal antibody (clone UC7-13D5, Eu-
romedex, Souffekweyersheim, France) intraperitoneally, in 100 uL PBS 1X. Anti-y3TcR
antibodies were injected the day before and after the bacterial challenge.

2.5. Lung Harvest

Lung lobes were collected in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) complete
medium (supplemented with 1% non-essential amino acids, 1 mM sodium pyruvate,
50 U/mL penicillin and 50 pg/mL streptomycin (all from Life technologies, Courtaboeuf,
France)). Each lobe was lacerated into small pieces using scalpels, and digested with
Liberase™ (25 ng/mL, Roche, Meylan, France) for 30 min at 37 °C. Finally, the digested
lungs were passed through a 70 um cell strainer, washed, and cells were resuspended in 10%
Fetal Bovine Serum (FBS) (Life technologies, Courtaboeuf, France) RPMI complete medium.

2.6. Blood Sample Preparation

Blood was collected via retro-orbital sampling in K2E tubes (BD Medical, Le Pont-de-
Claix, France). After centrifugation, blood pellets were resuspended in 1 mL Red Blood
Cell Lysis buffer 1X (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France) and washed with 10% FBS
complete RPML

2.7. Flow Cytometry

To allow intracellular cytokine detection, cell suspensions were stimulated for 4 h
at 37 °C with 50 ng/mL phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma, Saint-Quentin
Fallavier, France), 1 pg/mL ionomycin (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France), in the
presence of Golgi Stop™ (BD Biosciences, Le Pont-de-Claix, France). Following activation,
cells were stained for extracellular markers and incubated with 200 ng of each antibody
for 15 min in the dark at RT. The antibodies targeting extracellular proteins were CD45
(30-F11), CD3 (17A2), CD4 (GK1.5) (Biolegend, Amsterdam, The Netherlands), y5-TcR
(eBioGL3 (GL-3, GL3)) (BD Biosciences, Le Pont-de-Claix, France). To allow intracellular
labeling, cells were first permeabilized using a FoxP3 staining buffer kit (Life technologies,
Courtaboeuf, France) before being incubated with intracellular antibodies for 1 h in the
dark at RT. Antibodies targeting intracellular cytokines were IFNy (XMG1.2) (Biolegend,
Amsterdam, The Netherlands), IL-10 (JES5-16E3) (Life technologies, Courtaboeuf, France),
and IL-17A (TC11-18H10) (BD Biosciences, Le Pont-de-Claix, France). After intracellular
labeling, cells were fixed with FACS (fluorescence-activated cell sorting) Lysing Solution 1X
(BD Biosciences, Le Pont-de-Claix, France) and stored at +4 °C until acquisition. All data
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were acquired on a BD Biosciences FACS Canto II and analyzed using Flow]o Software
V10.4.2. The gating strategy is shown in Figure S1.

2.8. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed on GraphPad PRISM software. Mann—-Whitney
tests were used to compare 2 groups; ns corresponds to non-significant and * corresponds
to p-value < 0.05.

3. Results
3.1. An Inulin-Enriched Diet Protects Mice against Lethal P. aeruginosa Infection and Enhances
Pulmonary IL-17-Producing 6 T Cells

We have recently described how an inulin-enriched diet promotes systemic y5 T cell
activation through microbiota modulation [19]. Since yd T cells are critical players in
controlling acute P. aeruginosa infections, we assessed the potential anti-bacterial effect of
such an inulin-mediated immune boost. To do so, mice were fed either a standard diet or
an inulin-enriched diet for 2 weeks before being intranasally challenged with a lethal dose
of P. aeruginosa (Figure 1A). Only the two-week inulin-enriched diet efficiently protected
33% of infected mice from death (two out of six mice) (Figure 1B).
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Figure 1. The inulin-enriched diet protects against lethal P. aeruginosa infection by reinforcing y$
T cells. (A) Experimental schedule. C57BL/6 mice were fed a control or an inulin-enriched diet
(7.2% in drinking water) (1 = 4-6 mice per group) starting 15 days before intranasal infection with
3 x 10° CFU of P. aeruginosa. (B) Survival curves of mice treated and infected as described in (A).
(C-E) Frequency of pulmonary IL-17-producing cells gated on CD45" CD3* y6§ TcR *, defined as
v8 T cells (C), CD45" CD3* y5 TcR~ CD4~, defined as CD8" T cells (D) or CD45" CD3" v8 TcR ™,
CD4*, defined as CD4" T cells (E) from mice treated as in (A) 12 h post-infection. Graphs show the
mean + SEM. Statistically significant results are indicated by: ns = non-significant, * p < 0.05, by
Mann-Whitney tests.
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To better understand the mechanisms behind this observation, we analyzed lung
immunity by flow cytometry 12 h post-infection. While the inulin-enriched diet did not
affect the infiltration of CD45" and CD3* in the lung (Figure S2), it significantly increased
the proportion of pulmonary IL-17-producing vé T lymphocytes (Figure 1C) and CD8* T
lymphocytes (Figure 1D), from 3% to 8%, and 0.5% to 1%, respectively. The frequency of
IL-17-producing CD4* T cells also tended to increase, although non significantly (Figure 1E).
The proportions of Interferon y (IFNYy)-producing T lymphocytes in the lungs were not
affected by the inulin-enriched diet (Figure S3A), but the proportion of IL-10-producing
CD8* T cells was increased in the lungs of infected mice (Figure S3B).

IL-17-producing yd T lymphocytes have already been described as potent protective
immune cells against P. aeruginosa infection. To confirm that the inulin-mediated protection
was immune-dependent, and particularly dependent on v4 T cell-dependent, the same
experiment was repeated, with one group receiving a blocking 5 TcR antibody the day
before and the day after intranasal infection (Figure 2A). While 33% of inulin-treated mice
were protected against P. aeruginosa infection (two out of six mice), the administration of
the v TcR-blocking antibody completely abrogated this protective effect (Figure 2B), and
none of the mice from either the control or the inulin + blocking y$ TcR group survived.
These results collectively indicate that inulin triggered a Th17-polarized antibacterial lung
immunity strongly supported by y6 T lymphocytes. Indeed, 6 T lymphocytes, and more
likely their v5 TcR engagement, are mandatory for inulin’s protection against P. aeruginosa.

100

P. aeruginosa == Control
infection —- Inulin
+/- v8 TcR blocking antibody to == Inulin + Blocking y5 TcR
“ | ¥ \ Survival assessment E 50
! Up to 100h post-infection °
D-15 DO 2
+/- Start Inulin
Control diet mice n=6
0 T T T T 1

Inulin diet mice n=6

0 20 40 60 80 100

Inulin diet mice + anti-yd TcRn=6

Time post P. aeruginosa infection (hours)

Figure 2. The inulin-mediated protective effect against P. aeruginosa depends on v T cells. (A) Experi-
mental schedule. C57BL/6 mice were fed a control or an inulin-enriched diet (7.2% in drinking water)
(n = 6 mice per group) starting 15 days before intranasal infection with 3 x 10° CFU P. aeruginosa.
Anti-y$ TcR antibodies were injected intraperitoneally (i.p.) into 6 mice from the inulin group the
days before and after bacterial infection. (B) Survival curves of mice treated and infected as described
in (A).

