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 De la vigne au vin 

 Vin et santé : une grande controverse 

Tantôt décrié pour les méfaits de son alcool, tantôt adulé par les bienfaits des molécules 

naturelles qu’il contient, le vin et ses relations avec la santé sont contradictoires et font 

souvent débat.  

a) French Paradox et effets positifs de la consommation de vin 

En dépit de la confusion qui règne autour d’une consommation modérée de vin, il apparait en 

France, principalement dans le Sud-ouest, un constat intriguant. Malgré une alimentation 

riche en graisse et une consommation modérée de vin, les Français présentent un taux 

d’infarctus plus faible que les habitants d’autres pays du Nord de l’Europe ou des Etats-Unis, 

ayant un développement économique et une consommation de graisse analogue ; ce 

phénomène fut pour la première fois nommé « French Paradox » ou Paradoxe Français en 

1998. Celui-ci a été expliqué par les effets protecteurs de certains aliments consommés par 

cette population où le vin semblerait un candidat protecteur intéressant (Renaud & Gueguen, 

1998).  

Des études épidémiologiques mondiales telles que le projet WHO-MONICA (World Health 

Organisation - MONitoring trends and determinants In CArdiovascular disease) (Tunstall-

Pedoe, Kuulasmaa et al., 1994)  ont permis de montrer que la survenue d’infarctus du 

myocarde en France, s’inscrit dans un gradient décroissant Nord-Sud au niveau Européen qui 

remet en cause le paradoxe français (Lang, Ducimetière et al., 1998). Néanmoins, ce 

phénomène pourrait s’expliquer par une alimentation qui tend à ressembler au régime 

« méditerranéen » ou « régime crétois ». Ce dernier est composé d’une abondance 

de fruits, de légumes, de céréales et d'huile d'olive, d’une consommation modérée de vin et 

de poissons et d’une consommation limitée en produits laitiers, œufs et viande. Ce régime est 

pratiqué dans les pays du bassin méditerranéen et semble diminuer l’incidence de la mortalité 

et prévenir des maladies cardiovasculaires et du cancer (Sofi, Macchi et al., 2014).  

Concernant le vin seul, des études ont pu mettre en évidence qu’une consommation régulière 

et modérée présente des « effets santé » protecteurs et permettrait ainsi d’augmenter la 

longévité comparativement à l’abstinence ou à l’excès (Grønbaek, Becker et al., 2001). L’un 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Fruit_(alimentation_humaine)
https://fr.wikipedia.org/wiki/L%C3%A9gumes
https://fr.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9r%C3%A9ales
https://fr.wikipedia.org/wiki/Huile_d%27olive
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vin
https://fr.wikipedia.org/wiki/Produits_laitiers
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C5%92uf_(cuisine)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Viande
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des bienfaits les plus décrit concerne les maladies cardiovasculaires.  La consommation d’un 

à trois verres de vin par jour, soit une consommation modérée, semble diminuer le risque de 

maladies cardiovasculaires, plus particulièrement le risque d’athérosclérose (German & 

Walzem, 2000).  

Dès 1996, Goldberg et son équipe ont étudié le risque d’athérosclérose  sur des volontaires 

sains ayant consommé du resvératrol à partir soit de vin blanc (concentration de resvératrol 

non détectable), soit de vin rouge (4 mg/ml de resvératrol) ou de jus de raisin avec ou sans 

resvératrol (Pace-Asciak, Rounova et al., 1996).  Après 4 semaines de consommation, le 

resvératrol semblerait empêcher l’agrégation plaquettaire induite par la thrombine. 

Néanmoins, il faut rester prudent face à cette étude car elle ne tient pas compte des autres 

polyphénols du vin qui pourraient interférer avec les processus ou de l’alcool que contient le 

vin. Les principales molécules auxquelles sont attribués ces bienfaits sont les flavonoïdes. 

Cette grande famille de polyphénols est présente dans une grande partie des fruits et légumes. 

Ces molécules, en plus de leurs activités anti-thrombiques, se sont révélées être des anti-

cancéreux en modulant les voies de signalisation connues pour être impliquées dans la 

cancérogénèse (Fernandes, Pérez-Gregorio et al., 2017, Pierini, Gee et al., 2008). De plus, 

quelques études épidémiologiques rétrospectives vont en ce sens. Crockett et coll. ont pu 

montrer une relation inverse entre une consommation modérée de vin (inférieur à 14 

grammes d’alcool par jour, soit 1 à 2 verre par jour) et le développement d’un carcinome de 

la partie distal du colon et du rectum (Crockett, Long et al., 2011).  

Dans ce cadre, F. Mazué et coll. ont pu mettre en évidence une diminution de la prolifération 

de cellules tumorales de cancer colique in vitro en présence d’un extrait de vin désalcoolisé 

(Mazué, Delmas et al., 2014). De même, He et coll. ont montré un effet préventif de l’extrait 

de vin contre le cancer du sein. En effet, les polyphénols contenus dans cet extrait seraient 

capable d’inhiber l’aromatase, une enzyme surexprimée par les cellules de la tumeur 

mammaire (He, Sun et al., 2008). Certaines études présentent également une réduction du 

risque de cancer colorectal uniquement en association avec un régime alimentaire de type 

méditerranéen. Dans ce cas, le mode de vie aurait plus d’impact sur la survenue de la maladie 

que la prise des polyphénols du vin (Klarich, Brasser et al., 2015). Parmis les polyphénols du 

vin, le resvératrol et ses métabolites ont montré leur efficacité par une diminution de 5 % de 
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la prolifération tumorale chez des patients atteint d’un cancer colorectal lors d’un essai 

clinique de phase I/II (Patel, Brown et al., 2010). 

Néanmoins, les résultats concernant les effets des polyphénols dans le cancer sont très variés. 

Chao et coll. ne révèlent pas de réduction du risque de survenue d’un cancer colorectal lors 

d’une consommation modérée de vin (Chao, Haque et al., 2010). 

Une étude a montré qu’en association, les polyphénols avaient des activités différentes 

(Mazué et al., 2014). En effet, la combinaison resvératrol/quercétine montre un fort effet 

synergique, comparativement aux molécules seules, sur la prolifération de cellules tumorales 

de cancer colique et sur leur blocage en phase S. De manière intéressante, la catéchine, un 

flavanol, produirait un simple effet additif sur la prolifération lorsqu’il est en combinaison avec 

le resvératrol et la quercétine. Ces données illustrent la grande variabilité des résultats sur les 

études « vin et santé » et ceci pourrait s’expliquer par la différence de composition des 

différents vins.  

Par ailleurs, au sein de notre équipe, nous avons pu démontrer qu’en plus de l’effet anti-

cancéreux observé, certains polyphénols dont quelques flavonoïdes pouvaient jouer un rôle 

important dans la modulation du système immunitaire et notamment dans la réponse 

immune adaptative ou innée. Les conséquences importantes de cette modulation sont la 

diminution de médiateurs lipidiques pro-inflammatoires et de substances responsables d’une 

inflammation chronique telles que des cytokines et des interleukines (Delmas & Xiao, 2012, 

Ghiringhelli, Rebe et al., 2012) 

b) Les effets néfastes d’une consommation excessive de vin 

Il est couramment admis qu’une consommation non modérée ou excessive de vin peut avoir 

des effets néfastes importants, de par sa teneur en alcool, surtout si elle est accompagnée 

d’autres boissons alcoolisées. L’effet négatif le plus visible du vin est son effet enivrant. 

L’éthanol pris à forte dose agit défavorablement sur le système nerveux central pendant 

plusieurs heures, pouvant causer des dommages irréversibles sur le cerveau comme la perte 

de connexion neuronale ou la destruction de neurones. Outre la sensation d’euphorie, la 

plupart des fonctions cérébrales sont altérées provoquant une augmentation de la prise de 

risque et une déficience des fonctions motrices et d’équilibre. Ces phénomènes augmentent 

considérablement la survenue d’incident telle que l’insécurité routière ou les comportements 
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violents (Arvers, Batel et al., 2003). De plus l’alcool est une drogue facilement accessible qui 

est responsable d’une forte accoutumance. En effet, l’alcoolisme se caractérise par l'absence 

du sentiment de satiété lors de la prise d’éthanol.  

Il est également important de noter que la consommation d’alcool, même occasionnelle, 

pendant la grossesse peut engendrer de graves conséquences sur le développement du fœtus 

et le comportement du jeune enfant. La prise d’alcool peut entrainer une naissance 

prématurée, un retard de croissance du jeune enfant ou dans les cas les plus graves, l’enfant 

peut souffrir du syndrome d’alcoolisation fœtal à la naissance provoquant des malformations 

comme la microcéphalie et des déficiences intellectuelles (Wilhoit, Scott et al., 2017).  

De plus, l’éthanol contenu dans une boisson alcoolisée fait parti des cancérigènes de catégorie 

1 selon l’Agence Internationale de recherche contre le cancer (IARC). C’est alors à ce titre que 

la consommation d’alcool pourrait favoriser le développement de certains cancers (Secretan, 

2009) comme les cancers de la cavité buccale, du pharynx, du larynx et de l’œsophage mais 

également le cancer du sein (Narod, 2011, Nowosielska-Grygiel, Owczarek et al., 2017). 

Néanmoins, il ne faut pas négliger le rôle de l’acétaldéhyde, cancérigène de catégorie 1 selon 

l’IARC, qui est directement présent dans les aliments ou les boissons ou qui peut être produit 

à partir de l’éthanol. Ce composé pourrait induire des dommages à l’ADN, altérer l’expression 

génique et ainsi augmenter le risque de cancérogénèse colique et gastrique (Na & Lee, 2017).  

Enfin, le foie est le plus souvent touché par une consommation excessive d’alcool car il est le 

principal organe assurant la transformation de l’éthanol. Les cellules hépatiques, qui 

permettent la transformation de l’éthanol en acétaldéhyde, se trouvent lésées par ce dernier 

pouvant ainsi provoquer l’apparition d’une stéatose puis d’une cirrhose et enfin d’un 

carcinome hépatique (Balogh, Victor et al., 2016).  

De manière générale, la plupart des études ne distinguent pas consommation de vin (modérée 

ou excessive) et la prise d’éthanol, oubliant ainsi de prendre en compte les autres constituants 

du vin.  

Ces différences de résultats peuvent s’expliquer par la grande variabilité de composition 

qualitative et quantitative du vin. Effectivement, lors de la fabrication de celui-ci, les procédés 

diffèrent en fonction de la région de production, du vigneron, du matériel utilisé. Les variations 

peuvent également être dues au cépage de vigne utilisé. En effet les baies d’un Pinot Noir 
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contiendront plus de polyphénols que les baies d’un Chardonnay ou d’un Riesling. De plus le 

temps de macération des parties solides dans le moût peut varier et ainsi influer sur la quantité 

et les variétés de polyphénols retrouvés dans le vin (Mazué et al., 2014).  

 La vinification 

La production de boissons fermentées, plus vieil ancêtre du vin, remonte probablement 

au Mésolithique lors de la Préhistoire. Néanmoins, la mise en culture de la vigne aurait débuté 

il y a six mille ans, dans le sud du Caucase. Les premiers vins fabriqués étaient aromatisés avec 

des fruits, des herbes ou des épices et enrichis de miel ou de sel pour une meilleure 

conservation. 

En Bourgogne, l’origine du vin est datée de l’Antiquité, où la culture de la vigne a été apportée 

par les Romains lors de la conquête de la Gaule. C’est au Moyen Âge que cette culture 

s’intensifie grâce aux deux ordres monastiques Cîteaux et Cluny.  

De nos jours, la Bourgogne produit 3 % de la production française et 0,5 % de la production 

mondiale mais n’en est pas moins une région viticole majeure réputée pour la qualité de ses 

vins. La situation géographique, les facteurs météorologiques, la composition de ses sols et 

les nombreux cépages renommés sont autant d’atouts que compte la Bourgogne pour sa vigne 

et son vin et lui permettent de donner naissance à 100 Appellations d’Origine Contrôlées 

(AOC). Aujourd’hui, même si la consommation de vin ne cesse de diminuer, elle reste 

importante dans les pays du bassin méditerranéen en restant un élément central de notre 

culture et de notre alimentation.  

La fabrication du vin est basée sur la fermentation d’un jus de fruit, le raisin, issu de la vigne, 

Vitis vinifera. Ces baies sont riches en sucres (monosaccharides, polysaccharides et 

hétérosides) qui, en association avec les levures et bactéries lactiques, permettent la 

fermentation malolactique. Les seconds constituants du raisin sont les acides organiques qui 

donnent le caractère acide au vin. Arrivent ensuite les composés phénoliques qui ont une forte 

influence sur les propriétés organoleptiques du vin. Cette grande famille de molécules 

comprend : les acides phénols, les stilbènes, les flavonoïdes et les anthocyanes. Pour finir, les 

tanins, qui sont des macromolécules phénoliques, composent les baies. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Fermentation_alcoolique
https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9solithique
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La vinification, qui permet la transformation du raisin en vin, est une suite de processus 

complexes qui nécessite l’intervention de levures et de bactéries. Ces microorganismes sont 

naturellement présents sur la peau du raisin, dans les cuves et les fûts mais aussi dans 

l’ensemble des équipements utilisés lors de la vinification. Néanmoins, les méthodes de 

vinification varient en fonction des régions et du vigneron. Ce processus est décrit ci-dessous 

en reprenant les treize étapes utilisées dans l’élaboration des vins rouges de Bourgogne 

(Figure 1) : 

1. Egrappage ou éraflage et foulage : séparation des baies de raisin de la rafle et éclatement 

de celles-ci afin d'en libérer le jus.  

2. Encuvage: processus de macération dans des cuves d’acier. 

3. Pigeage et remontage : les parties solides (chapeau de marc) qui se trouvent à la surface de 

la cuve sont enfoncées dans le moût puis ce dernier est pompé et réintroduit par le haut de la 

cuve en arrosant le chapeau de marc, afin d'en extraire les tanins et la couleur. C’est lors de 

cette étape que les polyphénols passent de la pellicule et des pépins au moût.  

4. Fermentation alcoolique : transformation des sucres du moût en alcool par les levures, qui 

libèrent de nombreux arômes ; le moût devient vin.  

5. Ecoulage et décuvage : le vin est écoulé dans une autre cuve ou dans des fûts en bois. Il est 

appelé « vin de goutte » et s’oppose au « vin de presse » récupéré du marc lors du pressurage 

(6). 

7. Assemblage et débourbage : le vin de goutte et le vin de presse qui sont des vins troubles, 

sont assemblés avant l'élevage. Les particules les plus lourdes sédimentent et forment des 

bourbes qui sont éliminées. Le vin clair est alors mis en fût.  

8. Fermentation malolactique : Des bactéries lactiques, principalement de l'espèce O. oeni, 

transforment l'acide malique en acide lactique diminuant l'acidité du vin et le stabilisant. 

9. Soutirage et sulfitage : le vin clair est soutiré (changé de contenant) dans une cuve ou un 

fût et les grosses lies sont éliminées. Afin de le protéger des micro-organismes et de 

l’oxydation, le vin se voit ajouter du soufre (SO2).  

10. Elevage : le vin est conservé en fût pendant plusieurs mois durant lesquels des échanges 

se font avec le bois. C’est à cette étape que le vin subit une évolution structurelle et 

aromatique.  
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11. Soutirage, assemblage : le vin soutiré de différents fûts est assemblé en cuve afin 

d'homogénéiser son bouquet aromatique.  

12. Collage : le vin est clarifié par une colle protéique, minérale ou synthétique qui précipite 

les particules en suspension. Ainsi clarifié et stabilisé, le vin peut être filtré et mis en bouteille 

(13). 

 

Figure 1. Schéma des différentes étapes de la vinification des vins rouges de Bourgogne. 
D’après les illustrations du BIVB 

En ce qui concerne la vinification des vins blancs, les étapes varient légèrement du fait que les 

parties solides du raisin ne macèrent pas avec le moût. Après récolte, les baies sont pressées 

puis le moût est mis en cuve. Les particules les plus lourdes du moût sédimentent dans le fond 

de la cuve pour donner naissance à un jus « clair ». Ensuite les sucres du moût se transforment 

en alcool sous l’action des levures fermentaires. Le vin est ensuite mis en fût où a lieu la 

fermentation malolactique puis de nouveau soutiré et sulfité. Après l’élevage du vin en fût, 

celui-ci est assemblé, purifié puis mis en bouteilles. 
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 Composition du vin rouge 

Le vin rouge est une boisson très étudiée et décrite, néanmoins sa composition est 

extrêmement complexe de par les différents facteurs qui peuvent la faire varier. Le cépage, le 

climat, le terroir et l’année en sont quelques exemples. En effet, même si la majorité des 

constituants du vin est déjà décrite (tableau 1), cette diversité de composition rend les études 

sur le vin complexes à généraliser. 
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Tableau 1. Composition chimique du vin. Les valeurs minimales et maximales sont 
présentées à titre indicatif et proviennent d’un panel de treize publications. D’après 
(German & Walzem, 2000). 

Composés Concentration en g/L 
Min Max 

Eau 800 900 

Ethanol 80 150 

Autres alcools 3 1.9 

Glycérol 3 14 

Aldéhydes 0.01 0.5 

Carbohydrates 

Glucose 0.5 1 
Fructuose 0.5 1 

Pentose : Arabisone, rhamnose, xylose 0.8 2 

Pectine 0 traces 

Inositol 0.3 0.5 

Fucose 0 0.005 

Composés minéraux : K+, Mg2+, CO2, phosphate, Ca2+, Cl-, SiO2, F, Al, Mn, Na+, Fe2+ Br, I, Cu2+ 1.5 4 

Acides organiques : Acide tartarique, lactique, succinique, acétique, malique, citrique, fumarique 3 11 

Composés azotés 0.1 0.9 

Composés phénoliques (concentrations en mg/L) 900 2500 

NON FLAVONOÏDES   

        Acides hydroxybenzoïques 

Acide para-hydroxybenzoïque 

 

20 20 

Acide gallique 

 

26 320 

Gallates 

 

30 59 

Acide salicylique 

 

N/D 

 

N/D 

 Acide syningique 

 

4.2 5.9 

Acide protocatéchurique 88 88 

       Acides hydroxycinnamiques 

Acide cis/trans-coutarique  16 

 

24 

Acide cis/trans-caftarique  
 

11 47 

Acide caféique  
 

3 18 

Acide coumarique  
 

7.5 22 

Acide férulique  
 

19 19 

       Stilbènes Trans-resvératrol  
 

0.1 2.3 

Picéide  
 

N/D 

 

N/D 

 FLAVONOÏDES 

       Flavonols 

Quercétine 5 53 
Myricétine  
 

2 45 

Kamempférol  
 

18 18 

Rutine 0.5 10.8 

       Flavanols 
Catéchine  
 

27 191 

Epicatéchine  
 

21.4 128 

Procyanidines  
 

29 333 

       Anthocyanines 

Delphinidine 3-monoglucoside  
 

22 22 

Cyanidine 3-monoglucoside  
 

2.8 38 

Pétunidine 3-monoglucoside  
 

18 18 

Péonidine 3-monoglucoside  
 

32 32 

Malvidin 3-monoglucoside  
 

24 170 
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L’eau est le constituant majeur du vin représentant 80 à 90 % de son volume total. 

Les alcools sont les seconds composants du vin et sont produits par les levures à partir des 

sucres du raisin. On peut retrouver entre 8 % et 16 % d’éthanol dans le vin qui peut faire varier 

sa qualité, sa conservation et sa valeur commerciale. La proportion d'alcool est directement 

lié à l'état de maturité du raisin, car plus la baie est mûre plus elle contient de sucres. 

Néanmoins au-delà de 16 % d’alcool, les levures deviennent inactives et limitent ainsi le degré 

alcoolique maximal des vins naturels. On retrouve également du glycérol, un polyol, à hauteur 

de 4 à 9 %. Ce dernier est produit au début de la fermentation alcoolique et contribue à la 

qualité du vin en lui apportant du moelleux et de la rondeur. Le vin contient également de 

l’inositol, un facteur de croissance important pour les bactéries, et une faible quantité de 

méthanol. 

Viennent ensuite les sucres. Leur teneur dans les vins est extrêmement variable. Le jus de 

raisin est très riche en hexose (glucose et fructose) mais ces molécules sont converties en 

éthanol lors de la fermentation malolactique. Certains vins comme les vins blanc doux et 

liquoreux, en conservent néanmoins une teneur résiduelle. De petites quantités de pentoses 

(L-arabinose, D-xylose, D-ribose, L-rhamnose) se retrouvent également dans le vin à des 

concentrations de 0,3 à 2 g/L. Ces molécules sont plus abondantes dans les vins rouges que 

blanc du fait de leur localisation dans les parties solides du raisin mais influencent peu la 

saveur sucrée du vin.  

Les minéraux ; anions, cations et métaux ; font également partie de la composition du vin. 

Néanmoins leurs teneurs dans les vins sont très variables mais restent faibles. Ces particules 

sont dissoutes dans le moût lors de la macération des parties solides dans ce dernier. Ceci 

peut expliquer les différences de concentrations de ces composants. Parmi les éléments 

minéraux, on peut retrouver les ions chlore (Cl-), souffre (SO4
2-), phosphore (PO4

3-), sodium 

(Na+), calcium (Ca2+), magnésium (Mg2+). On trouve aussi l’iode (I), le fluor (F), le brome (Br), 

et l’oxyde de silice (SiO2). Le vin contient également des métaux tels que le cuivre (Cu2+), le fer 

ferreux (Fe2+), l’aluminium (Al), le chrome (Cr), le nickel (Ni), l’argent (Ag) et le manganèse 

(Mn). 

D’autres constituants importants sont les acides organiques qui donnent le caractère acide au 

vin. L'acide tartrique est l'acide spécifique du raisin et du vin et influe beaucoup sur le pH de 

celui-ci de par sa forte dissociation. L'acide malique est très répandu dans le règne végétal et 

http://www.futura-sciences.com/planete/definitions/botanique-raisin-7698/
http://www.futura-sciences.com/sante/definitions/nutrition-sucre-16105/
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joue sur la perception de verdeur d’un vin dont la maturation du raisin n’a pas été optimale 

lors d’un été froid ; ou encore sur le caractère sévère des vins jeunes. L'acide citrique est 

présent chez tous les cépages mais ce dernier est concentré dans le moût par la pourriture ou 

le passerillage des raisins. Beaucoup de vins rouges en sont dépourvus car les bactéries 

lactiques peuvent le transformer en acide acétique. 

On retrouve également dans le vin des substances azotées. Outre la forme ionique NH4
+, on 

retrouve l’azote dans plusieurs composés biochimiques : acides aminés, hexosamines, bases 

puriques, polypeptides. Parmi les polypeptides, on trouve des protéines qui peuvent être 

précipité artificiellement dans le vin blanc pour limiter les dépôts ou qui sont éliminées par 

réaction avec les tanins dans les vins rouges.  

Arrivent enfin les composés phénoliques qui ont une forte influence sur les propriétés 

organoleptiques du vin (saveur, astringence, dureté), qui exercent un effet bactéricide ou 

encore qui interviennent dans le vieillissement du vin. Cette grande famille de molécules est 

basée sur la présence dans leur composition, d’au moins un cycle aromatique (benzène) 

associé à d’autres fonctions : alcool, carboxylique… Il existe quatre principales familles de 

composés phénoliques : les acides phénols, les flavones, les anthocyanes, les tanins. 

Les acides phénols sont les composés phénoliques dont la forme est la plus simple. Ils sont 

présents dans le vin sous la forme de dérivés de l’acide benzoïque (acide salicylique, gallique, 

catéchique et vanillique) ou dérivés de l’acide cinnamique (acide coumarique, caféique et 

férulique). 

Les anthocyanes sont des glycosides dans lesquels une ou deux molécules de sucres sont 

fixées à des noyaux phénoliques. Ils représentent les pigments rouges du raisin et du vin.  

Les flavones sont une grande famille de polyphénols ayant de nombreuses sous-classes et 

possèdent deux cycles benzéniques reliés par une chaîne à 3 carbones. Ils représentent les 

pigments jaunes du raisin et du vin blanc. 

Enfin, les tanins sont des macromolécules phénoliques qui proviennent de deux sources. Les 

tanins catéchiques se trouvent dans la pellicule, dans les pépins et dans la rafle des baies 

tandis que les tanins ellagiques ou gallotanins proviennent du bois de chêne lors de l’élevage 

en fût. Ils forment des combinaisons avec des protéines et d'autres polymères tels que les 

polysaccharides pour moduler les propriétés organoleptiques du vin. 

http://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-tanin-11696/
http://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/physique-durete-2076/
http://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-polyphenol-6212/
http://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/chimie-polymere-803/
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Pour terminer, une petite famille de polyphénol non flavonoïque se distingue, les stilbènes. 

Ce sont les structures polyphénoliques les moins complexes présentes dans le vin (deux cycles 

benzéniques reliés par une chaine carbonée) et sont principalement représentées par le 

resvératrol (3,4′,5-trihydroxy-trans-stilbene). Ce dernier s’est révélé être un antioxydant 

puissant chez l’Homme. 

Au travers des composés polyphénoliques qui le composent, le vin rouge, un extrait 

desalcoolisé de celui-ci ou encore les molécules les plus intéressantes pourraient-ils jouer un 

rôle dans le cadre d’une prévention primaire de l’inflammation et du cancer ? En d’autres 

termes le vin pourrait-il jouer un rôle dans la diminution de l’incidence du cancer dans la 

population et participer, dans le cadre d’un régime méditerranéen à réduire les risques 

d'apparition de nouveaux cas.  

Pour répondre à cette question notre équipe s’est tout d’abord concentrée sur l’étude d’un 

polyphénol de la famille des stilbènes, le resvératrol. Cette phytoalexine est produit par la 

vigne, plus particulièrement au niveau de la pellicule du raisin, en réponse à un stress afin de 

se protéger des agressions extérieures. Chez l’homme, le resvératrol permettrait de protéger 

les parois vasculaire de l’oxydation, de diminuer l’inflammation et de limiter l’agrégation 

plaquettaire et la formation de thrombus (Delmas, Jannin et al., 2005). Il a également montré 

des effets in vitro sur des cellules de cancer colorectal en diminuant leur prolifération par le 

blocage de leur cycle cellulaire (Delmas, Passilly-Degrace et al., 2002) et en stimulant des voies 

apoptotiques de mort cellulaire (Delmas, Rébé et al., 2003). En association avec des 

chimiothérapies, le resvératrol potentialise l’effet anti-tumoral de ces molécules par une 

augmentation des dommages à l’ADN et de l’apoptose (Aires, Limagne et al., 2013).  

De plus, notre équipe a pu montrer que le resvératrol jouait un rôle sur le système immunitaire 

et la réponse anti tumorale.  En effet le resvératrol a la capacité de diminuer la synthèse et la 

production d’une cytokine pro-inflammatoire, l’IL-17, ainsi que de bloquer la translocation 

nucléaire de Rorc, un facteur de transcription clé dans le processus de différenciation Th17. 

Ceci a pour conséquence d’empêcher la différenciation in vitro du lymphocyte T helper 17 

murin ou humain et ainsi d’affaiblir la composante pro-inflammatoire du microenvironnement 

tumoral. De plus, le resvératrol a la capacité de réduire la croissance tumorale chez la souris 

par un blocage de la différenciation Th17 comparativement aux souris contrôles (Limagne, 

Thibaudin et al., 2017). 
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C’est sur cette ligne conductrice que nous nous sommes intéressés au rôle du vin dans le cadre 

d’une prévention primaire de l’inflammation. L’inflammation chronique est un facteur de 

risque majeur pour de nombreuses maladies en particulier les pathologies cardiovasculaires, 

auto-immunes et le développement des cancers. Cette inflammation chronique est en lien 

direct avec le fonctionnement du système immunitaire. Ainsi, une modulation des processus 

inflammatoires et du système immunitaire serait une cible de première importance en 

particulier par les composés polyphénoliques du vin dans le but de prévenir le phénomène de 

carcinogénèse.   

 Le cancer  

Avec 14,1 millions de nouveaux cas dans le monde en 2012 (Ferlay, Soerjomataram et al., 

2015), le cancer est un problème majeur de santé publique dans les pays développés. Il 

représente aujourd’hui en France la première cause de mortalité devant les maladies 

cardiovasculaires et ce, malgré la diminution globale du taux d’incidence et du taux de 

mortalité. En 2015, selon l’Institut National des Cancers (INCa) le nombre de nouveaux cas de 

cancer en France métropolitaine est estimé à 385 000 et le nombre de décès liés à ce dernier 

est estimé à 149 500. 

En France, le cancer de la prostate est le plus fréquent chez l’homme avec 56 841 nouveaux 

cas en 2012 et 8 676 décès ; tandis que 48 763 nouveaux cas de cancer du sein dont 11 886 

décès ont été recensés en 2012 et font du cancer mammaire, le cancer le plus fréquent chez 

la femme. Le cancer colorectal est le troisième cancer le plus fréquent tout sexe confondu, 

avec 42 152 nouveaux cas et 17 722 décès. Avec environ 69 495 nouveaux cas par an et 29 949 

décès en 2012, le cancer du poumon est le quatrième cancer le plus incident mais celui dont 

le taux de mortalité est le plus élevé chez l’homme.  

Cette observation à l’échelle nationale suit une tendance mondiale comme l’indiquent les 

derniers chiffres du rapport de l’Agence Internationale pour la Recherche sur le Cancer, sur 

les bases de données GLOBOCAN 2012 sous l’égide de l’OMS (Organisation Mondiale de la 

Santé). En effet, dans le monde, les carcinomes mammaires et coliques représentent 

respectivement 1,7 millions et 1,4 millions de nouveaux cas recensés en 2012, les positionnant 

juste derrière les cancers du poumon avec 1,9 millions de nouveaux cas en 2012. 
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 Cancer colorectal (CCR) 

a) Epidémiologie 

Selon l’OMS, le cancer colorectal est le 2ème cancer le plus incident chez la femme après le 

cancer mammaire et le 3ème chez l’homme après le cancer de la prostate et du poumon. En 

France, en 2012, 42 152 nouveaux cas (23 226 hommes et 18 926 femmes) et 17 722 décès 

(9 275 hommes et 8 447 femmes) sont imputables à celui-ci.  

On peut remarquer une incidence plus forte de ce cancer dans les pays industrialisés 

comparativement aux pays pauvres (Figure 2). C’est pourquoi, les facteurs environnementaux 

pourraient être des facteurs de risques majeurs dans la survenue de ce cancer (Bishehsari, 

Mahdavinia et al., 2014).  

 

Figure 2. Incidence et mortalité du cancer colorectal selon les zones géographiques. D’après 
Cancer Today de l’Agence Internationale pour la Recherche sur le Cancer, sous l’égide de 
l’OMS. 
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En effet, dans nos sociétés modernes, nos modes de vie et de consommation ont 

considérablement changé ; notre activité physique a été réduite favorisant une vie plus 

sédentaire, la durée de vie s’est allongée. La consommation de tabac est restée stable, 

l’urbanisation et l’industrialisation favorisent les contacts avec divers polluants chimiques et 

perturbateurs endocriniens. De plus nos habitudes alimentaires ont été modifiées pour une 

alimentation plus industrialisée, plus riche en sucres et en graisses, augmentant l’incidence du 

surpoids et de l’obésité. Ces deux derniers paramètres sont des facteurs de risques majeurs 

dans la survenue des cancers et plus particulièrement dans les cancers des voies digestives tel 

que le CCR (Matsuo, Mizoue et al., 2012).  

La composante génétique accompagne les facteurs environnementaux comme autre facteur 

de risque majeur. Une personne ayant une prédisposition génétique pour le cancer colorectal, 

a un risque plus élevé de le développer. Néanmoins une minorité de CCR est dûe à une forme 

héréditaire telle que la polypose adénomateuse familiale ou le syndrome de Lynch. Le diabète 

ou les maladies inflammatoires de l’intestin telles que la colite ulcéreuse et la maladie de 

Crohn sont d’autres pathologies impactant positivement le développement d’un CCR (Dyson 

& Rutter, 2012). 

b) Anatomopathologie du CCR 

Le processus de formation d’une tumeur colorectale est un processus lent qui prend plusieurs 

années. Il peut toucher à la fois le côlon ; qui se divise en 4 parties selon sa position dans 

l’abdomen ; ou le rectum qui rejoint le colon sigmoïde au niveau de la jonction recto-

sigmoïdienne. Le processus débute généralement par une prolifération abusive de 

l’épithélium de la muqueuse colorectale. Cette forte prolifération cellulaire conduit à la 

formation de polypes adénomateux bénins, qui en grossissant, deviennent des lésions 

précancéreuses formant des dysplasies. Ces lésions précancéreuses sont à surveiller autant 

que possible après dépistage car elles ont un fort risque de se transformer en lésions 

cancéreuses et provoquer la survenue d’un adénocarcinome colorectal couramment nommé, 

cancer colorectal. 
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c) Prise en charge médicale 

Le CCR touche dans 90 % des cas, des personnes âgées de plus de 50 ans et peut être très bien 

pris en charge lorsqu’il est détecté précocement (taux de survie à 5 ans de 90 %). De plus, les 

symptômes de cette pathologie sont souvent discrets lors des stades précoces. Avec 

l’évolution de la pathologie, on peut observer du sang dans les selles ou un changement de 

fréquence de celles-ci, des maux de ventre intenses, une perte de poids, ou encore des 

vomissements. C’est pourquoi, il est nécessaire de procéder à un dépistage systématique dès 

l’âge de 50 ans malgré une absence de symptômes. Lorsque le test est positif, une coloscopie 

est proposée au patient et un diagnostic médical est posé.  

Les traitements proposés dépendent de différents paramètres tels que l’emplacement et 

l’étendue de la tumeur, son stade de développement et ses caractéristiques génétiques ou 

encore l’état général de santé du patient. En fonction de ces paramètres, le traitement le plus 

adapté lui sera proposé. La chirurgie, la chimiothérapie, la radiothérapie, l’immunothérapie et 

la vaccination sont les traitements les plus couramment utilisés. 

 Caractéristiques d’une cellule cancéreuse 

Suite à une accumulation de mutations altérant son génome, une cellule saine du « soi » se 

voit transformée en une cellule cancéreuse et acquiert de nouvelles fonctions nécessaires à 

sa transformation. Le processus oncogénique durant lequel une cellule devient cancéreuse a 

été décrit dans les années 2000 par Robert Weinberg et Douglas Hanahan. Ils établissent dans 

un premier temps les six caractéristiques que doit acquérir une cellule afin de devenir 

cancéreuse. Celle-ci est capable de proliférer en ignorant les signaux anti-prolifératifs et en 

produisant elle-même ses propres signaux de croissance. Par ailleurs, cette cellule est capable 

d’échapper à la mort cellulaire et ainsi se répliquer de façon illimitée, on parle alors 

d’immortalisation. Elle peut également provoquer la néoangiogenèse permettant le 

développement de la tumeur et la formation de métastases en dégradant la matrice 

extracellulaire (Hanahan & Weinberg, 2000).  

En 2011, ces même auteurs ont proposés quatre nouvelles caractéristiques augmentant, au 

nombre de dix, les « hallmarks » du cancer (Hanahan & Weinberg, 2011). Les cellules 

cancéreuses ont une forte instabilité génomique et voient leurs métabolismes énergétiques 

modifiés. Elles peuvent alors s’adapter facilement aux variations de leur environnement. Ces 
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cellules transformées et détectées comme du « non-soi » par le système immunitaire sont 

alors reconnues et éliminées par ce dernier. Néanmoins, une réponse immunitaire prolongée 

via l’activation des cellules de l’immunité innée peut être responsable d’une inflammation 

chronique induisant ainsi une immunosuppression locale. L’ensemble de ces caractéristiques 

est résumé dans la figure 3. 

Cependant, pour proliférer et former une tumeur cliniquement détectable, les cellules 

cancéreuses doivent échapper à la surveillance du système immunitaire. Cette dernière 

caractéristique correspond à l’échappement des cellules tumorales. 

  

 

Figure 3. Les 10 caractéristiques des cellules cancéreuses. Représentation des dix 
caractéristiques qui permettent l’oncogenèse. D’après (Hanahan & Weinberg, 2011). 

 Immunosurveillance et immunoediting 

Au XXème siècle, Paul Ehrlich fut le premier à émettre l’hypothèse selon laquelle le système 

immunitaire serait capable de reconnaitre et d’éliminer les cellules cancéreuses dès leur 

création : on parle alors d’immunosurveillance.  

 

Nouvelles caractéristiques de 2011 décrites par Hanahan et Weinberg
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Cependant, même chez un sujet immunocompétent, les cellules tumorales peuvent se 

développer malgré la surveillance permanente du système immunitaire. Le système 

immunitaire joue donc un double jeu en protégeant l’hôte mais en contrepartie, il exerce une 

pression de sélection sur les cellules tumorales qui les oblige à trouver un moyen de lui 

échapper. Le système immunitaire module donc l’immunogénicité des cellules tumorales lors 

du processus de cancérogénèse, on parle alors de la théorie de l’ « immunoediting ». (Dunn, 

Bruce et al., 2002).  

La théorie de l’immunoediting se décompose en trois phases qui se succèdent et qui 

demandent l'activation de mécanismes immunitaires innés et adaptatifs : l’élimination, 

l’équilibre et l’échappement (Schreiber, Old and Smyth 2011) (Figure 4). 
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Figure 4. La théorie de l’immunoediting.  D’après (Schreiber, Old et al., 2011) 

Lors de la transformation des cellules saines en cellules cancéreuses par les agents mutagènes, 

ces dernières peuvent exprimer ou émettre des molécules qui altèrent ou activent le système 

immunitaire. Les cellules de l’immunité innée (cellules dendritiques, macrophages et NK 

(Natural Killer)) et de l’immunité adaptative (lymphocyte T CD8, CD4 et B) sont alors activées 

par sécrétion des signaux de danger dans le milieu extracellulaire par les cellules cancéreuses 

(cytokines inflammatoires, chimiokines, ATP (Adénosine Tri Phosphate), HMGB1 (High 

Mobility Group Box 1). Les cellules immunitaires sont également activées par l’expression à la 

surface des cellules cancéreuses, de ligands activateurs des NK ou par l’expression des 
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antigènes tumoraux via le CMH-I qui seront reconnus par les lymphocytes T CD8. Les 

mécanismes mis en place lors de cette première phase permettent l’élimination des cellules 

tumorales immunogènes. Les cellules tumorales qui parviennent à survivre à la première 

phase entrent ensuite dans la phase d'équilibre.  

Lors de cette longue phase, l'immunogénicité des cellules tumorales est modifiée. En effet, 

des clones résistants, les cellules tumorales les moins immunogènes ou les cellules tumorales 

ayant subi des mutations génétiques aléatoires, ne sont plus reconnues par les cellules de 

l'immunité adaptative et deviennent alors insensibles à la réponse immunitaire. Ce 

phénomène explique pourquoi des tumeurs arrivent à se développer chez un individu 

immunocompétent (Kim, Emi et al., 2007, Schreiber et al., 2011). 

Une fois les clones immuno-résistants sélectionnés, ces derniers peuvent entrer dans la 

dernière phase de l’immunoediting ; l’échappement. Le microenvironnement tumoral de la 

tumeur devient immunosuppressif avec une forte activité des lymphocytes T régulateurs (T 

Reg) et des cellules myéloïdes immunosupressives (MDSC Myéloïde Derived Supressive Cell). 

La croissance des cellules tumorales n'est plus contenue : c’est à ce stade que la maladie 

devient cliniquement détectable. (Mittal, Gubin et al., 2014) 

Toutefois, l’un des acteurs clé dans le développement du cancer est l’inflammation et plus 

précisément pour ce cas l’inflammation chronique.  

 Inflammation et système immunitaire 

L’inflammation est un ensemble de réactions physiologiques de défense mis en place par 

l’organisme et plus particulièrement par les cellules de l’immunité innée. Ces cellules 

interviennent en première ligne de défense suite à divers traumas causés par des agents 

infectieux, des substances chimiques (irritants, toxines, venins), des agents physiques (coups, 

chaleur, froid) ou encore des lésions tissulaires post-traumatiques.  

Déjà dans l’Antiquité, Aulus Cornelius Celsus décrit les quatre symptômes cardinaux de 

l’inflammation « Rubor et tumor cum calore et dolore » et Claude Galienon en ajouta un 

cinquième, le « functio laesa ». Rougeur et gonflement associés à de la chaleur et de la douleur 

puis à une perte de fonction sont les premières caractéristiques décrites de l’inflammation. 

Ces symptômes correspondent à une augmentation de la vasodilatation et de la perméabilité 

des vaisseaux facilitant la diapédèse des cellules immunitaires circulantes.  



  Page | 32  
 

 Activation de l’inflammation par les signaux de dangers 

L’activation de l’inflammation se fait par l’intermédiaire de signaux de danger endogènes, les 

DAMP (Damage-Associated Molecular Pattern) ou des signaux de danger exogènes, les PAMP 

(Pathogen-Associated Molecular Patterns). 

Les DAMP sont des signaux provenant de cellules endommagées ou stressées de l’hôte et 

peuvent être divisées en deux groupes. D’abord les molécules qui ont des fonctions non 

inflammatoires dans les cellules vivantes et qui acquièrent des propriétés 

immunomodulatoires suite à un stress ou une lésion de la cellule. Dans ce cas les molécules 

telles que HMGB1 (High Mobility Group Box), les HSP (Heat Shock Protein) ou l’ATP (Adenosine 

Tri-Phosphate ) sont libérées, modifiées, secrétées ou exposées et induisent l’inflammation 

(Kono & Rock, 2008). Dans le second groupe se trouvent les molécules qui possèdent des 

fonctions de cytokines ou qui peuvent être stockées dans la cellule et libérées dans le milieu 

extracellulaire, après la lyse de celle-ci, où elles contribueront à la réponse inflammatoire 

(Oppenheim & Yang, 2005). L’IL-1α et l’acide urique en sont quelques exemples.   

Les PAMP sont des motifs moléculaires exprimés par des bactéries, des virus, des 

champignons ou encore des parasites. Le LPS (LipoPolySaccharide), présent à la surface des 

bactéries gram négatives, est l’un des PAMP les plus connus et étudiés. 

Ces signaux sont reconnus par les récepteurs PRR (Pattern Recognition Receptor) tels que les 

TLR (Toll Like Receptor), les RLR (RIG-I-Like Receptors), les CLR (C-type Lectin Receptors) et les 

NLR (Nod Like Receptor) présents sur les cellules de l’immunité innée et acquise (Takeuchi & 

Akira, 2010). L’ensemble de ces récepteurs seront décrit dans la section III.3.b. 

 Etapes de la réaction inflammatoire 

La réponse à une agression ou processus inflammatoire peut se décomposer en différentes 

étapes successives. La première étape ou phase d’initiation consiste en une réaction locale se 

déclenchant immédiatement après la lésion tissulaire. Le tissu lésé libère trois types de 

signaux. Le premier correspond à la sécrétion de peptides bioactifs par les neurones en 

réponse à la douleur. Le second signal vient de la libération, par les cellules endommagées 

dans le milieu extracellulaire, de composants intracellulaires tels que les protéines de choc 

thermique ou le facteur de transcription HMGB1 qui vont déclencher la production de 
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cytokines pro-inflammatoires. Le dernier signal provient des bactéries dont certains 

composants ou produits sont détectés par les TLR. De par leur statut de cellules résidantes 

dans les tissus, les mastocytes et les macrophages vont répondre à ces signaux rapidement. 