3.2. The Inulin Diet Reinforces Blood Circulating Immunity

We have previously shown that a 15-day inulin-enriched diet triggers yo T cell acti-
vation in the gut [34], specifically within colon IntraEpithelial Lymphocytes (IELs) v T
cells. The gut microbiota can induce immune modulation in distal sites, including the lungs
(known as gut-lung axis) [22]. Therfore, we investigated whether an inulin-enriched diet
modulates lung v T cell infiltration under steady-state conditions or if these cells are only
recruited from the periphery upon infection. To adress this, we analyzed both the immune
cells infiltrating the lungs and the immune cells circulating in the blood following a 15-day
inulin-enriched diet (Figure 3A), corresponding to the day of infection (Figure 1A).

The inulin-enriched diet did not trigger higher lung leukocyte (CD45%) or T cell
infiltration compared to mice on the control diet (Figure S4). Among the T cells, we did not
observe any differences in the proportions of v§, CD4*, and CD8" T cells (Figure 3B-D).
The cytokine patterns of lung-infiltrating T cells, particularly IFNvy, IL-17, and IL-10, were
comparable in both groups (Figure S5A,B), except for the proportion of the IL-10-producing
CD8" T cells, which was found to be higher under the inulin diet (Figure S5C). While
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the inulin diet did not affect the proportions of pulmonary T lymphocytes, it significantly
increased the proportion of y6 T and CD4" T cells in the blood, from 0.08% to 0.14%, and
from 3.9% to 8.3%, respectively (Figure 3E,G). The proportion of CD8" T cells also showed
a tendency to increase, but did not reach statistical significance (Figure 3F). Regarding the
cytokine patterns of circulating T cells in the blood, the proportion of IL-17- and IL-10-
producing T lymphocytes were comparable between both groups (Figure S5D,F), while the
proportions of IENy-producing vy and CD8* T cells were reduced (Figure S5E).

Altogether, these observations suggest that the inulin diet promotes the circulation of
v6 T cells and conventional T cells within the blood, but does not enhance their infiltration
into the lung under steady-state conditions. However, upon acute infection, these cells are
recruited to the lungs.
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Figure 3. Pulmonary-activated T cells probably originate from the blood. (A) Experimental schedule.
C57BL/6 mice were fed a control or an inulin-enriched diet (7.2% in drinking water) (n = 6 mice per
group) starting 15 days before the analysis of the lung-infiltrated and blood-circulating immune cells.
(B-D) Frequency of lung-infiltrated immune cells gated on CD45* CD3* y§ TcR*, defined as y6 T
cells (B), CD45" CD3* v6 TcR~ CD4~, defined as CD8* T cells (C) or CD45* CD3* y8 TcR~, CD4",
defined as CD4* T cells (D) from mice treated as in (A). (E-G) Frequency of blood-circulating cells
gated on CD45* CD3* vy TcR*, defined as vy T cells (E), CD45" CD3* v5 TcR~ CD4 ™, defined as CD8"
T cells (F) or CD45" CD3* v6 TcR™~, CD4%, defined as CD4" T cells (G) from mice treated as in (A).
Graphs show the mean + SEM. Statistically significant results are indicated by: ns = non-significant,
* p < 0.05, by Mann—Whitney tests.

4. Discussion

P. aeruginosa is widely recognized as a priority pathogen with respect to its high
pathogenicity and the development of antibiotic resistance. There is an urgent need for
emerging strategies that target the immune system, particularly those focusing on y5 T
cells, which have been shown to play a critical role in combatting such infections [7-9].
In this study, we propose to harness the prebiotic and immune-stimulatory properties of
inulin. It has been demonstrated, by ourselves and others, that this dietary fiber promotes
the growth of immune-stimulatory bacteria such as Bifidobacterium [34,36], consequently
leading to v T cell activation. Additionally, inulin promotes gut health by facilitating the
production of SCFAs by the gut microbiota, which possess anti-inflammatory properties
and support gut barrier integrity [37-39]. Strategies that reinforce the immune system
through modulations of the gut microbiota are being increasingly investigated. Among the
various gut microbiota modulators, inulin holds the advantage of being a widely consumed
prebiotic, available either through diet source or as a supplement.
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In the present study, we report that an inulin-enriched diet has the capacity to protect 33%
of mice against lethal infection with P. aeruginosa. This protective effect was accompanied by
an increased proportion of IL-17-producing yd T lymphocytes infiltrating the lungs, which
play a critical role in this process, as blocking the yb TcR in vivo abolished the protective
effect mediated by inulin. Previous studies have also highlighted the importance of these
cells in immune defense against P. aeruginosa infections [7-9], which our results confirm. Prior
to infection, at a steady state, the proportion of immune cells in the lungs did not appear
to be affected by inulin consumption. However, there was an increase in the proportion of
patrolling T lymphocytes in the bloodstream. It is possible that the production of SCFAs or
other metabolites induced by the inulin modulate v T cell proportion through the stimulation
of lymphoid hematopoiesis, as has been described for the myeloid compartment [20,21]. As
a result, an inulin-enriched diet enhances systemic immunosurveillance, making it more
responsive to lung infiltration upon infection and thereby protecting the host from death.

The molecular mechanisms underlying the activation of systemic v T lymphocyte are
still unclear. In addition to establishing the essential role of v T lymphocytes as mediators,
our data indicate that their activation is TcR-mediated rather than mediated through NKR
(natural killer receptor) or TLR molecules. Since yd T cells detect metabolites such as (E)-4-
Hydroxy-3-methyl-but-2-enyl pyrophosphate (HMB-PP) derived from bacteria or isopentenyl-
pyrophosphate (IPP) derived from tumors via their TcR [40], our findings strongly suggest
that their activation may be mediated by microbiota-derived metabolites. Further research is
needed to unravel the exact mechanisms and identify the specific metabolites that activate v
T cells. The identification of these metabolites would be highly valuable for developing future
post-biotic therapeutic strategies based on metabolites, particularly for immunocompromised
or dysbiotic patients who are already infected, as nutritional interventions would require
significant time to achieve the optimal modulation of the microbiota.

In addition to immune-stimulatory metabolites, we also hypothesized that anti-inflamm-
atory and tissue repair signals (metabolites/mediators) could play a role. These signals
would have a protective effect by preventing a harmful immune response from the host,
which could lead to the destruction of lung tissue and, ultimately, death. Among the metabo-
lites derived from inulin that have been described, SCFAs are known to promote the integrity
of the gut epithelial barrier through IL-22 production, and possess anti-inflammatory prop-
erties [41]. In the protective effect observed in the acute P. aeruginosa infection mouse model
due to inulin consumption, SCFAs could also regulate immunity, preventing mice from
succumbing to excessive inflammation. Consistent with this, we observed a slight increase
in the proportion of IL-10-producing CD8* T cells in the lungs when the mice were on an
inulin diet, supporting this hypothesis. We previously demonstrated that an inulin diet
promotes IL-22, a cytokine involved in tissue repair, in the lamina propria of the gut [34]. It
is conceivable that such modulation occurs at distant sites such as the lungs.