Les mastocytes sont responsables de la vasodilatation (causant rougeur et chaleur) et de 

l’extravasation de fluides (responsable du gonflement). Ils facilitent également, avec les 

macrophages, la diapédèse des leucocytes et le recrutement et l’activation des neutrophiles 

lors de la phase d’amplification via le relargage de TNF-α (Tumor Necrosis Factor) et de TGF-β 

(Tumor Growth Factor) (Frenzel & Hermine, 2013).  

Dans un second temps se déroule le recrutement des cellules inflammatoires lors de la phase 

d’amplification. Un gradient chimiotactique est mis en place par la dégranulation des 

neutrophiles pendant la phase d’initiation. Ce gradient permet de guider les monocytes et les 

macrophages des vaisseaux jusqu’au site de la lésion. Les cellules dendritiques sont recrutées 

au site de l’infection tout comme les lymphocytes. Après avoir été activés par les cellules 

dendritiques et les macrophages, les lymphocytes vont secréter des cytokines, comme le TNF-

α ou l’IFN-γ (Interféron gamma) qui vont renforcer l’activation des macrophages. Une réponse 

immunitaire complète et efficace est alors en place au site de la lésion (Coussens & Werb, 

2002) (Figure 5). 

Lorsque l’infection est maitrisée, la phase de résolution peut être mise en place. Les 

neutrophiles vont mourir par apoptose pour être ensuite phagocytés par les macrophages. 

Les lymphocytes vont ensuite permettre le blocage des macrophages par leur production 

d’IFN-γ. Enfin le TGF-va avoir des effets positifs sur la réparation des tissus endommagés 

(Coussens & Werb, 2002). Dans ce processus inflammatoire, les molécules comme le TGF-ou 

l’IFN-γ peuvent avoir un rôle pro- ou anti- inflammatoire en fonction du contexte et de la 

cinétique. 

Cependant la persistance du processus inflammatoire ou la mise en place d’une inflammation 

non contrôlée peut engendrer des effets délétères sur la santé. En effet, elle peut s’étendre à 

d’autres parties de l’organisme via la circulation sanguine, être responsable de lésions locales 

ou généralisées et mener à un choc septique. Une réaction inflammatoire non maitrisée peut 

également devenir chronique causant différentes maladies telles que la polyarthrite 

rhumatoïde, l’athérosclérose, la maladie de Crohn ou la colite ulcérative (Coussens & Werb, 

2002).  
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Des données cliniques et expérimentales ont montré que l’inflammation et plus 

particulièrement l’inflammation chronique favorise les mutations génétiques et 

épigénétiques qui mènent à la transformation de la cellule et à l’initiation du cancer (Hussain 

& Harris, 2007). L’inflammation permet également la mise en place d’un microenvironnement 

favorable au développement de la tumeur et des métastases et aide à établir des mécanismes 

immunosuppressifs qui limitent la réponse immunitaire dirigée contre la tumeur. 

 

Figure 5. La réaction inflammatoire. Après lésion du tissu (1) ou infection (2), les mastocytes 
induisent la vasodilatation (3), l’extravasation de fluides et facilitent la diapédèse de 
neutrophiles (4). Ces derniers mettent en place un gradient de cytokines et de chimiokines qui 
permettent le recrutement des macrophages et des cellules dendritiques (5). D’après Source 
internet. 

 De l’inflammation chronique au cancer 

Aujourd’hui, un quart des cancers à travers le monde est associé à des processus 

inflammatoires (Hussain & Harris, 2007). De nombreuses constatations cliniques renforcent 

en effet le lien de cause à effet pouvant exister entre l’inflammation chronique et le risque 

accru de développer une tumeur maligne (Coussens & Werb, 2002). 

Lors du développement précoce de la tumeur, une réponse immunitaire inflammatoire a lieu 

afin de promouvoir l’éradication des cellules tumorales. Cette réponse inflammatoire peut se 
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caractériser par la libération excessive et prolongée de cytokines pro-inflammatoires telles 

que le TNFα (Tumor Necrosis Factor α), l’IL-1, l’IL-6, de chimiokines telles que CCL2, CCL5, 

CCL20, CXCL8 et d’autres médiateurs de l’inflammation tels que les eicosanoïdes. Le gradient 

chimiotactique induit par ces cellules cancéreuses et les effecteurs de l’immunité, induisent le 

« homing » de cellules impliquées dans l’inflammation, notamment des macrophages. Ceci a 

pour conséquence d’entretenir l’inflammation ; ainsi sa chronicité devient favorable au 

développement tumoral. La tumeur peut ainsi être reconnue comme une plaie en échec de 

cicatrisation et les mécanismes mis en œuvre jouent en la faveur de sa progression et de son 

invasion (Dvorak, 1986).  

Afin de mieux comprendre le lien entre inflammation et cancer, il est nécessaire d'étudier les 

rôles spécifiques des principales molécules de régulation impliquées dans ce processus. 

a) Les médiateurs de l’inflammation dans de cancer 

L’inflammation permet la mise en place d’un microenvironnement favorable au 

développement de la tumeur en aidant à établir des mécanismes immunosuppressifs qui 

limitent la réponse immunitaire dirigée contre la tumeur. Plusieurs familles de molécules 

entrent en jeu dans ce phénomène pro-tumoral (Lu, Ouyang et al., 2006). 

 Les cytokines 

Cette famille, qui inclue les interleukines (IL), le TNFades facteurs de croissance et de 

différenciation, joue un rôle important dans la croissance, la différenciation et l’activation des 

cellules du système immunitaire. Les cytokines promeuvent la croissance tumorale au site de 

la tumeur en jouant sur deux paramètres : l’activation de la croissance et la différenciation 

cellulaire mais aussi l’inhibition de l’apoptose des cellules endommagées. 

L’IL-1β est principalement produite par les macrophages et les cellules dendritiques. Elle est 

clivée dans sa forme active par la caspase-1, elle-même activée principalement lors de la 

formation de l’inflammasome. La fixation de l’IL-1β sur son récepteur active les voies de 

signalisation MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) et NF-κB. L’activation de ces voies 

conduit à la production de molécules inflammatoires comme l’IL-1β elle-même, l’IL-6, la PGE2 

(prostaglandineE2) ou le TNF-α, des chimiokines telle que CXCL8 et augmente l’expression 

d’iNOS (Inducible Nitric Oxide Synthase). L’activité de l’IL-1β sur le système immunitaire va 

dépendre de son taux d’expression. Lors d’une inflammation aigue durant laquelle de grandes 



  Page | 36  
 

quantités d’IL-1β sont produites durant une durée limitée, l’IL1 β augmente la production 

d’IFNγ par les lymphocytes T CD8 et favorise donc une immunité anti-tumorale (Ghiringhelli, 

Apetoh et al., 2009). Néanmoins, lorsque la production d’IL-1β est continue et modérée, 

comme dans le cadre d’une inflammation chronique, l’IL-1β va induire le développement et la 

multiplication des lymphocytes Th17, favorisant ainsi le développement de populations 

immunosuppressives et la croissance tumorale (Bruchard, Mignot et al., 2013).  

Le TNFa est essentiellement produit par les macrophages mais aussi par les cellules tumorales. 

Ces derniers le renferment dans leurs granules où un stock de TNFa est préformé. Le 

TNFajoue un rôle essentiel dans le remodelage des tissus en jouant sur la réparation des 

dommages tissulaires. Il permet, par le recrutement de diverses cellules immunitaires au site 

de la tumeur, d’activer de nombreuses voies de signalisation et de réguler un large réseau de 

chimiokines. Il peut avoir une activité pro ou anti-tumorale en fonction de son taux 

d’expression. Une forte administration de TNFapeut avoir un effet nécrotique sur la tumeur 

en détruisant les structures vasculaires. Au contraire, l’activation de son récepteur permet de 

déclencher la translocation de NF-κB dans le noyau et ainsi induire une activité anti-

apoptotique. De plus le TNFa peut induire des dommages à l’ADN ou inhiber la réparation de 

ce dernier ou encore être un facteur de croissance pour les cellules tumorales (Lu et al., 2006) 

L’IL-18 est une cytokine pro-inflammatoire principalement produite par les macrophages et 

les cellules dendritiques sous la forme active mais également sous la forme de précurseur 

inactif (pro-IL-18) par les cellules épithéliales (Dinarello, 2006). De la superfamille de l’IL-1, l’IL-

18 est reconnu comme un régulateur des réponses immunitaires innées et acquises. Du fait 

que cette cytokine induise la production d’IFN-, elle module l’activation des lymphocytes T 

et permet entre autre la différenciation des lymphocytes Th1 (Gracie, Robertson et al., 2003). 

L'IL-18 est exprimée au site de l'inflammation chronique de diverses maladies auto-immunes, 

dans certains cancers et dans le contexte de nombreuses maladies infectieuses. 

L’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire produite par les monocytes, les macrophages ou 

parfois par les cellules tumorales et joue un rôle essentiel dans le développement tumoral. 

L’IL-6 favorise la prolifération des cellules tumorales et inhibe l’apoptose par l’activation de 

gp130 qui va permettre l’activation des voies des JAK (janus kinase) puis la phosphorylation 

de STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3). Dans le cadre du cancer 

colorectal, il a été montré qu’à un stade avancé, une forte concentration tumorale d’ IL-6 est 
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associée à un mauvais pronostique concernant la survie du patient (Waldner, Foersch et al., 

2012) 

En ce qui concerne le lymphocyte Th17, l’IL-6 est essentiel à sa différenciation. Il va permettre, 

par la phosphorylation activatrice de STAT3, l’activation de son facteur de transcription clé 

Rorc puis la production, entre autre, de l’IL-17A. L’IL-6 produite à la suite de cette cascade, va 

permettre d’entretenir le microenvironnement pro-tumoral et le recrutement de cellules 

immunitaires pro-inflammatoires. Dans ce contexte, il a été montré que l’IL-17 permet le 

recrutement des MDSC afin d’affaiblir l’immunité anti-tumorale (Chang, Mirabolfathinejad et 

al., 2014). De plus STAT3 permettrait l’activation de la voie NF-B (Chen & Zhou, 2015). 

Concernant le cancer colorectal, il semblerait que l’IL-17 favorise l’angiogénèse via une 

augmentation de la production de VEGF (Liu, Duan et al., 2011). Il a également été démontré 

que l’IL-17 induit une résistance à certain traitement, notamment à la thérapie anti-VEGF par 

le recrutement de MDSC (Maniati & Hagemann, 2013). 

 Les chimiokines 

Les chimiokines sont des cytokines impliquées dans la migration cellulaire. Elles permettent 

l’invasion tumorale, la formation de métastases et par la formation d’un gradien 

chimiotactique, elles permettent la migration des leucocytes au site de l’inflammation 

(Coussens & Werb, 2002). 

 Les eicosanoïdes  

Les eicosanoïdes sont des médiateurs lipidiques de l’inflammation et comprennent les 

prostaglandines et les leucotriènes. Ils sont activés suite à un stress par la phospholipase A2. 

Ces composés sont chimiotactiques pour les neutrophiles et les macrophages, et induisent la 

dilatation des vaisseaux et leur perméabilité, facilitant la diapédèse des leucocytes au site de 

l’inflammation. 

Nous venons de montrer que l’inflammation et plus particulièrement les cytokines pro-

inflammatoires, jouent un rôle clé dans le processus de tumorigénèse. Elles peuvent 

contribuer à l’apparition de mutations oncogéniques, à la promotion de la tumeur ou encore 

à l’angiogenèse. L’inflammation pro-tumorale est dirigée par différents médiateurs incluant 

l’IL-1β et l’IL-18. L’une des sources majeures de la sécrétion de ces cytokines pro-

inflammatoires passe par l’activation de l’inflammasome. Ici, nous nous intéresserons plus 
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particulièrement à NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3) et son 

complexe macromoléculaire. 

b) PRR et inflammasome NLRP3 

Une étape clé de l’immunité innée et de la réponse inflammatoire est la reconnaissance des 

PAMP ou des DAMP par les récepteurs de l’immunité innée : les Pattern recognition receptors 

(PRR). Ces récepteurs sont classés selon leur localisation, les NOD-like receptors (NLR) sont 

intracytoplasmiques alors que les Toll-like receptors (TLR) seront transmembranaires. 

La famille des TLR est la première des PRR à avoir été identifiée et c’est aujourd’hui l’une des 

mieux caractérisée. Ces récepteurs membranaires comprennent un domaine LRR (Leucine 

Rich Repeat) extracellulaire qui permet la reconnaissance des PAMP, un domaine 

transmembranaire et un domaine cytosolique Toll-IL-1 receptor (TIR) qui permet la 

transduction d’un signal pour les voies de signalisation sous-jacentes. Les TLR sont 

principalement situés dans les cellules immunitaires telles que les macrophages, les cellules 

dendritiques, les polynucléaires ou les lymphocytes mais également dans les cellules en 

contact avec le milieu extérieur comme les cellules pulmonaires ou les cellules épithéliales. 

Les TLR, au nombre de 10 chez l’homme et 12 chez la souris, sont capables de détecter des 

signaux de danger extracellulaires mais aussi intracellulaires au sein des endosomes et des 

lysosomes tels que les PAMP de bactéries, virus, parasites ou champignons. Cependant 

chaque TLR possède ses propres ligands (Kawai & Akira, 2011).  L’un des PAMP le mieux connu 

à ce jour est le lipopolysaccharide (LPS). Cette endotoxine de la paroi des bactéries Gram 

négative, préférentiellement reconnue par le TLR4, permet la stimulation des réponses 

inflammatoires de l’organisme.  

La famille des CLR permet principalement la reconnaissance des sucres provenant 

essentiellement de pathogènes fongiques (Hardison & Brown, 2012). L’activation des CLR peut 

déclencher la production de cytokines pro-inflammatoires ou moduler la réponse immunitaire 

mise en place par les TLR (Geijtenbeek & Gringhuis, 2009). Certains CLR sont également 

capables d’influencer la différenciation lymphocytaire T CD4 vers les sous types Th1 ou Th17 

en induisant ou refreinant la production de cytokines (IL-1β, IL6, IL23 et TNFα) par les cellules 

dendritiques (Zenaro, Donini et al., 2009). 
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La famille des RLR est induite lors d’une infection virale ou d’une stimulation de la cellule. Ils 

détectent spécifiquement l'ARN viral produit durant la réplication du virus dans la cellule hôte 

et produisent de l’IFN de type 1, des cytokines et activent les caspases 8 et 10. 

La famille des NLR sera décrite dans la section suivante.  

i. Les NLR 

Cette famille est composée de 23 protéines chez l’homme et 34 protéines chez la souris (Chen 

& Sun, 2013). Les NLR sont des récepteurs cytoplasmiques qui ne possèdent pas de domaine 

TIR par opposition aux TLR. Ces récepteurs, qui peuvent être subdivisés en 5 catégories, 

possèdent tous un domaine central NACHT, un domaine LRR du côté C-terminal, à l’exception 

de NLRP10, et un domaine N-terminal différent permettant ainsi leur classification ; NLRA 

(domaine N-terminal de transactivation acide) , NLRB (domaine N-terminal de BIR), NLRC (un 

domaine N-terminal CARD supplémentaire) et NLRP ( un domaine PYD en N-terminal) (Saxena 

& Yeretssian, 2014) (Figure 6) 

 

Figure 6. Structure des NLR humains. D’après (Saxena & Yeretssian, 2014) 
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La famille de NLR la plus étudiée est celle des NLRP (NLRP1-14). En effet, après des 

perturbations cytosoliques, certains membres de cette famille peuvent former des complexes 

oligomériques appelé inflammasome (Schroder & Tschopp, 2010). Ces complexes protéiques 

intracellulaires de l’immunité innée sont constitués d’un NLR ou d’un ALR (AIM2-like 

receptor), d’une protéine adaptatrice et d’une cystéine protéase (Jamilloux & Henry, 2013). 

ii. Structure de l’inflammasome NLRP3 

L’inflammasome est décrit comme une plate-forme intra-cytoplasmique de haut poids 

moléculaire permettant la maturation de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1β 

(Martinon, Burns et al., 2002). L’inflammasome NLRP3 est le mieux connu à ce jour. Il est 

constitué du récepteur NLRP3, de la protéine adaptatrice ASC et de la caspase 1.  

Le récepteur NLRP3 est composé d’un domaine central NACHT qui permet la liaison avec les 

nucléotides et l’oligodimérisation de la protéine ; d’un domaine LRR en C-terminal ; et d’un 

domaine PYD en N-terminal. Ce domaine est responsable de la transduction du signal et de 

l’interaction protéine-protéine avec la protéine adaptatrice ASC. ASC permet via son domaine 

CARD l’interaction avec la pro-caspase 1. Cette interaction la clive et l’active en caspase-1. Ce 

complexe protéique va alors permettre le clivage de la pro-IL-1β et de la pro-IL-18 en IL-1β et 

IL-18 matures (Schroder & Tschopp, 2010) (Figure 7). 
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Figure 7. Composition de l’inflammasome NLRP3. L’inflammasome NLRP3 est un complexe 
tri-protéique constitué de la protéine NLRP3, de la protéine adaptatrice ASC, et la caspase 1. 
Lors de la formation de l’inflammasome, NLRP3 va présenter son domaine Pyrin (PYD) au 
domaine Pyrin de ASC. Asc interagit avec la pro-caspase 1 via leurs domaines CARD. La 
caspase-1 est synthétisée sous la forme inactive de pro-caspase-1. Elle nécessite une 
activation par un inflammasome pour pouvoir cliver la pro-IL-1β en IL-1β active et la pro-IL-
18 en IL-18 active. Inspiré de (Saxena & Yeretssian, 2014) 
 

Cet inflammasome est essentiellement exprimé dans les cellules myéloïdes telles que les 

monocytes ou les macrophages. En effet dans ces cellules immunitaires, l’expression de NLRP3 

est fortement inductible par les voies de signalisation faisant intervenir MyD88 et TRIF 

(Guarda, Zenger et al., 2011). 

 

iii. Activateurs et mécanismes d’activations de l’inflammasome NLRP3 

Dans une cellule, l’activation de l’inflammasome NLRP3 nécessite de recevoir deux signaux.  

Le premier signal, le « priming », sert à l’augmentation de la synthèse des protéines NLRP3 et 

pro-IL-1β. Ce premier signal a lieu via l’activation de TLR par une multitude de ligands 

microbiens ou via l’activation du récepteur au TNF-α. Ces activations vont déclencher la 

translocation de NF-κB dans le noyau et ainsi augmenter la transcription de NLRP3 et de la 

pro-IL-1β. Cette voie peut notamment être activée par la fixation du LPS sur TLR4.  

Après avoir augmenté l’expression puis la synthèse de NLRP3 et de la pro-IL-1 β le second 

signal sert à activer NLRP3. A ce stade, NLRP3 est désubiquitiné par BRCC3 (Py, Kim et al., 

2013) tandis que la protéine adaptatrice ASC sera phosphorylée et ubiquitinée. Il est décrit 
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dans la littérature différents mécanismes d’activation de NLRP3. NLRP3 peut être activé par 

l’efflux de potassium (K+) provoqué par la fixation de l’ATP (Adénosine Triphosphate) sur son 

récepteur purinergique P2X7 (Gicquel, Victoni et al., 2014) ou par la perméabilisation des 

membranes par des toxines telles que la Nigéricine (Pétrilli, Papin et al., 2007). Enfin, 

l’activation de NLRP3 peut avoir lieu grâce à de grosses molécules telles que l’alun, la silice ou 

les cristaux d’acide urique. Ces cristaux devant être phagocytés, ceci provoque une 

déstabilisation des lysosomes et induit le relargage de cathepsine B. Il semble que cette 

protéine lysosomale activerait NLRP3, soit en le clivant en une forme active, soit en 

interagissant avec lui (Boya & Kroemer, 2008).  

Une régulation négative de NLRP3 et son inflammasome est alors indispensable à la résolution 

de l’inflammation. Ainsi, plusieurs mécanismes concourent à l’inhibition de celui-ci (Chen & 

Sun, 2013).  
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Figure 8. Mécanismes d’activation de l’inflammasome NLRP3. NLRP3 doit être activé en deux 

temps. D’abord via l’activation de NF-B par la fixation du LPS sur TLR4 qui va induire une 

augmentation de l’expression de NLRP3 et de l’IL-1. NLRP3 sera ensuite désubiquitiné tandis 
que la protéine adaptatrice ASC sera phosphorylée et ubiquitinée. Dans un second temps 
l’efflux de potassium induit par l’ATP ou la Nigéricine va activer NLRP3 ainsi permettre son 
assemblage avec ASC et la pro-caspase 1. L’inflammasome est alors formé. L’activation de 
NLRP3 peut également avoir lieu après sa relocalisation dans la mitochondrie qui va induire la 
formation de ROS. Le relargage de cathepsine B après déstabilisation des lysosomes est 
également une voie d’activation de NLRP3. Inspiré de (Guo, Callaway et al., 2015) 

iv. Mécanismes de régulation de l’inflammasome NLRP3 

La maturation et la libération d'IL-1β et d'IL-18 induite par l’activation de l’inflammasome 

NLRP3 et du système immunitaire peut endommager les tissus de l’hôte dès lors qu’elle se 

poursuit après l’initiation de la réponse immunitaire adaptative. Pour parer à ces 

conséquences dramatiques, le système immunitaire adaptatif peut exercer une inhibition 

profonde sur le système immunitaire inné. En effet les lymphocytes T CD4 mémoire et 

effecteur permettent l’inhibition de l'activation de la caspase-1 et la libération d'IL-1β par 

l’inflammasome NLRP3 dans les macrophages et les cellules dendritiques. Cette inhibition de 

NLRP3

Asc

Pro-caspase 1
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contact a lieu via les molécules de la superfamille de TNFR telles que le ligand de CD40 

(Guarda, Dostert et al., 2009).  

De plus, l’Interféron- dérivé des lymphocytes T, régule négativement l'activité de NLRP3 via 

l'activation du monoxyde d’azote synthase inductible (iNOS) dans un modèle de souris 

porteuses de tuberculose. Le monoxyde d’azote (NO) induit la nitrosylation de NLRP3 et inhibe 

ainsi son activité (Mishra, Rathinam et al., 2013) 

Concernant les interférons de type 1, ceux-ci peuvent réduire la production d’IL-1β et d’IL-18 

selon deux processus. Ils peuvent inhiber la production des pro-formes de ces cytokines ou 

bien empêcher le clivage de ces pro-formes (Guarda, Braun et al., 2011). 

Par ailleurs, la quantité d’ARNm de NLRP3 est très étroitement régulée par le microARN miR-

223. Ce microARN entraîne une diminution des taux de protéines en ciblant la partie 3′-UTR 

de NLRP3. miR223 est plus ou moins exprimé en fonction du type cellulaire qu’il régule. En 

effet, le niveau d’expression le plus bas se retrouve dans les cellules dendritiques tandis que 

le plus haut se retrouve dans les neutrophiles (Latz, Xiao et al., 2013).  

Enfin l’autophagie est l’un des mécanismes de répression de l’inflammasome NLRP3. 

L’autophagie a des fonctions immunologiques multiples qui influent sur l'inflammation et les 

réponses immunes. Par exemple, cette mort cellulaire de type 2, peut limiter l'activation de 

l'inflammation par NLRP3 en inhibant la libération d'ADN mitochondrial à partir de 

mitochondries endommagées. Cette libération d’ADN mitochondrial, régulée par les protéines 

autophagiques LC3B et beclin1, est également finement régulée par la production de ROS 

mitochondriaux. En effet l’autophagie peut diminuer la production de ROS par la mitochondrie 

et ainsi indirectement diminuer l’activation de NLRP3 et la production des cytokines pro-

inflammatoires (Chen & Sun, 2013, Nakahira, Haspel et al., 2011).  

Ces différents mécanismes permettent une régulation négative de l’inflammasome NLRP3, 

contribuant ainsi à réduire les processus pro-inflammatoires. D’une manière intéressante,  

certaines molécules naturelles permettent de contenir ou d’inhiber l’activation de 

l’inflammasome NLRP3 (Tőzsér & Benkő, 2016) en jouant sur les mécanismes précédemment 

décrit. 

Dans le cadre des pathologies inflammatoires de l’intestin, l’andrographolide, une molécule 

naturelle issue d’une plante médicinale asiatique Andrographis paniculata, permet la 
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protection de souris contre la carcinogenèse du côlon induite par l’azoxyméthane / sulfate de 

sodium dextrane (DSS). En effet, l’andrographolide inhibe l’activation de l'inflammasome 

NLRP3 dans les macrophages en diminuant l’expression de la forme clivée de la caspase-1, en 

empêchant l’assemblage du complexe NLRP3-PYCARD-CASP1 et en diminuant la sécrétion 

d’IL-1 (Guo, Sun et al., 2014). 

Par ailleurs, une autre molécule naturelle, le resvératrol a également pu montrer un effet anti-

inflammatoire. Une étude sur des macrophages humains a montré que le cis-resvératrol est 

non seulement capable de diminuer la production et la sécrétion d’IL-1 mais également 

d’inhiber le récepteur purinergique de l’ATP, P2X7R. Le resvératrol a également la capacité de 

diminuer la production de ROS (Huang, Lai et al., 2014). De plus le resvératrol a une action sur 

les protéines du cytosquelette en jeu lors de l’assemblage de l’inflammasome NLRP3. En effet, 

suite à l’induction d’un stress mitochondrial, l’inflammasome NLRP3 des macrophages est 

activé et la réduction intracellulaire en Nicotinamide Adenine Dinucleotide+ (NAD+) induit une 

accumulation de l’α-tubuline acétylée (Misawa, Takahama et al., 2013). Or le resvératrol 

permet de prévenir de l’accumulation de l’α-tubuline acétylée dans les macrophages (Misawa, 

Saitoh et al., 2015).  

L’inhibition du récepteur purinergique P2X7, la diminution de production des ROS et l’activité 

sur les protéines du cytosquellette sont autant de mécanismes sur lesquels le resvératrol peut 

influer afin d’empêcher l’assemblage de l’inflammasome NLRP3, diminuant ainsi le processus 

inflammatoire.  

De nombreux mécanismes de régulation ont été identifiés dans le but d’affaiblir ou inhiber 

l’activation de l'inflammasome NLRP3. Cette meilleure compréhension des mécanismes de 

régulation de l‘inflammasome est essentielle pour le développement de nouvelles thérapies 

contre les maladies inflammatoires chroniques. 

c) De l’IL-17 au Th17 pro-inflammatoire 

Lors du phénomène de cancérogénèse, le microenvironnement tumoral est composé de 

molécules pro-inflammatoires telles que les cytokines IL-1 et IL-6. Il est maintenant bien 

établi que l’IL-6, accompagnée du TGF est nécessaire à la différenciation du lymphocyte T 

helper 17 (Th17) (Veldhoen, Hocking et al., 2006).  
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Les lymphocytes Th17 sont caractérisés par leurs capacités à produire de l’IL-17A, IL-17F, IL-

21 et IL-22 (Dong, 2008, Liang, Tan et al., 2006). Il a déjà été montré qu’un infiltrat de la tumeur 

en Th17 est de mauvais pronostic pour les patients atteints de cancers colorectaux (Sharp, 

Avram et al., 2017). De plus Limagne et coll. ont pu mettre en évidence un effet pro-tumoral 

de l’IL-17 chez la souris en utilisant des animaux IL-17 KO (travaux non publiés). 

L’IL-17 apparait donc, dans le cadre du cancer colorectal, comme une cytokine pro-

inflammatoire qu’il serait intéressant de cibler à des buts chimiopréventifs ou thérapeutiques.  

Par ailleurs, l’initiation du programme de transcription du Th17 est dépendant de STAT3, IRF4, 

BATF et est également régulé par le facteur de transcription clé : RORt (Ciofani, Madar et al., 

2012, Ivanov, McKenzie et al., 2006). Le facteur de transcription STAT3 est essentiel pour la 

différenciation Th17 car il permet, via la fixation à son promoteur, la synthèse de l’IL-17A et 

de l’IL17-F. Cependant ce mécanisme nécessite une phosphorylation de STAT3. 

Consécutivement à la phosphorylation de STAT3 par JAK2 (Huang, Yan et al., 2014) qui a lieu 

sur la tyrosine 705 et la sérine 727 (Wen, Zhong et al., 1995), il apparait, dans certains types 

cellulaires, que l’activation du programme transcriptionnel du Th17 nécessite une acétylation 

de STAT3.  Cette acétylation sur la lysine 685 est assurée par p300 mais est inhibée par       

Sirtuin 1 (SIRT1), une histone désacétylase. Limagne et coll. ont montré que des activateurs 

pharmacologiques de SIRT1 comme la metformine ou des activateurs naturels comme le 

resvératrol répriment la différenciation Th17 de manière dépendante de l’acétylation de 

STAT3 (Limagne et al., 2017).  
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Figure 9. Mécanismes d’activation et voies transcriptionnelles du lymphocyte T helper 17. 
Afin de se différencier en Th17, une cellule naïve a besoin des signaux de co-stimulation du 

TCR ainsi que la fixation de l’IL-6 et du TGFsur ses récepteurs. Ainsi, STAT3 peut être 

phosphorylé par JAK2 et acétylé par p300 et permettre la transcription de Rort puis de l’IL-
17A et de l’IL17-F. La sécrétion de ces cytokines pro-inflammatoires est une des 
caractéristiques du Th17 dans le cadre du cancer colorectal. Schéma inspiré de (Lane, Robins 
et al., 2010) 

C’est dans ce contexte que Limagne et coll. ont pu montrer que le resvératrol joue un rôle sur 

le système immunitaire et la réponse anti tumorale.  En effet le resvératrol, un activateur de 

Sirtuine 1, une histone déacétylase, a la capacité de diminuer la synthèse et la production de 

l’IL-17 ainsi que la translocation de Rorc dans le noyau. Ceci a pour conséquence d’empêcher 

la différenciation in vitro du lymphocyte T helper 17 murin ou humain. Cette modulation de 

l’activité du Th17 passe par la déacétylation de STAT3 via Sirtuine 1. De plus le resvératrol a la 

capacité de réduire la croissance tumorale chez la souris par un blocage de la différenciation 

Th17 (Limagne et al., 2017). 

Cependant, le rôle des Th17 dans le cancer est très controversé montrant à la fois des effets 

positifs et des effets négatifs dans des études chez l’homme ou chez la souris. En effet, les 

cellules Th17 peuvent être divisées en deux groupes, l’un avec des propriétés régulatrices et 

l’autre avec des propriétés inflammatoires. Cette ambivalence est liée au 
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microenvironnement tumoral que rencontrent les Th17 au cours de leur différenciation. Ces 

différences de phénotypes peuvent expliquer pourquoi les lymphocytes Th17 ont des 

propriétés antitumorales puissantes dans certains contextes expérimentaux tout en 

favorisant la croissance tumorale chez d'autres (Martin, Apetoh et al., 2012).  
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Objectifs 

Les cellules et les médiateurs du système immunitaire interagissent entre eux formant un 

réseau dynamique dans le but d’assurer à l’organisme une protection continue contre les 

pathogènes, tout en maintenant la tolérance vis-à-vis du « soi ». 

La réponse immunitaire innée constitue la première ligne de défense. Parmi les effecteurs 

cellulaires interviennent les macrophages qui initient la réponse des cellules T, les cellules 

dendritiques qui jouent un rôle de sentinelles dans l’initiation de la réponse des cellules T, et 

les cellules tueuses ou cellules NK qui participent à la réponse précoce contre les virus et dans 

l’immunosurveillance anti-tumorale. La réponse immunitaire adaptative fait suite à la réponse 

immunitaire innée en permettant d'amplifier la réponse immunitaire spécifique de l'antigène 

de l'agent infectieux qui pourra être remise en place rapidement lorsque l'organisme sera de 

nouveau confronté à ce même pathogène. Parmi les cellules impliquées, on distingue les 

lymphocytes T contribuant à l’immunité par médiation cellulaire des lymphocytes B 

responsables de l’immunité par médiation humorale. 

Nous étudierons l’impact d’un extrait polyphénolique de vin rouge sur un effecteur cellulaire 

de la réponse immunitaire adaptative, le lymphocyte Thelper 17. Par le biais de cette étude, 

nous cherchons à voir si une consommation de vin riche en polyphénols peut activer la 

réponse immunitaire essentielle dans le cadre d’une prévention de maladies et plus 

particulièrement du cancer colorectal. 

Par ailleurs, il est maintenant clairement établi que l’inflammation est souvent à l’origine de 

la survenue et du développement de cancers. La modulation de la réponse immunitaire est 

liée à la modification du contexte inflammatoire du microenvironnement tumoral. En effet, 

les cellules du système immunitaire peuvent communiquer entre elles par contact direct mais 

également à travers la sécrétion de cytokines, d’interleukines et de médiateurs lipidiques pro-

inflammatoires contrôlant la balance entre progression tumorale et immunité anti-tumorale. 

 Dans cette seconde partie, nous étudierons comment les polyphénols du vin peuvent réduire 

l’inflammation à partir des substances pro-inflammatoires produites par les cellules 

immunitaires ou via la formation de l’inflammasome NLRP3. Plus particulièrement, nous 
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évaluerons si les polyphénols du vin peuvent diminuer la production d’interleukines (IL-1, IL-

17) impliquées dans les processus d’inflammation lors de la cancérogenèse. 

Ces études devront obligatoirement être confirmées in vivo sur des modèles animaux 

permettant de montrer à la fois la diminution des signaux pro-inflammatoires favorisant 

l’accroissement des processus de transformation maligne et de croissance des cellules 

tumorales. 

En résumé, ce travail permettra de mieux appréhender l’impact des apports nutritionnels en 

polyphénols du vin sur le système immunitaire et les processus inflammatoires associés. En 

effet, ces facteurs sont à l’origine de nombreux processus pathologiques dont le 

développement de cancers. Ainsi, cette étude a pour but de comprendre les effets préventifs 

de composés bioactifs issus de la vigne et du vin.  
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 Culture cellulaire et modèles murins 

 Lignées cellulaires 

a) Origine des lignées 

Notre étude a été réalisée sur différentes lignées de cancer colique murines (CT26 et MC38) 

et humaine (SW620 et HCT116) mais aussi deux lignées de macrophages murins (Raw 264.7 

et J774A.1). Les lignées CT26, HCT116, SW620 et Raw 264.7 proviennent de l’ « American Type 

Culture Collection » (ATCC) et la lignée J774A.1 provient de l’ « European Collection of 

Authenticated Cell Cultures » (ECACC). 

b) Entretien des lignées 

Les lignées CT26, MC38, HCT116 et Raw 264.7, sont cultivées dans du Roswell Park Memorial 

Institute 1640 (RPMI 1640 ; dominique Dutscher) supplémenté de 10 % de sérum de veau 

fœtal (SVF ; lot n° 1280/1, dominique Dutscher) et de 1 % d’antibiotiques (10000 U/ml 

Pénicilline, 10 mg/ml Streptomicyne, 25µg/ml Amphotericine; PAN Biotech). Les cellules 

SW620 ont été cultivées dans du Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM High Glucose ; 

dominique Dutscher) supplémenté de 10 % de SVF et de 1 % d’antibiotiques. Les cellules 

J774A.1 ont été cultivées dans du DMEM High Glucose supplémenté de 10 % de SVF, 2 mM de 

L-Glutamine et de 1 % d’antibiotiques. La culture de l’ensemble des lignées se déroule dans 

un incubateur à 37°C dans une atmosphère humide et avec un pourcentage en CO2 de 5 %.  

Les cellules sont maintenues dans des flacons de culture cellulaire de 75 cm² jusqu’à atteindre 

une confluence de 80 %. Cette confluence atteinte, les cellules de cancer colique humain et 

murin sont lavées par 5 ml de Phosphate-buffered saline (PBS ; dominique Dutscher) puis 

décollées de leur support plastique par 2 ml de Trypsine-EDTA (Trypsine (0,5 g/l) -

Ethylenediaminetetraacetic acid (0,22 g/l) ; dominique Dutscher).  L’action de la Trypsine est 

arrêtée par le SVF contenu dans le milieu de culture et 1/10ème des cellules sont repiquées 

dans 15 ml de milieu de culture neuf. Le milieu de culture est changé tous les 2 jours.  

En ce qui concerne les lignées de macrophages murin, le surnageant est partiellement 

récupéré puis centrifugé pour récupérer les cellules non adhérentes de ces lignées dites 

« semi-adhérentes ». Le tapis cellulaire est gratté dans le surnageant restant puis mélangé aux 
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cellules non adhérentes. Les cellules sont alors repiquées au 1/10ème dans 15 ml de milieu 

neuf. Le milieu de culture est changé tous les 2 jours. 

Pour les expériences in vitro, les cellules sont comptées et ensemencées à la densité souhaitée 

dans le contenant adapté. Le comptage des cellules se fait sur cellule de Malassez et selon la 

méthode de coloration au bleu Trypan. 

Un suivi quotidien au microscope est réalisé afin de vérifier qu’aucune contamination 

bactérienne ou fongique ne se soit installée et un test de détection des mycoplasmes est 

réalisé tous les mois par luminescence sur le surnageant de culture cellulaire.  

 Modèles murins et modèles de tumeurs coliques associés 

Au cours de ce travail, nous avons utilisé le modèle animal murin pour sa similarité génétique 

à l’homme. D’autres caractéristiques telles que sa taille réduite, son développement et sa 

reproduction rapide sont autant d’atouts pour notre étude.  

L’intégralité des expérimentations s’est déroulée au centre de zootechnie de l’Université de 

Bourgogne et les animaux ont été manipulés selon la loi Européenne et les directives du 

Ministère de la Recherche et de la Technologie ; dans le respect de la règle des 3R. 

Lors de chacune des expérimentations animales de cette étude, le régime alimentaire des 

souris a été supplémenté de 2 mg d’un extrait de vin par jour et par animal (soit une dose de 

100 mg/kg/j) durant trois semaines. Cet apport journalier en extrait de vin permet de mimer 

une supplémentation alimentaire et ainsi de constater des effets préventifs de ces molécules. 

Durant la croissance tumorale, l’apport journalier est poursuivi jusqu’au sacrifice de l’animal. 

Différents modèles murins, provenant de Charles River Laboratory, ont été utilisés pour cette 

étude. 

a) Le modèle Balb/c  

Les souris Balb/c (Figure 10) sont des rongeurs immunocompétents issus d’une lignée 

consanguine albinos, créés en 1913 par H.J Bagg. Nous avons utilisé ces animaux, âgés de 6 

semaines ; afin d’étudier le phénomène de croissance tumorale. En effet, des cellules CT26, 

décrites précédemment dans la section I.1., ont été injectées en sous cutanée sur le flanc 

gauche de l’animal (5.105 cellules par injection). Un suivi de la taille des tumeurs a été réalisé 



  Page | 54  
 

2 fois par semaine, par une mesure au pied à coulisse, jusqu’au sacrifice de l’animal lorsque la 

tumeur atteint une longueur de 20 mm (point limite).  

b) Le modèle C57BL/6 

La souche de souris C57BL/6 (Figure 10) est la première dont le génome a été séquencé et est 

couramment utilisé comme modèle animal dans la recherche médicale.  

Ce modèle de souris immunocompétente, également âgé de 6 semaines, nous a permis de 

réaliser l’isolement de lymphocyte T Naïfs à partir les organes lymphoïdes afin de les 

différencier en lymphocyte Th17.  

   

Figure 10. Modèles murins utilisés. Les souris immunocompétentes Balb/c (A) et C57BL/6 (B) 

 Culture primaire de lymphocyte T helper 17 (Th17) 

a) Purification des lymphocytes T Naïfs  

Afin d’obtenir une population cellulaire de lymphocytes Th17, nous avons récupéré les 

organes lymphoïdes secondaires de souris C57BL/56. Les ganglions et la rate ont été prélevés 

après sacrifice de l’animal par dislocation cervicale et conservés dans du RPMI 1640. Les 

organes sont ensuite écrasés stérilement à travers un filtre de 30 µm dans du milieu RPMI 

1640 enrichi de 10 % SVF + 1 % d’antibiotiques + 1 % Sodium Pyruvate soit 1 mM (Gibco by 

Life Technologies) + 1 % HEPES soit 10 mM (Gibco by Life Technologies) (=milieu complet). La 

suspension cellulaire est alors centrifugée 10 minutes à 1000 rpm et le culot est resuspendu 

dans du tampon MACS (PBS + 0.5 % Albumine de sérum bovin (BSA ; m/v) + 2 mM EDTA) avant 

ajout des billes anti-CD4 du kit L3T4 (Milteny Biotec). Après 15 minutes de marquage à 4°C, 

les cellules sont lavées dans du tampon MACS puis centrifugées 5 minutes à  1250 rpm. Les 

anticorps anti-CD4 couplés à des billes magnétiques permettent le marquage des cellules 

lymphoïdes TCD4+ ainsi que leur sélection sur une colonne aimantée ; nous pouvons ainsi 

récupérer une suspension cellulaire enrichie en lymphocyte T CD4+. La suspension cellulaire 

A B 
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est centrifugée 5 minutes à 1250 rpm puis le culot est resuspendu dans du tampon MACS 

avant l’ajout des anticorps α-CD62L couplé à la phycoérythrine et α-CD4 couplé à 

l’allophycocyanin. Après 20 minutes de marquage dans la glace et à l’obscurité, les cellules 

sont lavées dans du tampon MACS puis centrifugée 5 minutes à 1250 rpm. Le culot cellulaire 

est repris dans du milieu complet à la densité de 30 millions de cellules par ml. Ces anticorps 

couplé à des sondes fluorescentes vont permettre le tri par cytométrie en flux des cellules 

doubles positives CD62L+ CD4+ : les T CD4+ naïfs. 

b) Différenciation des lymphocytes T Naïfs en lymphocytes Th17 

La différenciation des cellules T CD4+ naïves se déroule dans un incubateur à 37°C dans une 

atmosphère humide et avec un pourcentage en CO2 de 5 % et dans du milieu RPMI 1640 

enrichi de 10 % SVF + 1 % d’antibiotiques + 1 % Sodium Pyruvate + 1 % HEPES + 1 % d’acides 

aminés non essentiels soit (MEM NEAA ; Glycine 10 mM, L-Alanine 10 mM, L-Asparagine 10 

mM, acide L-aspartique 10 mM, acide L-glutamique 10 mM, L-proline 10 mM, L-Sérine 10 mM ; 

Gibco by Life Technologies) (= milieu de différenciation). Les puits des plaques de culture sont 

au préalable coatés avec les anticorps anti-CD3 (2 µg/ml, clone 145-2c11, BioXCell) et anti-

CD28 (2 µg/ml, clonePV-1, BioXCell) pendant 1 heure afin de mimer le signal du TCR. Les 

lymphocytes T naïfs sont ensuite ensemencés dans ces puits à une densité de 1,3 millions de 

cellules par cm² en présence d’un cocktail de cytokine ; IL-6 (25 ng/ml), TGF-(2 ng/ml), anti-

IL-4 (50 ng/ml), anti-IFN (50 ng/ml). Ce cocktail spécifique de la différenciation Th17 va 

permettre la différenciation du TCD4+ Naïf en Th17 et les cellules reçoivent simultanément le 

traitement adapté aux conditions de l’expérience. Le temps de différenciation est déterminé 

en fonction de l’analyse faite par la suite : 6 h et 24 h de différenciation pour les analyses par 

immunoblotting ; 72 h pour les analyses par RT-qPCR et ELISA. 