Beyond P. aeruginosa infection-related issues, the immune state of patients prior to any
infection is a determining factor in clinical outcome. This has been exemplified by the severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) pandemic, where individuals with
microbiota-related disorders (such as obesity and diabetes) were more prone to developing
severe disease [42]. This can be attributed to pre-existing immune dysregulation (chronic
systemic inflammatory state) and a compromised gut barrier, which facilitates the spread of
the virus and subsequent multi-organ failure [43]. Both of these factors are associated with a
dysbiotic state of the gut microbiota [44]. In a state of eubiosis, beneficial bacteria that are part
of the microbiota produce key metabolites, notably SCFAs, which are crucial for gut health.
SCFAs promote mucus production by goblet cells, preventing excessive inflammation [45].
The mucus acts as a barrier, shielding epithelial cells from bacteria and thus preventing tissue
inflammation through Toll-like receptors (TLRs) and/or tissue damage caused by bacterial
toxins [46]. SCFAs also possess anti-inflammatory properties [41], which help prevent au-
toimmunity and subsequent tissue damage. Additionally, SCFAs promote the expression of
the tight junction protein by epithelial cells, maintaining the integrity of the intestinal barrier
and preventing the translocation of bacteria or bacterial products from the gut lumen into the
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bloodstream [45]. On the other hand, dysbiosis, characterized by a loss or reduction of beneficial
bacteria and decreased or absent SFCA production, leads to a thinner mucus layer, a decrease
in anti-inflammatory signals, and compromised barrier integrity, due to the downregulation of
tight junctions. Dysbiosis promotes local and systemic inflammation, particularly through bac-
terial product translocation. This systemic inflammation can trigger metabolic syndromes such
as insulin resistance, diabetes, and obesity. It has been demonstrated that the initial response to
SARS-CoV-2 infection is crucial in rapidly reducing viral load and preventing a later exacer-
bated immune response that could be detrimental and even fatal for patients [43]. However,
individuals with metabolic syndromes may already have a pre-existing chronic inflammation
that impairs the initial anti-SARS-CoV-2 response. Importantly, since the virus has a tropism for
the gut due to the expression of the angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) in gut cells [47], a
compromised gut epithelial barrier due to dysbiosis can facilitate viral propagation in the body.
The virus can then reach vital organs, multiply, and cause death through immune exacerbation
and multiple organ failure [43]. Similar scenarios could arise in future pandemics, especially
if caused by an enterotropic pathogen (virus or bacteria) capable of eliciting exacerbated and
harmful immune responses. Based on this knowledge and lessons learned, one can envision
strategies to attenuate the severity and clinical outcome of viral and bacterial infections, as well
as future pandemics, by promoting the optimization of the gut microbiota, particularly through
nutritional intervention, within the general population. We believe that this should be given
priority as a preventive strategy for various health issues, including infections. Inulin is a very
interesting prebiotic for prevention, because it has been shown that this fiber could ameliorate
mucus production, decrease gut permeability and reduce inflammation in obese patients [48].
Additionally, in line with our preclinical data, inulin profoundly modifies the composition of
the gut microbiota in humans, in a bifidogenic manner [49]. Since inulin is a natural fiber, it is
possible to enrich people’s daily diet in a simple way by increasing the intake of inulin-rich
vegetables and fruits, and/or through supplementation.

To conclude, our study has identified inulin as a promising fiber capable of triggering
host immune reinforcement, which can protect certain individuals from lethal infections, in
a microbiota- and y$ T cell-dependent manner. This research provides the groundwork
for promoting a fiber-rich diet among the general population as a significant preventive
strategy against current and future infection-related issues. In order to exploit these findings
for severe acute infections, it is imperative that we urgently identify the microbiota-derived
metabolites involved to develop post-biotic metabolite-based immunotherapy.
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cell lung infiltration at steady state. Figure S5: Cytokine production by pulmonary and blood T
Lymphocytes at steady state.
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Virus-like particles (VLPs) are versatile protein-based plat-
forms that can be used as a vaccine platform mainly in infecti-
ology. In the present work, we compared a previously designed,
non-infectious, adenovirus-inspired 60-mer dodecahedric VLP
to display short epitopes or a large tumor model antigen. To
validate these two kinds of platforms as a potential immuno-
stimulating approach, we evaluated their ability to control mel-
anoma B16-ovalbumin (OVA) growth in mice. A set of adju-
vants was screened, showing that polyinosinic-polycytidylic
acid (poly(I:C)) was well suited to generate a homogeneous
cellular and humoral response against the desired epitopes.
In a prophylactic setting, vaccination with the VLP displaying
these epitopes resulted in total inhibition of tumor growth
1 month after vaccination. A therapeutic vaccination strategy
showed a delay in grafted tumor growth or its total rejection.
If the “simple” epitope display on the VLP is sufficient to pre-
vent tumor growth, then an improved engineered platform
enabling display of a large antigen is a tool to overcome the bar-
rier of immune allele restriction, broadening the immune
response, and paving the way for its potential utilization in hu-
mans as an off-the-shelf vaccine.

INTRODUCTION

Despite the genomic vaccine revolution seen during the coronavirus
disease 2019 (COVID-19) pandemic,' protein-based vaccines remain
attractive because of their low cost of production, ease of transport
and storage, and better social acceptance. Virus-like-particles
(VLPs) are non-infectious nanoparticles that assemble spontane-
ously, mimicking their corresponding virus and, thus, their immuno-
genicity. Two of the best known examples are the surface antigen of
hepatitis B virus (HBV)” and the structural L1 protein of the human
papillomavirus (HPV), which elicit antibodies preventing virus-
induced cervical cancer from different HPV types.” Beyond this,
VLPs can be used as a scaffold for display of epitopes derived from
other biological targets. The immunogenicity is highly increased
through presentation to the immune system in a multimeric manner,
and a number of vaccine platforms have been developed to this aim,

76 Molecular Therapy: Methods & Clinical Development Vol. 28 March 2023 © 2022 The Author(s).

with various advantages and limitations.* One advantage is that the
small size of VLPs (less than 100 nm) permits efficient drainage to
the lymph nodes, which can favor the immune response.”® Formula-
tion with an adequate adjuvant, such as inorganic salts (alum), an oil
emulsion (MF59), or a lipid A component (monophosphoryl lipid
[MPL]) is often used and depends on the platform/antigen tandem
and the targeted application.”