 Traitement des cellules  

Pour les différents tests in-vitro, les cellules sont ensemencées dans un contenant dont la 

surface est optimale pour l’expérimentation. La densité cellulaire minimale est de 15000 

cellules/cm² pour les HCT116, de 10000 cellules /cm² pour les lignées CT26, MC38, Raw264.7 

et J774A.1. Après 24 h de culture sur leur support, les cellules peuvent être traitées selon le 

protocole expérimental (molécules naturelles, inducteurs et activateurs de l’inflammasome, 

chimiothérapies…) 
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 Préparation de l’extrait polyphénolique de vin rouge (RWE)  

 Le vin  

Le vin utilisé pour cette extraction est un Santenay 1er cru Les Gravières 2012, mis en bouteille 

par EARL Capuano-Ferreri à Santenay, Côte-d'Or, France. Ce Côte de Beaune, sélectionné par 

le Bureau Interprofessionnel des Vins de Bourgogne (BIVB), nous a été fourni par le Centre 

Technique Interprofessionnel de la Vigne et du Vin (CTIVV). Il est issu d’un cépage unique; le 

Pinot Noir, et compte 13 degrés d’alcool (13 % volume). 

 L’extraction de polyphénols 

J’ai pu réaliser cette extraction grâce à une collaboration avec Valérie SHCINI-KERTH et Phillipe 

CHABERT de l’UMR CNRS 7213 de la Faculté de Pharmacie de l’Université de Strasbourg. 

a) Préparation de la colonne 

Cette extraction se déroule sur une matrice de billes de vinyl-divinyl benzène ; Diaion® HP20 

(Supelco). 300 g de billes (poids sec) sont réhydratées dans du méthanol (1 volume de billes : 

2 volumes de méthanol) puis transférées dans une colonne d’un diamètre de 8 cm, munie 

d’un robinet. Un coton et une fine couche de sable de Fontainebleau sont disposés à la base 

de la colonne et permettent de retenir la matrice. Les billes sont lavées par 4 fois leur volume 

en eau distillée. Il faut s’assurer que la colonne soit toujours hydratée tout au long du 

protocole d’extraction. 

b) Séparation des composés 

Afin de séparer les composés polyphénoliques des autres composés, il faut évaporer l'alcool 

et une partie de l’eau de 200 ml de vin grâce à un évaporateur rotatif (Rotavapor RII, BUCHI) 

couplé à une pompe à vide, au bain marie à 37°C. Les 15 ml de concentrât obtenu sont déposés 

sur le dessus de la colonne de billes puis celle-ci est lavée par 4 fois son volume en eau distillée 

à débit faible : 20 gouttes par minute. Cette étape permet d’éliminer les sucres et les acides 

organiques libres afin de purifier la fraction contenant les polyphénols. 

c) Elution des composés 

Less polyphénols accrochés à la matrice sont élués par une solution d’éthanol absolu, 0,1 % 

acide acétique glacial à un débit de 40 gouttes par minute. La solution contenant l’anneau 
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coloré en rouge bordeaux est récupérée puis arrêter l'élution est arrêtée lorsque la colonne 

est redevenue de couleur blanche. L’erlenmeyer contenant la fraction d’intérêt est conservé 

à l’abri de la lumière afin d’éviter toute altération des polyphénols.   

La colonne est alors lavée par 4 fois son volume en eau distillée afin de retirer toute trace 

d'éthanol qui pourrait altérer l'extraction suivante. L’opération est répétée jusqu’à 

épuisement du contenu de la bouteille de vin. 

d) Désalcoolisation et déshydratation de la fraction d’intérêt 

Il faut alors procéder à l’évaporation des solvants de la fraction contenant les composés 

polyphénoliques grâce à l’évaporateur rotatif. Cette étape nécessite l’ajout d’éthanol absolu 

à plusieurs reprises afin de former un mélange azéotrope et ainsi faciliter l’évaporation de 

l’eau ; ceci permettra de passer d’une substance cireuse à des cristaux secs. Cette poudre, 

d’une couleur bordeaux foncé, est un extrait de vin concentré en polyphénols. Elle est 

conservée à -20°C et l’abri de la lumière. Une solution stock d’extrait de vin à 100 mg/mL, dans 

de l’éthanol à 50 % est conservée à -20°C. 

 Description qualitative et quantitative de l’extrait de vin 

Tableau 2 : Description qualitative et quantitative de l’extrait de vin 

  mg/L de vin mg/g d'extrait 

Acides phénoliques 

Acide gallique 21 5,04 

Acide caftarique 53 12,74 

Acide coutarique 20 4,80 

Acide cafféique 10 2,40 

Stilbène Picéide 1 0,24 

Resvératrol 7 1,68 

Anthocyanes 

Delphinidine 15 3,60 

Pétunidine 10 2,40 

Péonidine 14 3,36 

Malvidine 78 18,75 

Catéchines 

Catéchine 31 7,45 

Epicatéchine 8 1,92 

Dimère de procyanidine 42 10,09 

Flavonols Quercétine 4 0,96 
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 Test de cytotoxicité au crystal violet 

Le Crystal violet est un colorant spécifique des noyaux cellulaires. Après traitement, le tapis 

cellulaire est lavé par du PBS directement dans le puits puis fixé 20 minutes par de l'éthanol 

absolu. La solution de crystal violet (Sigma-Aldrich) est ensuite appliquée sur les cellules 

durant 5 minutes puis rincée à l'eau jusqu'à ce que cette dernière soit claire. Après séchage 

du puits, une solution d'acide acétique à 33 % (acide acétique glacial 1 : 2 eau distillée) est 

ajoutée ; elle permet la dissolution du crystal violet incorporé par les noyaux. 30 minutes après 

agitation, l'absorbance de la solution est lue à 540 nm par un spectrophotomètre. 

L'absorbance du contrôle est rapportée à 100 % et l’absorbance des différentes conditions de 

traitements est exprimée en pourcentage par rapport au contrôle.  

 Western Blotting 

 Préparation de l'extrait protéique 

Après traitement des cellules sur une surface minimale de 10 cm², les cellules sont récupérées 

et centrifugées 5 minutes à 300 g à 4 °C. Le culot est lavé dans du PBS puis centrifugé 5 minutes 

à 300 g et 4°C. Après élimination du surnageant, le culot cellulaire est repris dans du tampon 

de lyse Boiling (1 % (m/v) de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), 1 mM d’orthovanadate, 10 mM 

Tris (pH=7.4)) et des anti-protéases (Roche). Cette lyse chimique est suivie d’une lyse 

mécanique par ultra-son. 

 Dosage des protéines 

Les protéines sont dosées par la technique BCA (Bicinchoninic Acid Assay, QuantiProTM BCA 

Assay Kit, Sigma). Ce test colorimétrique implique la réduction des ions Cu2+ en Cu+ par les 

liaisons peptidiques des protéines. Le réactif BCA chélate les ions Cu+ pour former des 

complexes de couleur pourpre solubles dans l’eau. Le dosage est réalisé en plaque 96 puits 

dans un volume de 200 µL (99 µL d'eau, 1 µL d'extrait protéique, 49 µL de solution A, 49 µL de 

solution B et 2 µL de Cu2+). Après 30 minutes à 37°C et à l’obscurité, la plaque est lue à 595 

nm par un spectrophotomètre. Une gamme d’étalonnage est réalisée en parallèle des 

échantillons sur la plaque avec différentes quantités de BSA : 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10 µg.  
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 Préparation des échantillons 

Chaque échantillon est préparé à l’aide de la gamme étalon ce qui permet de déposer la même 

quantité de protéine pour chaque échantillon et ainsi procéder à une analyse quantitative. 

Les échantillons sont préparés sur la glace dans un tampon de lyse Laemmli (250 mM TrisHCl, 

40 % Glycérol (v/v), 20 % -mercaptoéthanol (v/v), 10 % SDS (v/v), pH 6.8, quelques cristaux 

de bleu de bromophénol). Le volume et la quantité protéique doivent être identiques pour 

tous les échantillons et compris respectivement entre 20 et 30 µL (qsp eau distillée) et 20 µg 

à 120 µg selon la protéine à mettre en évidence. Les échantillons sont chauffés 5 minutes à 

95°C afin d’optimiser la dénaturation des protéines. 

 Préparation des gels d’acrylamide, migration et transfert 

La migration est réalisée dans un gel SDS-PAGE de 1,5 mm d’épaisseur, constitué de 2 parties. 

La première, le gel de concentration, permet aux protéines d’arriver en même temps dans la 

seconde partie, le gel de séparation. Il permet la séparation des protéines selon leur masse 

moléculaire et sa composition en acrylamide ; de 7 à 15 % ; est variable selon la résolution de 

séparation souhaitée (Voir composition dans tableau 3).  

Tableau 3 : Composition des gels SDS-PAGE 

 Gel de séparation 
Gel de 

concentration 
7 % 10 % 15 % 

Eau distillée 5,75 mL 5 mL 3,75 mL 1 ,95 mL 

Tris Base, SDS 0,4 %, pH 8.8 2,5 mL X 

Tris Base, SDS 0,4 %, pH 6.8 X 750 µL 

Acrylamide/Bisacrylamide 1,75 mL 2,5 mL 3,75 mL 300 µL 

APS 10 % 50 µL 25 µL 

TEMED 10 µL 5 µL 

Pyronine G X 25 µL 
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Ces gels sont ensuite placés dans un système d’électrophorèse Biorad ; rempli de tampon de 

migration (3,03 g Tris base, 14,4 g Glycine, 1 g SDS, qsp 1 L eau distillée). Les échantillons sont 

déposés dans les puits préalablement formées par un peigne dans le gel de concentration. La 

migration débute à 50 V afin que les protéines atteignent le gel de séparation puis le voltage 

est augmenté à 100 V. 

Le gel de séparation est ensuite récupéré monté selon le montage suivant : tampon en 

mousse, papier Wattman, membrane de nitrocellulose, gel de séparation, papier Wattman, 

tampon en mousse. Ce montage est placé dans une cuve remplie de tampon de transfert 

pendant 1 h à 2 h à 45 V. Le temps de transfert ainsi que le tampon varient en fonction de la 

masse moléculaire des protéines d’intérêt. Nous utilisons usuellement le tampon borate (6,06 

g Tris base, 3.09 g acide borique, q.s.p. 1 L eau distillée) mais pour les petites protéines 

(inférieur à 20 kDa) un tampon éthanol est utilisé (3,75 g Tris base, 17,85 g glycine, 375 mL 

d’Ethanol, q.s.p. 1,5 L eau distillée) 

 Révélation 

La membrane est alors mise à saturer 1 h sous agitation dans du TBS Tween 0.5 %, lait 

(Régilait®) 5 %. Cette étape évite la fixation non spécifique des anticorps. 

La membrane est alors incubée la nuit dans l’anticorps primaire (voir références tableau 4), à 

4°C sous agitation. Puis la laver 3 fois 10 minutes dans du TBST 0,5 % à température ambiante 

sous agitation. La membrane est ensuite incubée 1 h dans l’anticorps secondaire (voir 

références tableau 5), à température ambiante, sous agitation. L’anticorps secondaire est 

choisi en fonction de l’espèce de production de l’anticorps primaire et il est couplé à une 

péroxydase (HRP : Horse Radish Peroxidase). La membrane est de nouveau lavée 3 fois 10 

minutes dans du TBST 0,5 % à température ambiante sous agitation puis égoutée.   

Les solutions (1:1) du kit de révélation « SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity 

Substrate » (Thermo Scientific) sont utilisées pour mettre en évidence le signal HRP grâce au 

luminol qu’elles contiennent (substrat chemoluminescent de l’HRP). L’imageur 

ChemiDocXRS+ (Bio-rad) nous permet de mettre en évidence le signal lumineux émit sur une 

image.  
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Tableau 4 : Liste des anticorps primaires  

Protéine cible 
Masse 

moléculaire 
(kDa) 

Réactivité Isotype Fournisseur Référence/Clone Dillution 

-Actine 42 
Humain, 

souris 
Souris 

Sigma-
Aldrich 

A1978  
/ clone AC-15 

1/5000 

Ror-t 56/58 Humain, 
souris 

Rat eBioscience 14-6988 
/ clone AFKJS-9 

1/1000 

STAT3 (His 124) 79/86 
Humain, 

souris 
Souris Cell Signaling 

9139 / clone 
124H6 

1/1000 

STAT3 79/86 Humain, 
souris 

Lapin Cell Signaling 12640 1/1000 

Acetyl-STAT3 
(Lys685) 

79/86 Humain Lapin Cell Signaling 2523 1/1000 

Phospho-STAT3 
(Tyr 705) 

79/86 Humain, 
souris 

Lapin Cell Signaling 9145 1/1000 

SirT1 120 Souris Lapin Cell Signaling 2028 1/1000 

Caspase-1 (p-
10) 

10 Souris Souris AdipoGen® AG-20B-0044 
/ clone Casper-2 

1/500 

Caspase-1 (p-
20) 

20 Humain Souris AdipoGen® 
AG-20B-0048-C100 

/ clone (Bally-1) 
1/500 

NLRP3  118 Humain, 
Souris 

Souris AdipoGen® AG-20B-0014  
/ clone Cryo-2 

1/1000 

Asc 25 Humain, 
souris 

Lapin AdipoGen® AG-25B-0006  
/ clone AL177 

1/500 

 

Tableau 5 : Liste des anticorps secondaires 

Cible Fournisseur Référence Dillution 

Anti-souris Jackson Immunoresearch Laboratory 115-035-146 1/10000 

Anti-lapin Jackson Immunoresearch Laboratory 111-035-144 1/10000 

Anti-rat Santa Cruz Biotechnology sc-2006 1/5000 
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 Analyses par cytométrie en flux 

 Marquage Annexine V / 7AAD 

Le marquage AnnexineV / 7AAD permet de mettre en évidence et quantifier la mort cellulaire. 

Lors de l’apoptose précoce, l’Annexine V qui couplé à un fluorochrome FITC, fixe les 

phospatidyl-serines qui se trouvent transloquées de l’intérieur à l’extérieur de la membrane 

plasmique. Plus tardivement, l’intégrité de la membrane plasmique est perturbée, ainsi, le 

7AAD (7-aminoactinomycine D), un agent intercalant de l’ADN, peut entrer dans la cellule et 

fixer l’ADN ; on peut alors parler d’apoptose tardive ou de nécrose. La combinaison de ces 

deux marqueurs permet de différencier les cellules vivantes (Annexine V- / 7AAD-) des cellules 

en phase précoce d’apoptose (Annexine+ V / 7AAD-) ou en phase tardive d’apoptose ou de 

nécrose (Annexine V+ / 7AAD+).  

Après culture et traitement des cellules en plaque 12 puits, les cellules et le surnageant sont 

récupérés dans des tubes polypropylène. Les cellules sont centrifugées 5 minutes à 300 g puis 

lavées 2 fois dans du PBS puis centrifugées 5 minutes à 300 g. Le culot cellulaire est repris dans 

50 µL de Binding buffer, 5 µL d’Annexine V couplé à une sonde fluorescente FITC (Fluorescein 

isothiocyanate) (laser bleu Exmax 488 nm, Emmax 519 nm) et 5 µL de 7AAD (laser bleu Exmax 

488 nm, Emmax 647 nm) durant 15 minutes à température ambiante et à l’obscurité. La 

suspension cellulaire est alors diluée dans 100 µL de Binding buffer et les cellules sont passées 

au cytomètre en flux (Digital LSRII). Le traitement des données est réalisé avec le logiciel 

FlowJo.  

 Microscopie 

 Marquage au Hoechst 33342  

L’apoptose est identifiée par marquage au Hoechst 33342 (Exmax 350nm,Emmax 461nm) et 

par le dénombrement des cellules dont les noyaux sont fragmentés et condensés ; tandis que 

les cellules viables présentent un noyau régulier et rond.  

Après traitement, les cellules et le surnageant sont récupérés et centrifugés 5 minutes à 300 

g. Le culot cellulaire est lavé au PBS puis centrifugé 5 minutes à 300 g. Le culot cellulaire est 

repris dans une solution de Hoechst 33342 à 1 µg/ml durant 30 minutes à température 

ambiante. Les cellules sont ensuite lavées dans du PBS, centrifugées 5 minutes à 300 g puis 
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cytospinées sur une lame. Les spots de cellules sont recouverts d’un milieu de montage 

Glycérol : PBS (1:1) et d’une lamelle lutée. Les lames sont alors observées au microscope en 

utilisant un filtre DAPI (Exmax 365nm, Emmax >397nm) 

  Immunofluorescence 

Dans une plaque 12 puits, les cellules sont ensemencées à une densité de 35000 cellules/cm² 

sur des lamelles au préalablement disposées dans le puits et recouvertes de poly-L-lysine. Le 

lendemain, les cellules sont traitées selon les conditions de l’expérimentation puis les lamelles 

sont lavées deux fois avec du PBS. Les cellules sont ensuite fixées à la lamelle 10 minutes dans 

du paraformaldéhyde (PFA) 4 % à 4°C puis lavées deux fois par du PBS. Afin de saturer les sites 

non spécifiques et perméabiliser les cellules, les lamelles sont incubées 20 minutes à 

température ambiante dans un mélange contenant 3 % de BSA, 0.2 % de Saponine dans du 

PBS. La lamelle est ensuite incubée une nuit à 4°C dans l’anticorps primaire puis lavées trois 

fois 5 minutes à température ambiante dans du PBS. La lamelle est ensuite incubée dans 

l’anticorps secondaire durant 30 minutes à température ambiante et à l’abri de la lumière puis 

lavée trois fois 5 minutes pans du PBS. Enfin, la lamelle est déposée sur une lame dans du 

milieu de montage ProLong® antifade with Dapi (Life Technologies). Les Lames sont observées 

au microscope à l’objectif x40 en utilisant l’ApoTome.  

 Reverse Transcription – quantitative Polymerase Chain Reaction : RT-

qPCR 

 Lyse cellulaire et extraction d’Acide RiboNucléique totaux (ARN) 

Après ensemencement et traitement, les cellules sont récupérées, centrifugées 5 minutes à 

300 g puis lavées dans du PBS et de nouveau centrifugées 5 minutes à 300 g. le culot cellulaire 

est repris dans du Trizol® Reagent (Life Technologies) avant d’y ajouter du chloroforme puis 

homogénéisater les échantillions. Les échantillions sont vortéxés 15 secondes minimum puis 

centrifugés 15 minutes à 12 000 g.  Afin d’obtenir une séparation de phase 

(Trizol/chloroforme) permettant de récupérer les ARN dans la phase chloroformique. Ceux-ci 

sont alors précipités et purifiés par l’ajout de l’isopropanol. Avant centrifugation 15 minutes à 

12 000g puis lavage du culot avec de l’Ethanol à 70 %, les ARNm sont alors centrifugés 5 

minutes à 7 500 g ; cette étape étant répétée 3 fois. Le culot d’ARN est séché puis repris dans 
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10 µL d’eau Ultra Pure (RNAse DNAse free ;  Life Technologies). La quantité d’ARN totaux est 

dosée par spectrophotométrie (NanoDrop 2000, Thermo Scientific).  

 Transcription inverse 

La transcription inverse se déroule en deux étapes à l’aide du kit M-MLV Reverse Transcriptase 

(Invitrogen) et de RNaseOUT (Invitrogen). Dans un premier temps, 300 ng d’ARN totaux ont 

été dénaturés pendant 5 minutes à 65°C en présence de 100 ng/μl d’amorces aléatoires 

(Random Primers ; ThermoFischer), 0,5 mM de désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP, 

Promega) et d’eau ultra pure (q.s.p. 15 µL). Lors de la seconde étape, l'ARN est rétrotranscrit 

en ADNc en présence de First Strand Buffer, 10 U/µI de M-MLV, 5 mM de DTT et 40 UI de 

RNAse-OUT, dans un thermocycleur iCycler (BioRad) durant 1 h à 42°C puis 15 minutes à 70°C. 

Les ADNc fraîchement synthétisés sont dilués au 1/10 ème dans de l’eau ultra pure puis utilisés 

pour l’amplification par qPCR ou stokés à -20°C. 

 Réaction par polymérisation en chaîne quantitative: qPCR 

Lors de cette étape les ADNc précédemment synthétisés sont utilisés en présence d’amorces 

sens et anti-sens ciblés contre la séquence de notre gène d’interêt (voir tableau 6), de Power 

SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) et d’eau distilée. Le Power SYBR® Green 

PCR Master Mix met en jeu un mélange des 4 désoxyribonucléotides triphosphates (dNTPs, 

Promega), une Taq polymérase qui permet l’assemblage des dNTPs à la suite des amorces, et 

un agent intercalant de l’ADN fluorescent : le SYBR® Green qui permet de suivre 

l’amplification. La qPCR est réalisée dans un thermocycleur ViiA™ 7 Real-Time PCR System 

selon le programme suivant. 

- 10 minutes à 95°C : dénaturer les brins d’ADN 

- 15 secondes à 95°C : dénaturer les brins d’ADN 

- 1 minute à 60°C : hybridation des amorces et phase d’extension 

- 15 secondes à 95°C 

- 1 minute à 60°C 

- 15 secondes à 95°C 

Courbes de dissociation : permet de déterminer 

 la spécificité des amorces utilisées 

X 40 cycles 
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Les valeurs de Ct (Cycle threshold) des gènes cibles ont été normalisées par rapport à celles 

de la -actine (ΔCt). Le calcul de l'expression transcriptionnelle relative utilise la formule 2-

(Δ(ΔCt)).  

Tableau 6 : Séquence des amorces 

Gène cible Espèce Séquence sens Séquence anti-sens 

-Actine Souris ATGGAGGGGAATACAGCCC TTCTTTGCAGCTCCTTCGTT 

Ror-c Souris GGTGATAACCCCGTAGTGGA CTGCAAAGAAGACCCACACC 

IL-17 A Souris TGAGCTTCCCAGATCACAGA TCCAGAAGGCCCTCAGACTA 

IL-17 F Souris TTGATGCAGCCTGAGTGTCT AATTCCAGAACCGCTCCAGT 

IL-21 Souris AAAACAGGCAAAAGCTGCAT TGACATTGTTGAACAGCTGAAA 

IL-22 Souris TCGCCTTGATCTCTCCACTC GCTCAGCTCCTGTCACATCA 

Nalp3 Souris TCACAACTCGCCCAAGGAGGAA AAGAGACCACGGCAGAAGCTAG 

Asc Souris GCTGGTCCACAAAGTGTCCT GAGCAGCTGCAAACGACTAA 

Caspase-1 Souris CGTACACGTCTTGCCCTCAT ACTCCTTGTTTCTCTCCACGG 

IL-1 Souris GGTCAAAGGTTTGGAAGCAG TGTGAAATGCCACCTTTTGA 

-Actine Humain GTTGTCGACGACGACGAGCG GCACAGAGCCTCGCCTT 

Nalp3 Humain AGGAAGATGATGTTGGACTGG GTGGATGGGTGGGTTTGG 

Asc Humain AGTTTCACACCAGCCTGGAA TTTTCAAGCTGGCTTTTCGT 

 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay : ELISA 

La technique ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) permet de quantifier la sécrétion 

de molécules dans le surnageant de culture cellulaire. Ici nous avons estimé la quantité d'IL-

17 A ou IL-1 sécrétée par les cellules en utilisant les kits Mouse IL-17A ELISA MAX Standard 

(BioLegend) et Mouse IL- 1 beta/IL-1F2 DuoSet® ELISA (R&D Systems) et Human IL- 1 beta/IL-

1F2 DuoSet® ELISA (R&D Systems). 

http://www.biolegend.com/mouse-il-17a-elisa-max-standard-3537.html
http://www.biolegend.com/mouse-il-17a-elisa-max-standard-3537.html
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Un anticorps dit « de capture » est fixé dans le fond du puits d’une plaque 96 puits durant une 

nuit à 4°C. Après saturation des sites aspécifiques par les protéines d’une solution de SVF à     

5 % ou de BSA à 1 % durant 2 h à température ambiante, les surnageants de culture cellulaire 

sont déposés et incubés à 4°C durant une nuit. L’anticorps de détection, couplé à l’enzyme 

HRP, vient ensuite fixer les molécules d’intérêts lors d’une heure d’incubation à température 

ambiante. Le substrat de l’enzyme HRP : le tétraméthylbenzidine (TMB) est ensuite ajouté et 

une coloration bleu clair apparait. Cette réaction est arrêtée par ajout d’une solution d’acide 

sulfurique 2N (H2SO4), qui en changeant le pH de la solution, change sa couleur en jaune.  La 

lecture de l’absorbance à 450 nm est réalisée par un spectrophotomètre lecteur de plaques 

UVM 340 Asys (BioServ) et l’analyse des données est réalisée par comparaison au contrôle.  

i. Tests statistiques 

Les expérimentations in-vitro ont été répétées trois fois (sauf si mentionné). Les résultats sont 

exprimés en moyenne avec l’erreur type sur celle-ci (SD, Standard Deviation) et une 

expérience représentative est présentée dans les résultats pour chaque type d’expérience. 

Nous avons utilisé pour les expérimentations in vivo le test de Student et pour les 

expérimentations in vitro le test T apparié. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001. 
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 Activité biologique de l’extrait polyphénolique de vin rouge in vitro 

et in vivo 

Au cours de ces vingt dernières années, le resvératrol, un polyphénol que l’on retrouve dans 

l’alimentation au travers du raisin, des baies rouges, des cacahuètes, a montré de nombreuses 

activités pharmacologiques. Il permet la modulation des voies de signalisations de la division 

cellulaire, de l’apoptose, de l’inflammation ou encore de l’angiogenèse (Kundu & Surh, 2008). 

Parallèlement, Mazué et coll. ont pu montrer un effet antiprolifératif d’un extrait de vin 

désalcoolisé sur des cellules de cancer colorectal colique (Mazué et al., 2014). Nous nous 

intéresserons ici à l’étude d’un extrait polyphénolique de vin rouge issu d’un Santenay Premier 

Cru de 2012. Celui-ci contient du resvératrol mais également un grand nombre d’autres 

molécules polyphénoliques telles que la malvidine et la delphinidine de la famille des 

anthocyanes, de la catéchine, des dimères de procyanidine, des acides phénoliques…. Le 

procédé de fabrication ainsi que la description qualitative exhaustive de l’extrait de vin rouge 

est décrit dans la section Matériel et méthode, II. Préparation de l’extrait polyphénolique de 

vin rouge. 

Dans un premier temps, nous avons réalisé l’étude de l’activité anti-proliférative et 

cytotoxique de notre extrait polyphénolique de vin rouge (RWE : Red Wine Extract) sur des 

lignées cellulaires de cancer colorectal humaines et murines.  

 Effet cytotoxique de l’extrait polyphénolique de vin rouge in vitro 

Afin d’évaluer l’effet cytotoxique de notre extrait polyphénolique de vin rouge et de 

déterminer le type de mort qu’il induit, nous avons procédé à diverses analyses. Dans un 

premier temps nous avons évalué l’effet antiprolifératif de RWE. 

a) Evaluation de l’effet antiprolifératif de l’extrait polyphénolique de vin 

rouge 

Nous avons d’abord étudié l’effet antiprolifératif de RWE sur des lignées cellulaires de cancer 

colorectal murines (CT26 et MC38) et humaines (HCT116 et SW620). Pour cela, nous avons 

réalisé un test colorimétrique de viabilité cellulaire au Crystal Violet après 48 h et 72 h de 

traitement par l’extrait de vin selon une gamme de concentration croissante allant de 10 à 

500 µg/ml (Figure 11).  
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Figure 11. Evaluation de la viabilité cellulaire sur quatre lignées cellulaires de cancer 
colorectal murines et humaines.  Ces tests ont été réalisés sur les lignées cellulaires murines 
CT26 et MC38 et sur les lignées humaines HCT116 et SW620. Les cellules ont été traitées 
durant 48 h ou 72 h à des concentrations allant de 10 µg/ml à 500 µg/ml de RWE. La 
détermination de la concentration en RWE induisant 50 % de viabilité cellulaire a été obtenue 
en faisant la moyenne ± écart type de trois expériences indépendantes comprenant au 
minimum 2 réplicats. 
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Tableau 7. Tableau récapitulatif des valeurs d’IC50 de la figure 11 

Lignées cellulaires 
Concentration de RWE (µg/ml) pour 50 % de cellules viables 

48 h  de traitement 72 h  de traitement 

M
u

ri
n

es
 

CT26 123,7 ± 11,9 153,3 ± 15,7 

MC38 122,0 ± 4,3 74,5 ± 11 ,6 

H
u

m
ai

n
es

 

HCT116 213,5 ± 30,4 77,3 ± 6,6 

SW620 221,0 ± 9,8 227,5 ±30,0 

 

Ces résultats nous montrent une diminution de la viabilité cellulaire des cellules de lignées de 

cancer colique CT26, MC38, HCT116 et SW620 lorsqu’elles sont traitées par l’extrait 

polyphénolique de vin rouge. Ces effets augmentent en fonction de la concentration de RWE 

utilisés pour les 4 lignées. Néanmoins, une augmentation du temps de traitement ne semble 

pas affecter la viabilité cellulaire pour les lignées CT26 et SW620.  

Afin de déterminer le mécanisme par lequel passe la diminution de viabilité cellulaire 

précédemment observée, nous avons procédé à une analyse de la mort cellulaire par 

cytométrie en flux.  

b) Induction de la mort cellulaire par l’extrait polyphénolique de vin rouge 

Afin de mettre en évidence et quantifier la mort cellulaire induite par RWE, nous avons 

procédé à un marquage AnnexineV / 7AAD. En effet, l’AnnexineV se fixe sur les phosphatidyl-

serines qui se trouvent transloquées à l’extérieur de la membrane plasmique puis plus 

tardivement, l’intégrité de cette membrane est perturbée, ainsi, le 7AAD peut entrer dans la 

cellule et fixer l’ADN. La combinaison de ces deux marqueurs permet de différencier les 

cellules vivantes (AnnexineV- / 7AAD-), des cellules en phase précoce d’apoptose (AnnexineV+ 

/ 7AAD-) ou des cellules en phase tardive d’apoptose ou de nécrose (AnnexineV+ / 7AAD+) 

(Figure 12). 

Nous pouvons observer une augmentation de la proportion de cellules marquées par 

l’AnnexineV et le 7AAD en fonction de l’augmentation de la concentration de traitement par 

l’extrait de vin. Le marquage de l’apoptose précoce AnnexineV+/ 7AAD- est faiblement 
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augmenté dans les lignées de cancer colique murine CT26 et MC38 (maximum 

d’augmentation : 3 %) comparativement aux lignées humaines (maximum d’augmentation : 

30%). Néanmoins l’ensemble des lignées présentent un taux de cellules doublement positives 

nettement supérieur à celui de l’apoptose précoce. On peut observer une augmentation du 

double marquage de 5 % pour les lignées murines et jusqu’à 80 % pour les lignées humaines.  

Ces résultats montrent que la diminution de la viabilité cellulaire observée précédemment est 

due à l’induction de la mort cellulaire par l’extrait polyphénolique de vin rouge. Cependant il 

est nécessaire d’affiner les analyses afin de déterminer plus précisément le type de mort induit 

par l’extrait polyphénolique de vin rouge.  
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Figure 12. Caractérisation de la mort cellulaire induite par l’extrait de vin rouge. Ces tests 
ont été réalisés sur les lignées cellulaires murines CT26 et MC38 et sur les lignées humaines 
HCT116 et SW620. Les cellules ont été traitées durant 48 h ou 72 h à des concentrations de 
100 µg/ml et 200 µg/ml de RWE et de 10µM de resvératrol (RSV, contrôle positif).  La mort 
cellulaire a été analysée par cytométrie en flux après un marquage des cellules à 
l’AnnexineV/7AAD. Le pourcentage de mort cellulaire exprimé ici est représentatif des 
résultats de deux expériences indépendantes comprenant chacune 2 réplicats. 
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c) Mise en évidence de la mort cellulaire par apoptose 

Pour déterminer plus précisément le caractère apoptotique de la mort induite par l’extrait de 

vin, nous avons procédé à un marquage des noyaux cellulaires par du Hoechst 33342. Ce 

marquage permet de repérer par microscopie les corps apoptotiques induit par la 

condensation de la chromatine lors du processus d’apoptose. La chromatine des noyaux 

cellulaires des cellules apoptotiques sera alors fragmentée (Figure 13).  

Pour cela, nous avons traité les cellules des lignées de cancer colique CT26, MC38, HCT116 et 

SW620 durant 48 h avec l’extrait polyphénolique de vin rouge puis nous les avons marquées 

par le Hoechst 33342. Nous pouvons observer une augmentation du nombre de noyaux 

présentant une fragmentation de la chromatine dans le champ de cellules traitées par l’extrait 

de vin rouge comparativement aux noyaux des cellules contrôles. La mort induite par l’extrait 

polyphénolique de vin rouge implique alors les voies apoptotiques.  
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Figure 13. Mise en évidence de la mort cellulaire par apoptose induite par l’extrait de vin 
rouge. Un marquage par du Hoechst 33342 a été réalisé sur les lignées cellulaires murines 
CT26 et MC38 et sur les lignées humaines HCT116 et SW620. Les cellules ont été traitées 
durant 48 h à des concentrations de 100 µg/ml et 200 µg/ml de RWE puis marquées par le 
Hoechst 33342. La condensation et la fragmentation de la chromatine est indiquée par une 
flèche, est observée par microscopie. Ces résultats sont représentatifs des résultats de deux 
expériences indépendantes. 

A ce stade de l’étude, nous avons pu mettre en évidence un effet cytotoxique de l’extrait 

polyphénolique de vin sur les quatre lignées cellulaires de cancer colorectal humaines 

(HCT116 et SW620) et murines (CT26 et MC38). Cet extrait induit in vitro la mort cellulaire par 

apoptose néanmoins, il semble également induire la mort cellulaire par nécrose ou apoptose 

tardive. 

Compte tenu des résultats obtenus précédemment, il s’agit maintenant d’évaluer si l’extrait 

polyphénolique de vin rouge peut avoir un effet anti-tumoral in vivo.  

HCT116

NT RWE 100 µg/ml RWE 200 µg/ml

SW620

CT26

MC38
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  Evaluation de l’activité anti-tumorale de l’extrait polyphénolique de vin 

rouge in vivo 

Afin de rendre compte d’un éventuel effet anti-tumoral de l’extrait polyphénolique de vin        

in vivo, nous avons étudié son effet sur la croissance de tumeurs issues de xénogreffes de 

cellules de cancer colique murines CT26 chez des souris Balb/c agées de six semaines réparties 

en deux groupes. Le premier groupe de huit souris voit son régime alimentaire 

quotidiennement supplémenté de 100 mg/kg d’extrait de vin rouge, on le nommera « RWE » 

pour Red Wine Extract. Tandis que le second groupe, de huit souris également, dit 

« contrôle », reçoit un régime alimentaire ordinaire ; les deux groupes suivent ce régime 

durant trois semaines. Cette supplémentation alimentaire par voie orale pourrait mimer la 

prise quotidienne d’un complément alimentaire à base d’extrait de vin chez l’Homme. A la 

suite des trois semaines de supplémentation, les souris reçoivent en injection sous-cutanée 

des cellules cancéreuses coliques murines CT26. Le suivi de la croissance tumorale est réalisé 

jusqu’à euthanasie de l’animal et le régime alimentaire est maintenu tout au long de 

l’expérience (Figure 14). Par ailleurs, le poids des souris est suivi de façon hebdomadaire. 

Les résultats nous montrent que le régime alimentaire enrichi en extrait de vin rouge n’a pas 

d’influence sur le poids des souris traitées comparativement à celle du groupe contrôle (Figure 

14A). En revanche, la surface des tumeurs est significativement réduite chez le groupe RWE 

comparativement au groupe contrôle.  En effet, la surface tumorale moyenne du groupe RWE 

est de 155 mm² à 19 jours tandis qu’elle est de 258 mm² pour le groupe contrôle (Figure 14B). 

Nous observons donc un effet anti-tumoral de l’extrait polyphénolique de vin rouge. 
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Figure 14. Effet anti-tumoral de l’extrait de vin rouge in vivo. Après trois semaines de 
supplémentation alimentaire « RWE » ou absence de supplémentation « contrôle », les souris 
Balb/c reçoivent en injection sous cutanée de cellules cancéreuses coliques CT26. A. Le poids 
des souris est surveillé sur l’ensemble de la période de l’expérience. B. Le suivi de croissance 
tumorale est réalisée 3 fois par semaines jusqu’au sacrifice de l’animal. Test de Student 
*p<0.05 **p<0.01  

Jusqu’alors, nous avons pu montrer que l’extrait polyphénolique de vin rouge permet de 

prévenir la prolifération des cellules tumorales coliques in vitro sur quatre lignées de cellules 

humaines et murines et in vivo chez la souris avec un modèle CT26/Balb/c. En effet, l’extrait 

diminue la viabilité cellulaire de ces cellules et induit leur mort cellulaire par apoptose et 

nécrose. De plus, nous avons pu montrer que l’extrait présente un effet anti-tumoral chez des 

souris Balb/c injectées en sous cutanée avec des cellules de cancer colique CT26. 

L’extrait polyphénolique de vin rouge semble donc être un candidat intéressant pour la 

chimioprévention des cancers colorectaux. On entend ici par chimioprévention, la prévention 

des cancers par l’ingestion d’agents naturels réduisant ainsi le risque de cancérogenèse. Or 

dans la littérature, de nombreux travaux mettent en évidence une corrélation entre les 

phénomènes d’inflammation chronique et de cancérogénèse (Coussens & Werb, 2002). En 

Injection CT26 sous cutanée (400 000 cellules) 

RWE: Supplémentation alimentaire 
RWE 100mg/kg/j, 3 semaines

= Prévention
Contrôle: régime alimentaire normal

J0

jusqu’au sacrifice
100mg/kg/j

Suivi croissance tumorale

RWE (100 mg/kg/j)

Contrôle

Prévention Traitement

3 semaines
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effet, lors du phénomène de cancérogénèse, la réponse immunitaire, qui est déclenchée par 

les différents effecteurs du système immunitaire, est de type pro-inflammatoire.  

Dans le cadre de notre projet, nous avons donc cherché à mettre en évidence un effet 

immuno-modulateur de notre extrait de vin et plus précisément sur la modulation de la 

réponse immunitaire pro-inflammatoire liée aux lymphocytes Th17. 

 Etude de la modulation de la différenciation du lymphocyte Th17 par 

l’extrait polyphénolique de vin rouge 

Pour réaliser cette partie de l’étude, nous avons procédé à la différenciation in vitro de 

lymphocytes T naïfs (CD4+ CD62Lhi) en lymphocytes Th17. Pour cela nous avons isolé des 

lymphocytes T naïfs de souris C57bl/6 puis mis en culture en présence d’un milieu de 

différenciation spécifique du Th17 comprenant de l’IL-6 et du TGF- 

 Mise en évidence de la diminution de la production d’IL-17 par le Th17 in 

vitro après un traitement par l’extrait polyphénolique de vin rouge 

Dans un premier temps nous avons recherché la sécrétion de l’interleukine pro-inflammatoire 

IL-17 produite par les Th17. Pour cela, nous avons récupéré le surnageant de culture des 

lymphocytes après différenciation en Th17 et procédé à une quantification de l’IL-17A par 

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Figure 15). 

Nous pouvons observer une diminution significative de la quantité d’IL-17 produite en 

présence d’un traitement par l’extrait de vin, et ce, dès la concentration de 50 µg/ml 

comparativement à la condition non traitée. De plus, comme il a déjà pu être observé dans 

l’équipe, le resvératrol induit une diminution significative de la production d’IL-17 par les 

lymphocytes Th17 (Limagne et al., 2017). 
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Figure 15. Diminution de la production de la cytokine pro-inflammatoire IL-17. Les cellules 
ont été traitées par des concentrations croissantes d’extrait polyphénolique de vin rouge 
(RWE) et une concentration de resvératrol (RSV), simultanément à l’induction de la 

différenciation des cellules par le milieu de différenciation enrichi en IL-6 et TGF-et durant 
toute l'expérimentation. Les surnageants de culture cellulaire ont été récupérés après 3 jours 
de différenciation puis l’IL-17 A est dosé par la technique d’ELISA. L’expérience, comprenant 
au minimum 2 réplicats, a été réalisée trois fois de manière indépendante. Test statistique T 
apparié *p<0.05 **p<0.01  

L’extrait polyphénolique de vin permet donc de moduler la production d’interleukine 17 par 

les lymphocytes Th17. Cette modulation est-elle la conséquence d’une atteinte du gène 

codant pour l’il-17?  

 Mise en évidence de la diminution de l’expression génique de l’il-17A et l’il-

17F in vitro après un traitement à l’extrait polyphénolique de vin rouge 

Afin de mettre en évidence un éventuel effet de l’extrait de vin au niveau de l’expression 

génique du lymphocyte Th17, nous avons procédé à une RT-qPCR sur les ARN des lymphocytes 

Th17 traités, ou non, par l’extrait de vin (Figure 16). 
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Figure 16. Diminution de l’expression génique de l’il-17A et de l’il-17-F des Th17. Les cellules 
ont été traitées par des concentrations croissantes d’extrait polyphénolique de vin rouge 
(RWE) et une concentration de resvératrol (RSV) simultanément à l’induction de la 

différenciation des cellules par le milieu de différenciation enrichi en IL-6 et TGF-. Les cellules 
ont été récupérées après 3 jours de différenciation puis nous avons réalisé une RT-qPCR. 
L’expérience, comprenant au minimum 2 réplicats, a été réalisée trois fois de manière 
indépendante. Test statistique T apparié *p<0.05  

L’extrait de vin, pour des concentrations de traitement allant de 50 et 100 µg/ml, induit de 

manière significative la diminution de l’expression de l’IL-17A. De plus, l’expression de l’IL-17F 

par les lymphocytes Th17 est significativement diminuée par un traitement à l’extrait de vin à 

partir de la concentration de 2 µg/ml. Un traitement des lymphocytes Th17 par l’extrait 

polyphénolique de vin rouge permet donc une modulation de l’expression génique de l’il-17A 

et de l’il-17F et ce de manière similaire à ce qui a pu être montré par le resvératrol. 

Des expériences complémentaires seront nécessaires pour déterminer s’il y a une modulation 

de la transcription ou une stabilisation des ARNm. 

 Nous venons de montrer que l’extrait polyphénolique de vin rouge à la capacité de moduler 

la synthèse des gènes de la différenciation d’un lymphocyte Th17 mais également de moduler 

sa sécrétion en cytokine pro-inflammatoire. Néanmoins l’extrait de vin est-il capable 

d’affecter directement le processus de différenciation du lymphocyte Th17 en jouant sur les 

facteurs de transcription clés de ce processus : STAT3 et Rort ? 
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 Mise en évidence de la modulation du taux protéique de STAT3, P-STAT3 et 

Rort in vitro après un traitement à l’extrait polyphénolique de vin  

 Dans le but de mettre en évidence un effet de l’extrait de vin sur l’expression protéique des 

facteurs de transcription du lymphocyte Th17, nous avons traité, ou non ces derniers, par 

l’extrait de vin puis, après extraction des protéines des cellules, nous avons procédé à un 

immunoblotting. (Figure 17). 
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Figure 17. Mise en évidence du taux de protéines régulant la différenciation du Th17 après 
traitement par l’extrait polyphénolique de vin rouge. Les cellules Th17 ont été traitées par 
des concentrations croissantes d’extrait polyphénolique de vin rouge (RWE) et une 
concentration de 10 µM de resvératrol (RSV) durant tout le temps de l’expérimentation. Les 

cellules ont été récupérées après 6 h (STAT3 et P-STAT3) ou 3 jours (Rort) de différenciation 
puis après une lyse cellulaire, nous avons réalisé un immunoblotting (A). La quantification des 

bandes a également été réalisée et normalisée par rapport à la -actine (B). Ce résultat est 
représentatif de trois expériences réalisées de manière indépendante. 
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Nous pouvons observer ici, une diminution de la synthèse protéique de nos trois protéines 

d’intérêt : P-STAT3, STAT3 et Rort lorsque les Th17 sont traités avec l’extrait polyphénolique 

de vin comparativement au contrôle, ce qui n’est pas le cas pour le resvératrol qui est 

seulement capable de diminuer l’expression protéique de Rort.  