From a manufacturing point of view, two main approaches can be
considered for presentation of epitopes at the VLP surface. Chemical
cross-linking has been reported to induce a good titer of neutralizing an-
tibodies but makes the manufacturing workflow more complex and in-
creases the cost of production. Genetic insertion of the epitope into the
VLP enables an easier way of production and purification but may face
the risk of epitope misfolding and/or VLP self-assembly issues during
production. Because this limitation increases with the size and
complexity of the epitope to be inserted, large antigen display cannot
be considered using this approach. To overcome this issue, a two-
component system called SpyTag/SpyCatcher (ST/SC) has been devel-
oped. In this system, derived from Streptococcus pyogenes, an aspartate
residue from the 13-amino-acid ST peptide genetically inserted in the
VLP can spontaneously create a covalent bond with a lysine residue
in the complementary SC module that can be fused to large antigens.® '

We have reported previously that a non-infectious VLP derived from
the human adenovirus of type 3 and consisting of 60 identical penton
base monomers could be exploited to display epitopes of interest on
its surface.>'*"* In this vaccine platform, called adenovirus dodeca-
mer (ADDomer), exposed loops of the penton base protein were en-
gineered to allow insertion of foreign peptides, such as a linear
neutralizing epitope from chikungunya virus. However, this design
did not permit insertion of structurally complex antigens. To
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overcome this limitation while keeping the immunogenicity
advantage of ADDomer, we redesigned this platform by genetically
inserting an ST. Spontaneous display of large and structurally com-
plex antigens with potential post-translational modifications, such
as the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) receptor binding domain (RBD) fused to the SC was
achieved. This system has proven to be highly effective to elicit potent
neutralizing antibodies against SARS-CoV-2."*

In this work, we assess the potential of these two vaccine platforms
(direct epitope display and large antigen fusion via SC) in the context
of cancer immunotherapy, using the melanoma Bl6-ovalbumin
(OVA) model in mice. An investigation of the cellular immune
response underlying tumor growth control is also performed.

RESULTS

MHC class | and class Il OVA epitopes can be displayed
successfully on the ADDomer surface

The ADDomer is a non-infectious nanoparticle formed of 12 bricks of
the homopentameric penton base from the human adenovirus type 3.
Two exposed loops can be used for insertion of epitopes: the variable
loop (VL) and the RGD (Arg-Gly-Asp) loop (RGD-L). The major his-
tocompatibility complex (MHC) class I epitope (SIINFEKLTEWTSS,
called OT-I) and the MHC class II epitope (ISQAVHAAHAEI
NEAGR, called OT-II) from the OVA were genetically inserted into
the RGD-L and VL respectively. These two epitopes have been chosen
to initiate a CD8" T lymphocyte immune response (via the epitope
OT-1 presented to CD8 by dendritic cells) as well as a CD4™ T
lymphocyte immune response (via the epitope OT-II presented to
CD4" T cells by dendritic cells). Because of the spontaneous homo-
oligomerization of the 12-pentameric penton bases, 60 copies of
each epitope are exposed on the surface of the ADDomer particle,
called ADDomer-Duo (ADD-Duo) (Figure 1A). The ADD-Duo
was successfully produced in a baculovirus expression system and pu-
rified in two steps (Figure 1B). Negative-stain electron microscopy
showed that particles harboring these two epitopes were well folded
(Figure 1A). An ADDomer displaying only the OT-I epitope was
also generated.

Immunization with ADD-Duo in combination with the poly(l:C)
adjuvant elicits a potent cellular and humoral anti-OVA response
compared with the other adjuvants used

We aimed to define the best adjuvant to use in combination with the
ADDomer vaccine. To do so, mice were vaccinated with ADD-Duo
without or with a different set of adjuvants according to a prime-boost
schedule (Figures 2A and 2B). Mice vaccinated with an “empty”

Molecular Therapy: Methods & Clinical Development

ADDomer (ADD-Q; i.e, an ADDomer that does not display any
OVA epitopes) were used as a control. For the adjuvant screening,
three different adjuvants were screened separately or in combination
(ie., the three adjuvants together). These different adjuvants aim to
target different Toll-like receptors (TLRs) on the three human den-
dritic cells subtypes (Figure 2B), each of them being representative
of one subset. MPLA targets the TLR4 mostly present on c¢DC2,
poly(I:C) (polyinosinic-polycytidylic acid) targets the TLR3 mostly
present on cDC1, and ODN 2395 (oligodeoxynucleotide containing
an unmethylated CpG motif) targets the TLR9 mostly present on
pDC (plasmacytoid Dendritic Cell). To define the best ADD-Duo/
adjuvant combination, mice were split into 6 groups (Figure 2B).
On day 14, mice were sacrificed, and their immune response was
analyzed in their circulating blood, spleen, and injection site-draining
lymph nodes (Figure 2A).

The frequency of antigen-specific CD8" T cells has been determined
in the draining lymph nodes and the spleen using a dextramer stain-
ing. Poly(I:C) alone was the adjuvant that gave the most homoge-
neous anti OT-I immune response in the draining lymph nodes (Fig-
ure 2C). In the spleen, it was more difficult to determine the best
combination because two mice of three in group 5 (poly(I:C)) showed
a similar response as the other groups. However, the third mouse of
this group showed the highest percentage of specific CD8+ T lympho-
cytes compared with all other mice of all groups.

Humoral response against the OT-II peptide was also investigated by
ELISA (Figure 2D). Again, poly(I:C) gave the highest responses, and
the combination of the three adjuvants together did not significantly
improve the response compared with poly(I:C) alone (Figure 2D).

The results show that the association of the three adjuvants did not
give a better response (cellular and humoral) than poly(I:C) alone.
In particular, in the draining lymph nodes, the response obtained
with the association of the three adjuvants is lower than the one ob-
tained for poly(I:C) alone. This suggests that the cDC1 subset was
probably the main dendritic cell (DC) subset involved in mounting
an immune response against the epitopes displayed by the ADDomer.
Poly(I:C) is thus a well-suited adjuvant for ADDomer vaccination
in vivo. This is in line with other studies using poly(I:C) for therapeu-

. . . 15,16
tic anti-cancer vaccines. "

Immunization with ADDDuo+poly(l:C) protects against B16-OVA
tumor challenge

To assess the functionality of antigen-specific T cells induced by
ADDomer vaccination, vaccinated mice were challenged with a

Figure 1. Design and characterization of ADD-@, ADD-Duo, ADD-OT-I, and ADD-Blov

(A) Diagram showing the insertion of epitopes (OT-I, blue; OT-II, red) and SpyTag (ST; pink) in the 2 loops of the ADDomer monomer. ST (pink) can make an isopeptidic bond
with SpyCatcher (SC; blue) fused to the OVA protein (orange) containing the OT-I and OT-Il epitopes. Negative-stain electron micrographs of ADD-@, ADD-Duo, ADD-OT-I,
and ADD-Blov (bar, 30 nm) are shown on the right. (B) SDS-PAGE profile of reduced and boiled samples of ADD-@, ADD-Duo, ADD-OT-I, and ADD-Blov, showing a higher-
molecular weight (MW) covalent adduct for the ADD-Blov (ADD-ST/Blov-SC). (C) Structure of the OVA protein with the epitopes OT-I and OT-Il highlighted, respectively, in
blue and red. The protein structure colored in white was removed and replaced by the SC to give the Blov-SC protein. (D) Sequence of Blov-SC with OVA (orange; OT-I and
OT-Il epitopes highlighted, respectively, in blue and red), SC (blue), and additional linkers and histidine tag (black).
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subcutaneous OVA-expressing tumor inoculation (prophylactic
setting). Mice were vaccinated 5 times every 2 or 3 days with
ADD-Duo+poly(I:C) (Figure 3A). ADD-@ was used as a control
(Figure 3B). Nearly 4 weeks (25 days) after the last injection, mice
were challenged with subcutaneous implantation of the tumor cell
line B16-OVA. This cell line expresses the OVA antigen containing
the two epitopes OT-I and OT-II, which are displayed on
ADD-Duo.