Ces résultats montrent que l’extrait de vin permet de diminuer l’expression des différents 

facteurs de transcriptions clés de la différenciation du lymphocyte Th17 pro-inflammatoire. 

Nous avons donc pu montrer que l’extrait polyphénolique de vin rouge : 

- Induit une diminution significative de la sécrétion de cytokine pro-inflammatoire IL-

17 ; 

- Provoque une diminution significative de l’expression de l’il-17A et l’il-17F ; 

- Induit la diminution du taux de STAT3 et de sa forme phosphorylée ainsi que du taux 

de Rort, deux facteurs de transcription clés du programme de différenciation Th17. 

Au vue de ces résultats, nous avons mis en évidence un effet immuno-modulateur des 

molécules polyphénoliques présentes dans l’extrait de vin rouge, en régulant négativement le 

programme de différenciation du lymphocyte T naïf en lymphocyte Th17 pro-inflammatoire.  

L’IL-17 n’est pas la seule cytokine pro-inflammatoire ayant un rôle majeur dans 

l’inflammation. C’est le cas, par exemple de l’IL-1 qui participe notamment à la formation de 

l’inflammasome. Dans une seconde partie, nous avons donc recherché si l’extrait de vin peut 

agir sur celle-ci. 

 Etude de l’activité de l’extrait polyphénolique de vin rouge sur le 

«priming » ou l’activation de l’inflammasome NLRP3 

Chang et coll ont cherché à savoir si le resvératrol avait un rôle sur le « priming » de 

l’inflammasome via le LPS ou s’il influence l’activation du signal NLRP3 par différents 

activateurs de l’inflammasome tels que l’ATP ou la Nigéricine. Ils ont pu mettre en évidence 

un effet du resvératrol sur l’activation de NLRP3 et de l’inflammasome via l’ATP néanmoins 

aucun effet du resvératrol n’est détecté sur le « priming » de NLRP3. (Chang, Ka et al., 2015).  

Comme décrit précédemment dans l’introduction, l’induction de l’inflammation via 

l’inflammasome NLRP3 nécessite deux signaux. Le premier consiste en une augmentation de 

la synthèse protéique de NLRP3, on parle alors de « priming » de NLRP3 et le second consiste 
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en son activation qui va permettre l’assemblage de l’inflammasome NLRP3 et in fine la 

maturation de cytokines pro-inflammatoire telles que l’IL-1 et l’IL-18. 

Lors de notre étude nous avons évalué le potentiel immunomodulateur des molécules 

polyphénoliques de notre extrait de vin rouge sur le « priming » de NLRP3 ou sur l’activation 

et la formation de l’inflammasome NLRP3. Afin de procéder à cette étude nous avons utilisé 

deux lignées de macrophages murins, les cellules Raw264.6 et J774A.1. Ces deux lignées 

cellulaires sont des macrophages murins issus respectivement d’ascites d’un mâle porteur de 

tumeurs induite par le virus de la leucémie murine d’Abelson et de sang d’une femelle Balb/c 

porteuse d’une tumeur.  

 Absence de toxicité de l’extrait polyphénolique de vin sur les macrophages 

murins Raw264.7 

Afin de rendre compte de la cytotoxicité de l’extrait polyphénolique de vin rouge sur les 

macrophages de la lignée Raw264.7, nous avons réalisé un test de viabilité cellulaire par 

coloration au Crystal Violet sur ces cellules (figure 18). 
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Figure 18. Evaluation de la viabilité cellulaire sur les macrophages murins Raw264.7 après 
un traitement à l’extrait de vin. Les cellules ont été traitées durant 24 h à des concentrations 
croissantes de RWE allant de 1,9 µg/ml à 250 µg/ml. La viabilité cellulaire a été mise en 
évidence par coloration au Crystal Violet. L’expérience a été réalisée deux fois de manière 
indépendante avec 5 réplicats. 

Nous observons que l’extrait polyphénolique de vin n’a pas d’impact sur la viabilité cellulaire 

des macrophages Raw264.7 malgré des concentrations croissantes allant jusqu’à 250 µg/ml. 

L’extrait de vin ne montrant pas de cytotoxicité, nous avons pu évaluer, dans un second temps, 

son effet sur le « priming » de NLRP3 dans ces mêmes cellules.  
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 Mise en évidence du « Priming » et de l’activation de l’inflammasome de 

NLRP3 par le LPS dans les Raw264.7 

Dans un premier temps nous avons vérifié si un traitement de 6 h par le LPS induit le priming 

de NLRP3 dans notre lignée de macrophages murins : Raw264.7 (Figure 19). 

 

 

0

2

4

6

8

E x p r e s s io n  p r o té iq u e  d e  N L R P 3
N

L
R

P
3

 /


A
c

ti
n

e

L P S  (1 µ g /m l)C o n t r ô le

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

P r o d u c t io n  d 'IL -1 

IL
-1


 (

fo
ld

)

L P S  (1 µ g /m l)C o n t r ô le

 

Figure 19. Mise en évidences du « Priming » et de l’activation de l’inflammasome NLRP3 par 
le LPS. Les macrophages murins Raw264.7 ont été traités 6 h par du LPS (1 µg/ml). Les 
protéines de ces cellules sont extraites puis analysées par immunoblotting (A) et un dosage 

de l’IL-1 par ELISA a été réalisé sur le surnageant (B). Ce résultat est représentatif de deux 
expériences répétées indépendamment.  

Nous pouvons observer une augmentation du niveau d’expression protéique de NLRP3 dans 

les Raw264.7 en présence d’un traitement au LPS comparativement au contrôle. Par ailleurs, 

le traitement au LPS n’induit pas la maturation de l’IL-1.  

Au travers de ces résultats, nous avons pu confirmer que le LPS induit le priming de NLRP3 

mais que son activation et l’assemblage de l’inflammasome n’est pas effectif. 

Afin de juger de l’assemblage et de l’activité de l’inflammasome NLRP3, il est nécessaire 

d’induire le « priming » de NLRP3 par le LPS mais également d’activer NLRP3 par un activateur 

de l’inflammasome tel que l’ATP ou la Nigéricine.  

 Mise en évidence d’un effet de l’extrait polyphénolique de vin sur le 

« priming » de NLRP3 et l’activation et l’assemblage de 

l’inflammasome  

Lors de notre étude nous avons voulu montrer à quel stade de la formation de l’inflammasome 

l’extrait polyphénolique de vin était capable d’agir. Est-il capable d’influer sur le « priming » 

de NLRP3 ou peut-il jouer sur l’activation de NLRP3 et l’assemblage de l’inflammasome ?  

B A 
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Figure 20. Chronologie des deux cinétiques de traitements utilisés lors des 
expérimentations. Pour étudier le « priming » de NLRP3 et de l’inflammasome, nous avons 
procédé à un prétraitement des cellules par l’extrait de vin ou le resvératrol durant 30 
minutes. Nous avons ensuite, par ajout dans le milieu de culture, traités les cellules avec du 
LPS durant 5h30 à la concentration de 1 µg/ml ; en présence ou absence de RWE/RSV. Dans 
un troisième temps, l’ATP ou la Nigéricine a été ajouté au surnageant de culture afin d’activer 
l’inflammasome aux concentrations respectives de 5 mM et 10 µM durant 30 minutes (A). Afin 
d’étudier l’activation de NLRP3 et de son inflammasome nous avons d’abord traité les cellules 
avec du LPS à la concentration de 1 µg/ml durant 5h30 puis, par l’extrait de vin ou le 
resvératrol durant 30 minutes en absence ou présence de LPS. Les cellules ont ensuite été 
traitées par l’ATP à une concentration de 5 mM ou à la Nigéricine à la concentration de 10 µM 
durant 30 minutes (B). Les analyses par Western Blot, ELISA, PCR ou immunomarquages ont 
été réalisées à la fin de ces cinétiques. 

Pour notre étude, nous avons d’abord évalué l’effet modulateur de l’extrait polyphénolique 

de vin sur le « priming » de NLRP3 et de son inflammasome. Pour cela nous avons traité les 

cellules selon la première cinétique de traitement exposée Figure 20 A. Puis, dans un second 

temps, nous avons évalué l’effet modulateur de l’extrait de vin sur l’activation et l’assemblage 

de NLRP3 et de son inflammasome. Pour cette seconde partie, nous avons traité les cellules 

selon la seconde cinétique de traitement exposée Figure 20 B. 

a) Mise en évidence d’un effet de RWE sur le « priming » de NLRP3 sur les 

Raw264.7 

Afin de mettre en évidence un effet de notre extrait de vin sur le « priming » de NLRP3 sur les 

Raw264.7, nous avons utilisé deux activateurs de l’inflammasome différents. Dans un premier 

temps nous avons utilisé l’ATP. Cette molécule permet l’activation de l’inflammasome en 

provoquant un efflux de potassium suite à sa fixation sur son récepteur purinergique P2X7 

(Gicquel et al., 2014). Dans un second temps nous avons utilisé la Nigéricine. Cette molécule 

est un antibiotique qui, en s’insérant dans la membrane plasmique, va créer des pores et 

permettre la fuite de potassium (Pétrilli et al., 2007).  
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i. Utilisation de l’ATP comme inducteur de l’inflammasome 

Afin d’évaluer un éventuel effet de l’extrait de vin et du resvératrol sur le « priming » de 

NLRP3, nous avons prétraités des macrophages murins Raw264.7 par l’extrait de vin ou le 

resvératrol puis « primé » et activé NLRP3 respectivement par le LPS et l’ATP (Figure 21A).  
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Figure 21. Activité du RWE et du RSV sur le « priming » de NLRP3 par les Raw264.7 suite à 
une activation par ATP. Les macrophages Raw264.7 ont été prétraités, ou non, durant 30min 
avec du RWE (100 µg/ml) puis par du LPS (1 µg/ml) puis par de l’ATP (5 mM). Les protéines 

ont été extraites puis analysées par immunoblotting (A) ; un dosage de l’IL-1 par ELISA a été 
réalisé sur le surnageant (B). Ce résultat est représentatif de trois expériences indépendantes. 

D’après les résultats de la figure 21, nous pouvons observer une augmentation de la synthèse 

protéique de NLRP3 dans les Raw264.7 en présence d’un traitement au LPS comparativement 

au contrôle. Les traitements par l’extrait de vin ou par le resvératrol ne diminuent pas 

l’expression protéique de NLRP3 après « priming » de NLRP3 par le LPS. Ces résultats 

confirment ceux obtenu dans la littérature (Chang et al., 2015). Nous pouvons cependant 

identifier sur le dernier puits (A), 30 µM de resvératrol LPS ATP ; un problème au niveau de 

l’intensité de la bande d’actine. Ceci peut être dû au dépôt des protéines ou à la révélation de 
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celles-ci et engendre un défaut au niveau de la quantification de la bande. Ce point ne doit 

donc pas être pris en compte dans l’analyse des résultats. 

Les résultats de l’ELISA montrent une augmentation de la production d’IL-1 par les 

macrophages traités par le LPS puis l’ATP comparativement au contrôle. L’extrait de vin rouge 

associé au LPS et à l’ATP induit une forte diminution de cette sécrétion comparativement aux 

cellules « primées » et activées.  

Au travers de ces résultats, nous avons pu montrer que le LPS combiné à l’ATP induit le priming 

de NLRP3 par une augmentation de son niveau d’expression protéique. De plus, le 

prétraitement par l’extrait de vin sur des macrophages « primés » et activés, n’a aucun effet 

sur le « priming » de NLRP3. Or nous avons constaté qu’un prétraitement par l’extrait de vin 

diminue la production d’IL-1mature dans des macrophages « primés » et activés.  

Ces résultats s’inscrivent parfaitement dans les ressources bibliographiques contradictoires 

sur les macrophages Raw264.7. En effet, ces cellules sont décrites comme ayant une 

déficience de la protéine ASC (Lin, Li et al., 2016, Pelegrin, Barroso-Gutierrez et al., 2008). Or 

ASC est un composant indispensable pour l’activation de la caspase-1 et le clivage de la pro-

IL-1 en IL-1 mature via la voie canonique de l’inflammasome NLRP3 (Lin et al., 2016). Il est 

vrai que des macrophages avec une déficience pour ASC présentent un défaut de maturation 

des cytokines pro inflammatoires IL-1 et IL-18. (Mariathasan, Newton et al., 2004). Dans ce 

cas, ce modèle cellulaire n’est pas optimal pour étudier l’activation de l’inflammasome NLRP3. 

Or d’autres publications indiquent que le traitement des cellules Raw264.7 par du LPS est un 

modèle idéal pour l’étude de l’inflammation via la voie canonique (Xiang, Chen et al., 2015). 

Xiao et coll. ont révélé une augmentation de l'expression des composants de l'inflammasome 

NLRP3 dans les cellules RAW 264.7 après traitement par LPS. Par ailleurs, cette augmentation 

de NLRP3 et la production d'IL-1β peut être inhibée par un prétraitement à l’Orientine (Xiao, 

Qu et al., 2017).  

Afin de pouvoir positionner notre étude dans le contexte bibliographique actuel, nous avons 

décidé d’utiliser un autre activateur de l’inflammasome et d’en comparer les résultats. 
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ii. Utilisation de la Nigéricine (Nig) comme inducteur de l’inflammasome 

Dans cette partie, nous avons cherché à valider, ou non, les précédents résultats obtenus avec 

un « priming » des Raw264.7 par le LPS et une activation de l’inflammasome par un autre 

activateur de l’inflammasome NLRP3, la Nigéricine (Pétrilli et al., 2007) (Figure 22).  
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Figure 22. Activité du RWE et du RSV sur le « priming » de NLRP3 par les Raw264.7 suite à 
une activation par la Nigéricine. Les Raw264.7 ont été prétraités, ou non, durant 30 min avec 
du RSV (60 µM) ou du RWE (100 µg/ml) puis par du LPS (1 µg/ml) puis par de la Nigéricine (10 
µM). Les protéines ont été extraites puis analysées par immunoblotting (A) ; un dosage de l’IL-

1 par ELISA a été réalisé sur le surnageant (B). Ce résultat est représentatif de deux 
expériences réalisées de manière indépendantes. 

Ces résultats nous montrent une augmentation de la synthèse protéique de NLRP3 dans les 

Raw264.7 en présence d’un traitement au LPS/Nig comparativement au contrôle. Tout comme 

précédemment, les traitements par l’extrait de vin et le resvératrol ne semblent pas moduler 

l’expression protéique de NLRP3 après « priming » et activation de NLRP3 par le LPS et la 

Nigéricine. 

Les résultats de l’ELISA ne montrent aucun effet des différents traitements : absence 

d’augmentation de l’IL-1 par un traitement LPS/Nig et absence d’effet d’un traitement à 

l’extrait polyphénolique de vin tant seul qu’en prétraitement du LPS/Nig.  
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Afin d’interpréter au mieux les résultats obtenus dans les Raw264.7 avec la Nigéricine, nous 

formulons deux hypothèses. Soit le traitement par la Nigéricine n’est pas optimal afin d’activer 

l’inflammasome dans les conditions du protocole mis en place ; soit la déficience de la 

protéine ASC dans les Raw264.7 implique un défaut de l’assemblage de l’inflammasome ayant 

pour finalité une absence de variations de la production d’IL-1 matureLin et al., 2016). 

Afin de soutenir les résultats précédemment obtenus, nous avons cherché à montrer un effet 

de l’extrait polyphénolique de vin sur le « priming » de l’inflammasome via l’expression 

génique de NLRP3, IL-1, caspase-1 et ASC (Figure 23). 
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Figure 23. Effet de RWE et du RSV l’expression génique de NLRP3, IL-1, caspase-1 et ASC 
par les Raw264.7 après leur « priming » par le LPS et activation par la Nigéricine. Les 
Raw264.7 ont été prétraités, ou non, durant 30 min avec du RSV (60 µM) ou du RWE (100 
µg/ml) puis par du LPS (1 µg/ml) puis par de la Nigéricine (10 µM). Les ARNm ont été extraits 
puis nous avons réalisé une RT-qPCR. Ces données résultent d’une expérience avec 2 réplicats. 

Les résultats obtenus montrent une augmentation de l’expression de NLRP3 et de l’IL-1 par 

un traitement LPS/Nig comparativement aux macrophages contrôles et independemment de 

la présence ou non de RWE et RSV. En ce qui concerne l’expression génique de la caspase-1, 

elle semble augmentée dans des Raw264.7 traités par LPS/Nig comparativement au contrôle. 
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Néanmoins lorsque les Raw264.7 sont prétraités par l’extrait de vin ou le resvératrol avant 

d’être « primés » et activés, il semblerait que le niveau d’expression de la caspase-1 soit 

similaire à celui de macrophages contrôles. Nous pouvons également constater sur cette 

figure, la très faible expression de ASC dans les Raw264.7. 

L’ensemble de ces résultats suggèrent que l’extrait polyphénolique de vin rouge ne semble 

pas avoir d’effet sur le « priming » de NLRP3, dans les Raw264.6, lorsque celui-ci est utilisé en 

amont du « priming » par le LPS et de l’activation de l’inflammasome à la fois par l’ATP et la 

Nigéricine. Cependant il faut tenir compte des résultats montrant la sécrétion et l’expression 

génique de l’IL1. Cette production d’IL-1 peut être due à l’activation d’un autre 

inflammasome tel que NLRP1, IPAF (Ice Protease-Activating Factor) et AIM2 (absent in 

melanoma 2) (Schroder & Tschopp, 2010).  

b) Mise en évidence d’un effet de RWE sur l’activation de NLRP3 dans les 

Raw264.7 

Tout comme pour l’étude de l’extrait polyphénolique de vin sur le « priming » de NLRP3, nous 

avons utilisé deux activateurs de l’inflammasome différents afin de mettre en évidence un 

effet de notre extrait de vin sur l’activation de NLRP3 et de son inflammasome. Nous avons 

dans un premier temps utilisé l’ATP puis dans un second, la Nigéricine.  

i. Utilisation de l’ATP comme inducteur de l’inflammasome 

Afin d’évaluer le potentiel immunomodulateur de l’extrait de vin et du resvératrol sur 

l’activation de NLRP3 et l’assemblage de l’inflammasome, nous avons prétraités des 

macrophages murins Raw264.7 par le LPS avant de les traiter par l’extrait de vin ou le 

resvératrol. Les cellules ont ensuite été traitées par l’ATP afin d’activer NLRP3 ; protocole 

décrit figure 20 (B) (Figure 24).  
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Figure 24. Activité du RWE et du RSV sur l’activation de NLRP3 dans les Raw264.7 suite à 
une activation par l’ATP. Les macrophages murins Raw264.7 ont été traités par (1 µg/ml) de 
LPS durant 5h30 puis par RWE (100 µg/ml) ou RSV (60 µM) durant 30minutes, puis par 5 mM 
d’ATP durant 30 min. Les protéines ont été extraites puis analysées par immunoblotting (A) ; 

un dosage de l’IL-1 par ELISA a été réalisé sur le surnageant (B). Ce résultat est représentatif 
de trois expériences réalisées de manière indépendantes. 

Comme montré dans la figure 24, nous pouvons observer une augmentation de la synthèse 

protéique de NLRP3 dans les Raw264.7 en présence d’un traitement au LPS/ATP 

comparativement au contrôle. De plus, les traitements par l’extrait de vin ou par le resvératrol 

semblent globalement diminuer l’expression protéique de NLRP3 des Raw264.7 après 

« priming » de NLRP3 par le LPS et activation par ATP. Il est important de noter que 100 µg/ml 

d’extrait de vin induit une diminution de 80 % de l’expression protéique de NLRP3 dans les 

Raw264.7 « primées » et activées. 

Les résultats de l’ELISA montrent une augmentation de la production d’IL-1 par les 

macrophages traités par le LPS puis l’ATP comparativement au contrôle alors que l’extrait de 

vin rouge associé au LPS et à l’ATP induit une diminution de 33 % de cette sécrétion 

comparativement aux cellules « primées » et activées.  

Ces résultats semblent donc indiquer que l’extrait de vin est capable de moduler l’activation 

de l’inflammasome en modulant la synthèse protéique de NLRP3 et la production de cytokine 

pro inflammatoire IL-1. Afin d’affiner ces résultats, nous avons évalué le potentiel de l’extrait 
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de vin à moduler l’assemblage de l’inflammasome. Pour cela nous avons réalisé un 

immunomarquage de deux protagonistes de l’inflammasome NLRP3 : NLRP3 et ASC (Figure 

25).  

 

Figure 25. Effet de RWE sur l’assemblage de l’inflammasome NLRP3 suite à une activation 
par l’ATP. Les macrophages murins Raw264.7, ensemencés sur des lamelles, ont été traités 
par 1µg/ml de LPS durant 5h30 puis par 100 µg/ml RWE durant 30 minutes, puis par 5 mM 
d’ATP durant 30 minutes. N = absence de traitement, 0 et 100 = traitement par RWE aux 
concentrations respectives de 0 et 100 µg/ml. Les lamelles sont récupérées, marquées puis 
observées au microscope avec utilisation de l’ApoTome, grossissement x40. La protéine NLRP3 
a été immunomarquée en vert et la protéine ASC en rouge tandis que les noyaux ont été 
marqués par du Dapi en bleu. Le merge représente la superposition des trois canaux. Les 
témoins sans anticorps primaires anti-NLRP3 et anti-ASC ont été réalisés. Ce résultat est 
représentatif de deux expériences indépendantes.  