Tumor growth was monitored, and mice were sacrificed on day 17,
when the first tumor reached the ethical tumor size limit. Mice that
received ADD-@ developed tumors, whereas mice that received
ADD-Duo did not have visible tumors on day 17. (Figure 3C). This
result shows that the immune response induced by vaccination was
specific to the tumor antigens borne by the vehicle and not due to
an indirect stimulating response triggered by the vehicle itself.
Remarkably, even though a gap of nearly 4 weeks passed between
the last vaccination and the challenge, none of the mice showed tumor
growth, reflecting that a robust response was mounted during this im-
munization period.

Large OVA antigen can be successfully displayed on the
ADDomer’s surface

To get rid of the allelic restriction and elicit a multi-specific anti-tu-
mor response, display of large antigens rather than small epitopes
on the ADDomer surface is desirable. To do so, an ADDomer dis-
playing the ST peptide (ADD-ST) on its surface was used to spon-
taneously make an isopeptidic bond with an SC fused to the OVA
protein (1-355), called binder long OVA (Blov), containing the
OT-I and OT-II epitopes (Figures 1A and 1D). The OVA C termi-
nus sequence (356-396, colored white in Figure 1C) buried in the
protein was removed and replaced with the SC prolonged with a
histidine tag. This OVA C-terminus deletion aimed to make the
SC more accessible to the ST to favor Blov-SC assembly to ADD-
ST. A melittin signal peptide was added to Blov fused to SC
(Blov-SC) to allow protein post-translational modifications
(PTMs), such as glycosylations and secretion from insect cells.
ADD-ST and Blov-SC were produced separately in insect cells using
the baculovirus expression system.

Covalent binding of Blov-SC to ADD-ST was assessed by SDS-PAGE.
As expected, an adduct of a higher molecular weight corresponding to
Blov-SC bound to the ADD-ST monomer was clearly seen (Fig-
ure 1B). This faint band, observed around 180 kDa, reflects weak
binding of Blov-SC to ADD-ST (3 Blov-SCs per ADD-ST particle),
which is lower than the theoretical ratio used for incubation (ratio
of 4:1, meaning 15 Blov-SCs per ADD-ST particle). Electron micro-
graphs showed that particles remained intact after antigen binding
(Figure 1A).

Molecular Therapy: Methods & Clinical Development

Therapeutic vaccination with ADD-Duo, ADD-OT-I, and ADD-Blov
drastically decreases tumor growth and improves mouse survival
To assess the efficacy of the ADDomer vaccine in a therapeutic
setting, mice were vaccinated 5 times every 2-3 days with ADD-
Duo, ADD-OT-I, and ADD-Blov from 1 day after tumor inoculation.
ADD-@ was used as a control, and all ADDomers were injected with
poly(L:C) (Figures 4A and 4B). Each group was composed of 12 mice;
6 were euthanized on day 15 to evaluate immunological responses
and the others (5 or 6 per group according to the success of tumor im-
plantation) when the maximal ethical tumor size was reached to
investigate the long-term clinical response.

On day 15, mice vaccinated with ADD-Duo, ADD-OT-I, and ADD-
Blov had a significatively smaller tumor than mice vaccinated with
ADD-@. For example, on day 15, the mean tumor size for the
ADD-@ group was 81.7 mm? versus 16.8 mm?® for the ADD-Duo
group (Figure 4C). Visual inspection showed a massive difference
in tumor size between the ADD-@ and ADD-OT-I groups (Figure 4D,
center panel). Macroscopic observation showed a well-vascularized
tumor in mice vaccinated with ADD-@, whereas a much smaller
and very poorly vascularized tumor was seen in mice vaccinated
with ADD-OT-I (Figure 4D, left and right panel, respectively).

Cellular response was investigated (Figures 5 and S2). In the spleen, a
higher OV A-specific CD8" T cell frequency was observed with the
ADD-Duo and ADD-OT-I groups compared with the ADD-@ group.
However, the difference between the ADD-Blov and ADD-@ groups
was not significant (Figure 5A, left). In the tumor, tumor-infiltrating
OVA-specific CD8" T cell frequency was higher with the ADD-Duo,
ADD-OT-I, and ADD-Blov groups versus the ADD-@ group
(Figures 5A, right, and 5B). This observation could only be made
on one tumor for the treated groups (ADD-Duo, ADD-OT-I, and
ADD-Blov) because only one tumor was available for analysis as a
result of the high efficiency of the vaccination regarding tumor
growth. A similar trend was observed in the spleen and in the tumor
when looking at the absolute number of OVA-specific CD8" T lym-
phocytes (Figure 5C).

Therapeutic vaccination improves mouse survival in all vaccinated
groups and notably for the group of mice vaccinated with ADD-
OT-I and ADD-Blov (Figure 6A). Individual tumor growth experi-
ments showed that all tumors were well controlled, even over
60 days of follow up, and only one mouse from two groups escaped
from immunological control (Figure 6B, groups ADD-OT-I and
ADD-Blov).

DISCUSSION
In this study, we assessed the potential use of an adenovirus-inspired
non-infectious VLP as a potential therapeutic anticancer vaccine. The

Figure 2. ADD-@ and ADD-Duo immunogenicity evaluation and adjuvant screening

(A) Immunization schedule, blood sampling, and organ collection for all groups. s.c., subcutaneous. (B) Different groups were evaluated regarding the immunogenicity of
ADD-@ (G1), ADD-Duo (G2), ADD-Duo + 1 adjuvant (G3, G4, G5), and ADD-Duo + 3 adjuvants (G6). (C) Percentage of CD8* dextramer OT-I* T lymphocytes in the draining
lymph nodes and spleen for all groups (n = 3). (D) Ab response against OT-Il peptide on day 14 (n = 3).
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A Figure 3. Tumor challenge of mice vaccinated
D-34 D-32 D-29 D-27 D-25 DO D17 previously with ADD-@ and ADD-Duo
Vaccinations Tumour challenge Sacrifice (A) Immunization and tumor challenge schedule for all
s.c, left flank s.c, right flank groups. (B) Different groups were evaluated regarding the
A A A A A A A protective effect of ADD-@ (G1) and ADD-Duo (G2)
against a tumor challenge. Both ADDomers were
- A injected with the poly(:C) adjuvant, and the tumor
challenge was performed using the B16-OVA cell line.
(C) Tumor size evolution days after tumor inoculation
(o] B16 OVA Tumor Growth (n=3).
B 3001 =@~ ADDomer @
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61 ADDomer @ Poly I:C i and poly(I:C), activating pDC, cCD2, and cCD1,
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0 : + i . CD8 response in the draining lymph nodes
0 5 10 15 20

Days post tumor inoculation

investigated VLP originally results from spontaneous assembly of 12
homopentameric penton bases from a human adenovirus of type 3
(HAdV-B3)." Engineering of this 60-mer VLP, called ADDomer,
enabled easy and rapid genetic insertion of short epitopes at two
different locations of the particle surface. This vaccine platform has
been shown recently to trigger a significant neutralizing humoral
response against a 19-amino-acid epitope from chikungunya virus.’

OVA is a well-characterized antigen encompassing the immunodo-
minant MHC class I-restricted OVA,5; 564 (SIINFEKL) and the
MHC class II-restricted OVA3y3_330 (ISQAVHAAHAEINEAGR)
epitopes. This OVA system is often used to investigate the immuni-
zation potential of novel vaccine platforms or vaccine candidates
against different cancers, including melanoma.'®*° To bind the
MHC class I proteins, class I epitopes must be processed by the pro-
teasome into 8- to 10-amino-acid peptides. Because the cleavage effi-
ciency is influenced by the flanking regions,”"** special attention
must be paid to the directly neighboring epitope. It is known that
small amino acid residues, such as glycine or alanine, favor antigen
processing by the proteasome.”> Here we genetically inserted the
MHC class I OVA epitope flanked by GSGG linkers alone in the
RGD-L or in combination with an MHC class II OVA epitope in
the VL (Figure 1A). In both cases, the VLPs displaying MHC class I
alone or both epitopes at once resulted in nicely folded VLPs, as
seen by transmission electron microscopy (Figure 1A).

To obtain an optimized vaccine formulation, it is often necessary to
combine an adjuvant to the vaccine platform/antigen tandem. Adju-
vants enhance the magnitude, breadth, and durability of the immune
response and can orient the balance between the humoral and cellular
response.”* Despite identification of TLRs expressed on DCs sensing
the different pathogen-associated molecular patterns (PAMPs),”>*°
the choice of adjuvant is still empirical. The immune response trig-
gered by ADD-Duo occurred in the absence or presence of a set of ad-
juvants known to activate different subsets of DCs. ODN 2395, MPLA,

and spleen as well as a good humoral response
against the MHC class II OV A epitope. Poly(I:C)
has been reported to interact with TLR3*” and is
often used in cancer immunotherapy trials*® because it triggers potent
Th1-mediated anti-tumor immunity through cDC1 targeting.

In a first attempt, we studied the possibility of preventing tumor
growth in vaccinated mice. For this purpose, immunizations were
performed with ADD-DUO in the presence of poly(I:C) with a delay
of 25 days between the last injection and tumor implantation. Tumor
growth was monitored until the ethical endpoint was reached. Con-
trary to the rapid increase in tumor size seen in the group vaccinated
with the empty ADDomer (i.e., vehicle not displaying OV A epitopes),
no tumors were seen in mice vaccinated with ADD-Duo (Figure 3C).
This result shows that the anti-tumor effect was indeed due to the
epitope displayed by the vector and not due to non-specific activation
of the immune system. This protection seems to last for a long time
because there was a delay of 25 days between the last immunization
and tumor implantation, suggesting elicitation of a potent memory
CD8" T cell response.

Genetic insertion of sequences coding short epitopes, such as OT-I
and OT-II (14 and 17 residues, respectively), in the two exposed loops
of the ADDomer did not affect the overall particle structure (Fig-
ure 1A), and the slightly faster migration of OT-I compared to
ADDomer-@ is likely due to its sequence composition™ because
mass spectroscopy analyses confirmed the exact molecular weight
of these two constructs. In humans, an epitope-based vaccine would
represent an important limitation because use is restricted to a partic-
ular HLA-bearing population (for instance an HLA-A2-restricted
epitope-based vaccine would be suitable only for around 40% of the
european population). It would be desirable to overcome this limita-
tion by developing a fully protein-based vaccine, enabling epitope
presentation in all individuals (i.e., developing an off-the-shelf vac-
cine).”® Thus, displaying large antigens rather than short epitopes
would be valuable. Unfortunately, genetic insertion of large folded an-
tigens results in subunit misfolding and insolubility.”" Villegas
et al.”*? have shown that the OVA,5 376 antigen could be fused to
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WW domains (containing two conserved tryptophans) to make inter-
actions with the adenovirus PPxY sequences in the adenovirus penton
base. However, this non-covalent interaction relied on a relatively low
Kp (65 nM)*’ that did not warrant a homogeneous batch required for
clinical trials. To overcome this limitation, insertion of an ST (13 res-
idues) in the exposed loops of the ADDomer has been reported to
permit spontaneous and covalent attachment of large and correctly
folded antigens, such as the SARS-CoV-2 RBD, to the particle.>'*
Fusion of OVA, 355 (Blov) to the SC successfully resulted in display
of this antigen to the vaccine platform (Figures 1A and 1B).

Therapeutic vaccination where tumor implantation occurred prior to
vaccination has been performed using an ADDomer with genetic
epitope insertion and large OV A antigen display using the ST/SC sys-
tem. Both systems were efficient at preventing B16-OVA tumor
growth (Figure 4C). The different OVA-bearing VLPs (30 nm for
the undecorated particle) are within the size range (20-200 nm) of
particles readily drained to lymph nodes, potentiating uptake by an-
tigen-presenting cells and cross-presentation.”**” These immuniza-
tions seemed to elicit robust and sustained immune responses capable
of rejecting the highly aggressive B16-OVA melanoma in prophylac-
tic and therapeutic strategies (Figures 3 and 4).

Because CD8" T cells are key players in immuno-oncology, most ef-
forts in vaccine development focus on generation of this response by
improving antigen delivery and presentation on the DC surface for
the initial T cell encounter.*

In our experiments, immunological characterization showed a signif-
icant OV A-specific CD8" T cell response in the spleen of mice vacci-
nated with ADD-Duo and ADD-OT-I (Figures 5A and 5C). A similar
tendency was also observed in the only residual tumor where this
analysis was feasible (Figures 5B and 5C). However, because of the
low number of mice presenting a tumor with a size suitable for this
analysis, we cannot draw a solid conclusion regarding this observa-
tion. Surprisingly, the anti-OT-1 CD8" T cell response in the spleen
of mice vaccinated with ADD-Blov was not significant compared
with control ADD-@. By contrast, this response seemed to be signif-
icant compared with the control group within the tumor (4.08%
versus 0.28%). Despite the low amount of tumor material that could
be analyzed in the ADD-Blov group, this tendency is highly sup-
ported by tumor growth control as well as long-term mouse survival
(Figures 4C and 6A, respectively). In Blov mice, multi-specific im-
mune responses could have been triggered, improving the tumor con-
trol, even though such multi-specific responses were not investigated
here (only response against a single epitope was investigated). Such

multi-specific responses could be investigated through cytokine pro-
duction upon ex vivo T cell restimulation with APC loaded with OVA.

Another unexpected feature was the presence of a strong, anti-OVA
CD8" T cell response in the spleen and in measurable tumors of mice
vaccinated with ADD-Duo, which was not correlated with the long-
term survival curves. We propose two possible hypotheses to explain
these data: generation of regulatory T cells and/or tumor escape. It is
conceivable that addition of a unique CD4™ T cell epitope, as opposed
to ADDomer-OT-I or full OVA protein, triggered a regulatory T cell
response which, in turn, impaired efficient anti-tumor immunity
despite a high proportion of anti-OVA CD8" T cells. Another expla-
nation could be tumor escape from anti-OVA CD8" T cells by MHC
class I loss and/or strong immune checkpoint expression. The ADD-
Duo vaccine triggered the highest immunization in spleen and tumor
(Figure 5). One can imagine that, upon strong immune pressure, tu-
mor cell clones lacking MHC class I expression were selected and/or
that OVA-specific T cell-derived interferon y (IFNY) triggered high
PD-L1 expression by tumor cells, leading to their inhibition and
subsequent tumor escape. To address these hypotheses, fluores-
cence-activated cell sorting (FACS) analysis of OV A-specific FoxP3
regulatory T cells as well as MHC class I, PD-L1, and PD-1 expression
would be required.

Our data show that the ADDomer is well suited to mount an efficient
anti-tumoral response. Genetic insertion of epitopes directly in the
ADDomer loops is based on single-particle expression but limited
to short epitopes, thus restricting its use to personalized medicine
or stratified patients. Display of large antigen required expression of
ADD-ST and the large cargo fused to the SC. Because of the autocat-
alytic reaction, simple addition of both components resulted in
“ready-to-use” immunotherapy applicable to a large population.
With this latter strategy, a mosaic vaccine displaying several different

antigens at once can be produced,’””® paving the way for next-gener-
ation products with a broader immunological spectrum for off-the

shelf cancer immunotherapy.

Improvement of the technology can be envisioned to combine our
platform with other therapeutic strategies, such as oncolytic viruses
(OVs). Indeed, a similar approach has already been reported with
oncolytic adenovirus encoding OVA or melanoma epitopes directly
into the tumor.” It could be feasible to combine the respective ad-
vantages of OVs and particle display by designing an oncolytic
adenovirus encoding the ADDomer-ST and the antigen of interest
fused to an SC to benefit from tumor lysis and in situ immune
stimulation.

Figure 4. Effect of therapeutic vaccination with ADDomers on B16-OVA tumor growth

(A) Tumor inoculation, immunization, blood sampling, and organ collection for all groups. (B) Different groups were evaluated regarding the therapeutic effect of ADD-@
(G1), ADD-Duo (G2), ADD-OT-I (G3), and ADD-Blov (G4). ADDomers were injected with the poly(:C) adjuvant, and tumor inoculation was performed using the B16-OVA
cell line. Each group is composed of 12 mice; 6 were sacrificed on day 15 to evaluate the short-term clinical and immunological response, and the remaining mice (n = 5
for ADD-@/Duo/OT-I, n = 6 for ADD-Blov) were sacrificed when the endpoint was reached to investigate a long-term response. (C) Tumor size evolution days after
tumor inoculation (n = 11 for ADD-@/Duo/OT-I, n = 12 for ADD-Blov). (D) Photographs showing the difference in tumor size and aspect on mice vaccinated with ADD-& or

ADD-OT-I.
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MATERIALS AND METHODS

Baculovirus production

The baculovirus expression system was used for production of the
different ADDomers (ADD-@, ADD OT-I, ADD-Duo, and ADD-
ST) and for OVA fused to SC (Blov-SC). Synthetic DNA (Genscript)
was cloned in pACEBacl using the restriction sites BamHI and
HindIII. For Blov-SC, the OVA sequence (1-355) was cloned up-
stream of the SC, and a Hiss tag was added to the C-terminus of
SC. This fusion protein was secreted using the melittin signal peptide
in the vector. Recombinant baculoviruses were made by transposition
with an in-house bacmid expressing yellow fluorescent protein, as
described previously.” The baculovirus was amplified on Sf21 cells
at a low multiplicity of infection (MOI), and after two amplification
cycles, it was used to infect insect cells for 64-72 h at a high MOL.
For ADDomer production, the infected cells were pelleted and recov-
ered, whereas for Blov-SC, cells were discarded, and the supernatant
was saved.

Protein purification

ADDomer purification

The ADDomers were purified according to a classic protocol.*’
Briefly, after lysis of the insect cell pellet by three cycles of freezing-
thawing in the presence of Complete protease inhibitor cocktail
(Roche) and removal of debris, the lysate was loaded onto a 20%-
40% sucrose density gradient. The gradient was centrifuged for
18 h at 4°C at 41,000 rpm on an SW41 rotor in a Beckman XPN-
80 ultracentrifuge. The dense collected fractions at the bottom of
the tubes were dialyzed against HEPES (10 mM, pH 7.4) and NaCl
(150 mM) and then loaded onto a Macroprep Q cartridge (Bio-
Rad). After elution by a 150-600 mM linear NaCl gradient in
HEPES (10 mM, pH 7.4), ADDomer-containing fractions were
checked by SDS-PAGE and concentrated on Amicon (MWCO,
100 kDa) with buffer exchange to HEPES (10 mM, pH 7.4) and
NacCl (150 mM).

Blov-SC purification

The insect cell supernatant was centrifuged after thawing for 15 min
at 5,000 x g for 30 min. The new supernatant was supplemented with
10 mM imidazole-HCl and Complete protease inhibitor cocktail
EDTA free (Roche). The His-tagged Blov-SC protein was then puri-
fied by loading the supernatant onto a 1-mL His GraviTrap prepacked
column (GE Healthcare), pre-equilibrated with 20 column volumes
(CVs) of 500 mM sodium chloride, 10 mM HEPES (pH 7.4), and
10 mM imidazole. Columns were then washed with 20 CVs of the
same buffer to remove non-specifically bound material. A second
wash was performed at 12.5 mM imidazole in a similar buffer. Pro-
teins were eluted with 10 CV's of buffer containing 200 mM imidazole.

Blov-SC-containing fractions were checked by SDS-PAGE and
concentrated on Amicon (MWCO, 30 kDa) with buffer exchange
to HEPES (10 mM, pH 7.4) and NaCl (150 mM).

ADD-Blov complex formation for characterization and mouse
immunization experiments

Covalent complex formation was obtained by incubation of purified
ADD-ST with purified Blov protein fused to SC (Blov-SC). Incuba-
tion was performed at 25°C under agitation on a Thermomixer at
300 rpm. The Blov-SC ratio per ADD-ST was fixed to 1:4 (1 Blov-
SC for 4 monomers) to avoid steric hindrance between the Blov-SC
proteins on the ADDomer surface. For immunization experiments,
a ratio of 3 copies of Blov-SC per ADD-ST was chosen to leave min-
imal free Blov-SC. This ratio was calculated on SDS-PAGE using
ImageLab software (Bio-Rad). The integrity of ADD-Blov was
checked by negative-stain electron microscopy.

B16-OVA culture and preparation for tumor challenge in mice
B16 melanoma cells stably expressing chicken OVA (B16-OVA)
were provided by Dr. Dalil Hannani (TIMC Laboratory, Université
Grenoble Alpes, France). The cells were tested for OVA expression
(Figure S1) and for pathogens (mouse essential panel and PVM
(Pneumonia Virus of Mice) PCR, Charles River Laboratories).
The cell lines were maintained in RPMI-1640 Glutamax (Gibco)
containing 10% fetal bovine serum (Gibco), 5,000 U/100 mL of
penicillin-streptomycin (Gibco), and 500 pg/mL Geneticin at
37°C in 5% CO,. Cells were cultivated in T75 flasks, washed
with PBS, and passaged with trypsin. For mouse injection, cells
were resuspended at 2.10®/mL in PBS.

In vivo experiments and vaccination

Animals were housed and bred at the Plateforme de Haute Techno-
logie Animale (PHTA) core facility (Grenoble, France; EU0197,
Agreement C38-51610006) under specific pathogen-free conditions
in a temperature-controlled environment with a 12-h light/dark cycle
and ad libitum access to water and food. Animal housing and proced-
ures were in accordance with the recommendations from the Direc-
tion des Services Vétérinaires, Ministry of Agriculture of France,
according to European Communities Council Directives 2010/63/
EU and according to recommendations for health monitoring from
the Federation of European Laboratory Animal Science Associations.
Protocols involving animals were reviewed by the local ethics com-
mittee (Comité d’Ethique pour 'Expérimentation Animale no. 12,
Cometh-Grenoble) and approved by the Ministry of Research
(APAFIS 2021032418404959_v3, APAFIS 2018062601109404_v2,
and APAFIS 2020112016376739_v1).

Figure 5. Short-term immunological responses

(A) Percentage of CD8" dextramer OT-I" T lymphocytes in the spleen (n = 6) and in the tumor (n = 5 for ADD-@, n = 1 for the other groups) for all groups. (B) Dot plot
representation of the percentage of CD8" dextramer OT-I" T lymphocytes in the tumor of one mouse per group. (C) Absolute number of CD8* dextramer OT-I* T lymphocytes
in the spleen (n = 6) and in the tumor (n = 5 for ADD-@, n = 1 for the other groups) for all groups.
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Figure 6. Tumor growth and survival monitoring for therapeutic vaccination

(A) Kaplan-Meier survival analysis showing the percentage of surviving mice. (B) Tumor growth curves for individual mice of each group. The numbers of tumor-free mice are
shown in parentheses.

Vaccination experiments were performed according to ethics guide-
lines. Five-week-old female C57Bl6] mice were purchased from Janv-
ier (Le Genest-Saint-Isle, France).

Adjuvant screening
Each mouse (6 groups of 3 mice each) received 100 UL of vaccine:
50 pL of ADDomer (40 pg per mouse) in HEPES (10 mM) and
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NaCl (150 mM) adjuvanted with an equivalent volume of ODN 2395
(50 pg per mouse), MPLA (20 pg per mouse), or poly(I:C) (50 ug per
mouse) (VacciGrade-InvivoGen). Mice were injected subcutaneously
in the right flank twice (days 0 and 7) and sacrificed on day 14 for or-
gan harvest (spleen and injection site draining lymph nodes [axillary,
brachial, and inguinal lymph nodes on the right flank]). Blood was
collected by retro-orbital sampling on day 0 and day 14 under anes-
thesia using 4% isoflurane.

Prophylactic vaccination

Mice received 5 doses, injected subcutaneously in the left flank, of the
poly(I:C) adjuvanted ADDomer vaccine on days 0, 2, 5, 7, and 9. On
day 34 (i.e., 25 days after the last vaccination), the mice were chal-
lenged with inoculation of B16-OVA cells (2.10° cells/mice in a total
volume of 100 pL of PBS, right flank). Tumor growth was monitored
for 17 days after the challenge.

Therapeutic vaccination

Mice received the first tumor inoculation (B16-OVA, 2.10° cells,
right flank) before receiving 5 doses of the therapeutic poly(I:C)-
adjuvanted ADDomer vaccine on days 1, 3, 6, 8, and 10. On day
15, 6 of the 12 animals were sacrificed, and the blood, tumor,
spleen, and tumor side draining lymph nodes (axillary, brachial,
and inguinal lymph nodes on the right flank) were collected for
immune analyses. The 5 or 6 remaining vaccinated and tumor-
bearing mice were then monitored for survival until the ethical
endpoint was reached.

Flow cytometry analyses of the CD8" dextramer OT-I* response
After collection, organs (lymph nodes, spleens, and tumors) were re-
suspended, washed, and filtered using a 100-pm cell strainer. For
spleens and tumors, Red Blood Lysis Buffer (1-min incubation,
1181438900, Merck) and RPMI-1640 Glutamax (Gibco) supple-
mented with 25 pg/mL of Liberase (20-min incubation, Liberase
Research Grade, 5401119001, Merck), respectively, were used during
this process. Two million cells were then incubated at room temper-
ature (RT) in the dark for 30 min with the dextramer OT-I (H-2 Kb
[SIINFEKL], JD2163-PE, Immudex). CD45, Live/Dead, CD3, CD4,
and CD8 antibodies (BD Biosciences) were then added for 20 min
at 4°C in the dark. Cells were then washed and analyzed on a flow cy-
tometer (LSRIIT Analyzer, BD Biosciences).

ELISA

The peptide OT-II (peptide OVA ,3_339, InvivoGen) was diluted at
2 pg/mL in PBS, and 50 mL was coated overnight at 4°C in a 96-well
plate (Maxisorp Nunc Immunoplate, 442404). Plates were washed
using a Thermo Scientific microplate washer (5165040). After three
washes with 100 pL of PBS-Tween (0.05%), plates were blocked with
PBS-BSA (3%) for 1 h. Mouse serum was serially diluted in PBS and
incubated for 1 h (50 mL/well) at RT. After five washes with PBS-
Tween (0.05%), a goat anti-mouse immunoglobulin G (IgG) (H +
L) secondary antibody linked to horseradish peroxidase (JIR 115-
035-062) diluted at 1:2,500 in PBS-Tween (0.05%) was added for 1
h. After five washes, 50 mL of transmembrane domain substrate

was distributed per well. The enzymatic reaction was stopped after
70 s by addition of 50 mL of H2S04 (1 M), and plates were read at
450 nm with a Tecan Spark 10M plate reader.

Electron microscopy: Negative staining

Samples of 3.5 mL were adsorbed on the clean side of a carbon film
evaporated previously on mica and then stained using 2% (w/v) so-
dium silicotungstate (pH 7.4) for 30 s. The sample/carbon ensemble
was then transferred to a grid and air dried. Images were acquired un-
der low-dose conditions (<30 e"/A?%) on an F20 electron microscope
operating at 120 kV using a CETA camera.

Statistical analyses

Because percentages and absolute numbers of CD8" dextramer
OT-I" T lymphocytes datasets followed a non-normal, heterosce-
dastic distribution, a non-parametric test was used for comparison
of the different groups. Kruskal-Wallis tests were performed,
followed by a Dunn’s multiple comparison test for each figure.
Differences were considered significant when the p value
was below 0.05. Statistics were performed using GraphPad soft-
ware v.8.
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