Nous pouvons observer une augmentation de l’intensité de fluorescence de NLRP3 et de ASC 

dans les Raw264.7 en présence d’un traitement au LPS/ATP (LPS 0 ATP) comparativement au 

contrôle (N 0 N). Cette intensité semble être diminuée par un traitement à l’extrait de vin dans 

les Raw264.7 traité au LPS/ATP (LPS 100 ATP). De plus nous pouvons observer une forte 

colocalisation de ASC et de NLRP3 dans les Raw264.7 traitées par LPS/ATP mise en évidence 

par la couleur jaune (LPS 0 ATP). Or cette colocalisation est drastiquement amoindrie dès lors 

que ces cellules sont traitées par l’extrait polyphénolique de vin (LPS 100 ATP). 
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Ces résultats montrent que dans des Raw264.7 « primés » par le LPS et activés par l’ATP, 

l’extrait polyphénolique de vin est capable de moduler l’activation de l’inflammasome en 

diminuant (1) la synthèse protéique de NLRP3 ; (2) la production de cytokines pro 

inflammatoire IL-1; (3) la colocalisation de NLRP3 et de ASC. 

ii. Utilisation de la Nigéricine (Nig) comme inducteur de l’inflammasome 

Dans cette partie, nous avons cherché à évaluer le potentiel immunomodulateur de l’extrait 

de vin et du resvératrol sur l’activation de NLRP3 et l’assemblage de l’inflammasome (Figure 

26). Nous avons dans un premier temps « primé » des macrophages murins Raw264.7 par du 

LPS puis fait un traitement de ces cellules par l’extrait de vin ou le resvératrol. Enfin nous avons 

traité les cellules par la Nigéricine dans le but d’activer l’inflammasome. La cinétique de 

traitement est précisément décrite dans la figure 20 (B). 
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Figure 26. Activité du RWE et du RSV sur l’activation de NLRP3 dans les Raw264.7 suite à 
une activation par la Nigéricine. Les macrophages murins Raw264.7 ont été traités par 
(1µg/ml) de LPS durant 5h30 puis par RWE (25, 50 et 100 µg/ml) ou RSV (30 et 60 µM) durant 
30 minutes, puis par 10 µM de Nigéricine durant 30 minutes. Les protéines ont été extraites 

puis analysées par WB (A) ; un dosage de l’IL-1 par ELISA a été réalisé sur le surnageant (B). 
Ce résultat est représentatif de trois expériences réalisées de manière indépendantes. 

A 

B 



  Page | 93  
 

Nous pouvons observer une augmentation de la synthèse protéique de NLRP3 dans les 

Raw264.7 en présence d’un traitement au LPS/Nigéricine de 170 % par rapport au contrôle. 

Les traitements par l’extrait de vin ou par le resvératrol diminuent l’expression protéique de 

NLRP3 des Raw264.7 après « priming » de NLRP3 par le LPS et activation par la Nigéricine. Il 

est important de noter que 100 µg/ml d’extrait de vin induit une diminution de 75 % de 

l’expression protéique de NLRP3 dans les Raw264.7 « primées » et activées. 

Comme précédemment dans la figure 23, les résultats de l’ELISA ne montrent pas d’effets des 

différents traitements sur la quantité d’IL-1 sécrétée : (1) absence d’augmentation de l’IL-1 

par un traitement LPS/Nig (2) absence d’effet d’un traitement à l’extrait polyphénolique de 

vin sur les Raw264.7 « primés » et activés.  

Nous avons alors cherché à montrer un effet de l’extrait polyphénolique de vin sur l’activation 

de l’inflammasome via l’expression génique de NLRP3, IL-1, caspase-1 et ASC (Figure 27). 
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Figure 27. Effet de RWE et du resvératrol sur l’expression génique de NLRP3, IL-1, caspase-
1 et ASC par les Raw264.7 après leur « priming » par le LPS et activation par la Nigéricine. 
Les macrophages murins Raw264.7 ont été traités par (1 µg/ml) de LPS durant 5h30 puis par 
RWE (100 µg/ml) ou RSV (60 µM) durant 30 minutes, puis par 10 µM de Nigéricine durant 30 
minutes. L’ARNm est extrait des cellules puis nous avons réalisé une RT-qPCR. Ces données 
résultent d’une unique expérience comprenant 2 réplicats. 

Les résultats préliminaires montrent une augmentation de l’expression génique de NLRP3 et 

de l’IL-1 par un traitement LPS/Nig comparativement aux macrophages contrôles. 

Cependant cette augmentation ne semble pas être impactée par un prétraitement à l’extrait 

de vin pour le gène NLRP3 alors que l’expression de l’IL-1 est diminuée de plus de 90 % dans 

des Raw264.7 « primés » et activés. En ce qui concerne le gène de la caspase-1, aucun des 

traitements ne semble impacter son expression dans des Raw264.7. Sur cette figure, nous 

pouvons de nouveau constater la très faible expression de ASC dans les Raw264.7. 

L’ensemble des données recueillies concernant l’effet de l’extrait polyphénolique de vin sur 

l’activation de l’inflammasome NLRP3 indique qu’il est capable de moduler l’activation de 

l’inflammasome en diminuant l’expression protéique de NLRP3 dans les Raw264.7 « primés » 

par le LPS et activés par l’ATP ou la Nigéricine. Néanmoins nous avons observé une différence 

sur la production d’IL-1 en fonction des deux activateurs utilisés (ATP ou Nigéricine). De plus 
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les résultats sur l’expression génique de NLRP3, IL-1et de la caspase-1 ne semblent pas en 

accord avec le reste. 

Ces résultats et des données bibliographiques actuelles montrent bien à quel point l’étude de 

l’inflammasome NLRP3 dans les macrophages Raw264.7 est complexe. C’est pourquoi nous 

avons décidé de poursuivre l’analyse de l’effet immunododulateur de notre extrait 

polyphénolique de vin sur l’inflammasome NLRP3 sur une autre lignée de macrophages 

murins : les cellules J774A.1. Afin de mieux illustrer nos propos, nous avons réalisé un Western 

Blot comparant l’expression protéique de NLRP3 et de ASC dans les deux lignées (Figure 28). 
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Figure 28. Niveau d’expression protéique basal de ASC et NLRP3 dans les Raw264.7 et 
J774A.1. Les cellules Raw264.7 et J774A.1 ont été traitées 6 h par du LPS (1 µg/ml) puis les 
protéines ont été extraites et analysées par Western Blot. 

Cette analyse nous montre que les deux lignées Raw264.7 et J774A.1 présentent un niveau 

basal de l’expression protéique de NLRP3 similaire, cependant le niveau d’expression de ASC 

est moindre dans les Raw264.7, même après un priming au LPS, comparativement à celui des 

J774A.1. Ces dernières semblent alors plus appropriées à l’étude de l’inflammasome NLRP3. 

c) Mise en évidence d’un effet de RWE sur le « priming » de NLRP3 dans les 

J774A.1 

Afin de mettre en évidence un effet de notre extrait de vin sur le « priming » de NLRP3 sur les 

J774A.1, nous avons traité les cellules selon la cinétique décrite figure 20 (A) (Figure 29). 
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Figure 29. Activité du RWE et du RSV sur le « priming » de NLRP3 dans les J774A.1 suite à 
une activation par la Nigéricine. Les J774A.1 ont été prétraités, ou non, durant 30 min avec 
du RWE (100 µg/ml) ou du RSV (60 µM) puis par du LPS (1 µg/ml) et enfin par de la Nigéricine 
(10 µM). Les protéines ont été extraites puis analysées par immunoblotting (A) ; un dosage de 

l’IL-1 par ELISA a été réalisé sur le surnageant (B). Ce résultat est représentatif de deux 
expériences réalisées de manière indépendantes. 

Nous pouvons observer une augmentation de l’expression protéique de NLRP3 et de ASC dans 

les J774A1 en présence d’un traitement au LPS/Nig comparativement au contrôle. Le 

traitement par l’extrait de vin semble diminuer l’expression protéique de NLRP3 et de ASC 

dans les J774A.1 après « priming » de NLRP3 par le LPS et activation par la Nigéricine alors que 

le Resvératrol ne diminue que l’expression de NLRP3.  

Les résultats de l’ELISA montrent une augmentation de la production d’IL-1 par les 

macrophages traités par le LPS/Nig comparativement au contrôle. L’extrait de vin rouge 

diminue cette augmentation d’IL-1 induite par le traitement LPS/Nig.  

Ces résultats semblent donc montrer que l’extrait de vin, tout comme le resvératrol, est 

capable de moduler le « priming » de l’inflammasome et son activation en diminuant la 

synthèse protéique de NLRP3 et la production d’IL-1. Afin d’affiner ces résultats, nous avons 

cherché à évaluer l’effet de l’extrait polyphénolique de vin sur le « priming » de 

l’inflammasome via l’expression génique de NLRP3, IL-1, caspase-1 et ASC (Figure 30). 

A 

B 



  Page | 97  
 

0

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0

E x p r e s s io n  g é n iq u e  d e N L R P 3

R W E /R S V  -->  L P S  -->  N ig

E
x

p
r
e

s
s

io
n

N
L

R
P

3
A

R
N

m
 (

U
.A

.)

0 R W E

1 0 0 µ g /m l

R S V

6 0 µ M

0 R W E

1 0 0  µ g /m l

R S V

6 0 µ M

L P S  (1 µ g /m l)

N ig  (1 0 µ M )

0

5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

2 0 0 0

2 5 0 0

E x p r e s s io n  g é n iq u e  d e IL -1 

R W E /R S V  -->  L P S  -->  N ig

E
x

p
r
e

s
s

io
n

IL
-1


A

R
N

m
 (

U
.A

.)

0 R W E

1 0 0 µ g /m l

R S V

6 0 µ M

0 R W E

1 0 0  µ g /m l

R S V

6 0 µ M

L P S  (1 µ g /m l)

N ig  (1 0 µ M )

  

0

5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

E x p r e s s io n  g é n iq u e  d e C a s p a s e -1

R W E /R S V  -->  L P S  -->  N ig

E
x

p
r
e

s
s

io
n

C
a

s
p

a
s

e
-1

A
R

N
m

 (
U

.A
.)

0 R W E

1 0 0 µ g /m l

R S V

6 0 µ M

0 R W E

1 0 0  µ g /m l

R S V

6 0 µ M

L P S  (1 µ g /m l)

N ig  (1 0 µ M )

 

0

2 0

4 0

6 0

E x p r e s s io n  g é n iq u e  d e A S C

R W E /R S V  -->  L P S  -->  N ig

E
x

p
r
e

s
s

io
n

A
S

C
A

R
N

m
 (

U
.A

.)

0 R W E

1 0 0 µ g /m l

R S V

6 0 µ M

0 R W E

1 0 0  µ g /m l

R S V

6 0 µ M

L P S  (1 µ g /m l)

N ig  (1 0 µ M )

 

Figure 30. Evaluation de l’effet de RWE et du resvératrol sur le « priming » de NLRP3 dans 

les J774A.1 via l’expression génique de NLRP3, IL-1, caspase-1 et ASC. Les macrophages 
murins J774A.1 ont été prétraités par RWE (100 µg/ml) ou RSV (60 µM) durant 30 minutes, 
puis par 1 µg/ml de LPS durant 5h30 et enfin par 10 µM de Nigéricine durant 30 minutes cf 
figure 20A. L’ARNm est extrait des cellules puis nous avons réalisé une RT-qPCR. Ces données 
résultent d’une expérience réalisée une fois avec 2 réplicats. 

Au travers de ces résultats, nous ne pouvons conclure sur une quelconque activité de l’extrait 

de vin et du resvératrol sur le « priming » de NLRP3 du fait qu’aucune variation de l’expression 

génique de NLRP3 n’est observée. Les résultats obtenus dans cette figure n’ayant été obtenus 

qu’une seule fois, leur analyse nécessite de les répéter afin de pouvoir conclure.  

L’ensemble des résultats obtenus sur J774A.1 semblent donc indiquer que l’extrait de vin est 

capable de moduler le « priming » de l’inflammasome en diminuant (1) la synthèse protéique 

de NLRP3 et (2) la production de cytokine pro inflammatoire IL-1.  

Dans une seconde partie de l’étude de l’inflammasome NLRP3 dans les J774A.1, nous avons 

évalué l’effet de l’extrait polyphénolique de vin sur l’activation de l’inflammasome NLRP3. 
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d) Mise en évidence d’un effet de RWE sur l’activation et l’assemblage de 

l’inflammasome NLRP3 dans les J774A.1 

Afin d’évaluer l’effet de l’extrait polyphénolique de vin sur l’activation de l’inflammasome 

NLRP3 nous avons procédé à l’étude génique des protagonistes de cet inflammasome (Figure 

31). 
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Figure 31. Evaluation de l’effet de RWE et du resvératrol sur l’activation de l’inflammasome 

NLRP3 dans les J774A.1 via l’expression génique de NLRP3, IL-1, caspase-1 et ASC. Les 
macrophages murins J774A.1 ont été traités par 1 µg/ml de LPS durant 5h30 puis par RWE 
(100 µg/ml) ou RSV (60 µM) durant 30 minutes, et enfin par 10 µM de Nigéricine durant 30 
minutes cf figure 20B. L’ARNm est extrait des cellules puis nous avons réalisé une RT-qPCR. 
Ces données résultent d’une expérience réalisée une fois avec 2 réplicats. 

Ces résultats semblent mettre en évidence une augmentation de l’expression génique de 

NLRP3 et de l’IL- dans les J774A1 en présence d’un traitement au LPS/Nig comparativement 

au contrôle. De plus, le traitement par l’extrait de vin semble diminuer le niveau d’expression 

génique de NLRP3, de l’IL-1 et de ASC dans les J774A.1 après « priming » de NLRP3 par le LPS 

et activation par la Nigéricine. Ces diminutions sont de l’ordre de 70 %, 90 % et 50 % 

respectivement pour NLRP3, l’IL-1 et ASC.  Néanmoins le resvératrol semble avoir une 

activité moins importante avec une diminution de 55 % de l’expression de NLRP3 et de 25 % 
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pour l’IL1- et 45 % pour ASC. Cependant aucun effet n’est détectable sur le niveau 

d’expression génique de la Caspase-1 que ce soit par le LPS/Nig, l’extrait de vin ou le 

resvératrol ou encore la combinaison des deux traitements. Ces résultats n’ayant pas été 

reproduit, il est essentiel de réitérer l’expérience afin de conclure sur un effet de l’extrait de 

vin.  

Afin d’approfondir les résultats obtenus précédemment, nous avons cherché à mettre en 

évidence l’assemblage de l’inflammasome NLRP3 en immunomarquant deux des 

protagonistes de cet inflammasome (Figure 32). 

Nous pouvons observer une augmentation de l’intensité de fluorescence de NLRP3 dans les 

J774A.1 en présence d’un traitement au LPS/Nigéricine comparativement au contrôle. Cette 

intensité est fortement diminuée par un traitement à l’extrait de vin dans les J774A.1 traité 

au LPS/Nig. Il en est de même pour le resvératrol avec un effet moindre. Ces résultats 

confirment ceux obtenus sur l’expression de ces gènes. Cependant, au travers de cette figure, 

il est difficile de conclure sur une colocalisation de ASC et NLRP3 dans ces cellules.  

L’ensemble de ces résultats suggère que l’extrait de vin semble capable de moduler 

l’activation de l’inflammasome NLRP3 (1) en diminuant l’expression protéique et génique de 

NLRP3, (2) en diminuant le niveau d’expression génique de ASC et (3) en diminuant le niveau 

d’expression génique de l’IL-1 et sa production. Néanmoins, nous n’avons pu observer de 

diminution de la caspase-1 en ARN et de colocalisation entre NLRP3 et ASC. Ces deux dernières 

constatations pourraient nous faire penser que la diminution de production d’IL-1pourrait 

être due à un autre processus inflammatoire autre que l’activation et l’assemblage de 

l’inflammasome NLRP3 dans les J774A.1. 
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Figure 32. Effet de RWE sur l’assemblage de l’inflammasome NLRP3 par une activation à la 
Nigéricine. Les macrophages murins J774A.1, ensemencés sur des lamelles, ont été traités par 
1µg/ml de LPS durant 5h30 puis par RWE (100 µg/ml) ou RSV (60 µM) durant 30 minutes, puis 
par la Nigéricine (10 µM) durant 30 minutes. N = absence de traitement, 0 et 100 = traitement 
par RWE aux concentrations respectives de 0 et 100 µg/ml. Les lamelles sont récupérées, 
marquées puis observées au microscope avec utilisation de l’ApoTome, grossissement x40. La 
protéine NLRP3 a été immunomarquée en vert et la protéine ASC en rouge tandis que les 
noyaux ont été marqués par du Dapi en bleu. Le merge représente la superposition des trois 
canaux. Les témoins sans anticorps primaires anti-NLRP3 et anti-ASC ont été réalisés. Ce 
résultat est représentatif de deux expériences indépendantes. 

 

  



  Page | 101  
 

 

  

 

 

 

 

CONCLUSIONS, 

DISCUSSION, 

PERSPECTIVES 



  Page | 102  
 

Les cellules et les médiateurs du système immunitaire interagissent entre eux en formant un 

réseau dynamique dans le but d’assurer à l’organisme une protection continue contre les 

pathogènes, tout en maintenant la tolérance vis-à-vis du « soi ». Néanmoins, lorsqu’une lésion 

arrive à échapper à la surveillance du système immunitaire, ce dernier met en place une 

réponse qui peut devenir favorable à cette lésion.  

Actuellement, un quart des cancers à travers le monde est associé à un processus 

inflammatoire (Coussens & Werb, 2002, Hussain & Harris, 2007). En effet, lors du processus 

de cancérogénèse, l’inflammation permet la mise en place d’un microenvironnement 

favorable au développement de la tumeur, participe à l’angiogenèse facilitant la dissémination 

des métastases à travers l’organisme et aide à établir des mécanismes immunosuppressifs qui 

limitent la réponse immunitaire dirigée contre la tumeur. 

C’est donc dans le cadre d’une prévention primaire de l’inflammation que nous avons étudié 

l’impact d’un extrait polyphénolique de vin rouge sur (1) la mort cellulaire in vitro, (2) la 

croissance tumorale in vivo, (3) sur un effecteur cellulaire de la réponse immunitaire 

adaptative, le lymphocyte Thelper 17 mais également (4) sur un autre acteur de la réponse 

immunitaire, le macrophage et plus particulièrement l’activation de l’inflammasome NLRP3. 

Par le biais de cette étude, nous cherchons à montrer si une consommation de vin riche en 

polyphénols peut activer la réponse immunitaire essentielle dans le cadre d’une prévention 

de maladies inflammatoires et plus particulièrement du cancer colorectal.  

Dans la première partie de l’étude nous avons évalué la capacité globale des polyphénols du 

vin rouge à inhiber la prolifération des cellules de cancer colique. Après traitement de 

différentes lignées de cancers colique murines (CT26, MC38) et humaines (HCT116, SW620) 

par l’extrait polyphénolique de vin rouge, nous avons tout d’abord pu observer une diminution 

de la viabilité cellulaire (Figure 11). Par la suite nous avons recherché par quel moyen l’extrait 

de vin induit la diminution de la viabilité cellulaire. Nous avons alors pu mettre en évidence 

une augmentation de la mort cellulaire dans les quatre lignées de cancer colorectal et plus 

particulièrement la mort cellulaire par apoptose (Figure 12 et 13). Ces résultats confirment 

ceux déjà décrit dans la littérature (Mazué et al., 2014). 

Néanmoins il semblerait également que l’extrait de vin induise de la mort cellulaire par 

nécrose ou apoptose tardive (Figure 12). D’autres analyses telles que la mise en évidence de 
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la caspase 3 par western blot ou un marquage au Bleu Trypan des cellules nous permettraient 

de consolider ces résultats.  

L’extrait de vin présentant une activité biologique in vitro, nous avons évalué son potentiel 

anti-tumoral in vivo. Après supplémentation du régime alimentaire de souris Balb/c porteuses 

de tumeurs sous-cutanées d’origine colique par l’extrait polyphénolique de vin, nous avons pu 

constater que l’extrait de vin induit un ralentissement de la croissance tumorale (Figure 14). 

Ces résultats sont en accord avec ceux décrits dans la littérature (Walter, Etienne-Selloum et 

al., 2010).  

Afin de tester l’effet de notre extrait de vin sur un modèle de cancérogénèse plus proche de 

celui de l’Homme, nous pourrions établir un modèle de cancérogénèse colique chimiquement 

induite par l’Azoxyméthane. En effet les tumeurs du colon induites par l’azoxyméthane chez 

le rat partagent de nombreuses caractéristiques similaire à celles de tumeurs du colon humain 

telles que la mutation sur K-ras et la β-caténine (Dashwood, Suzui et al., 1998, Perše & Cerar, 

2011). De plus, il a déjà été montré que le resvératrol est capable de supprimer la 

carcinogenèse du côlon induite chez le rat par le DMH (un inducteur chimique de 

cancérogénèse de la famille de l’azoxyméthane) et ce, à différents stades (Sengottuvelan, 

Viswanathan et al., 2006). 

Au travers de ces travaux, nous venons d’évaluer la capacité globale des polyphénols du vin 

rouge à inhiber la prolifération de cellules de cancer colique in vitro et in vivo. Cependant nous 

ignorons sur quel(s) acteur(s) et mécanisme(s) de la cancérogénèse l’extrait de vin agit. Or 

l’inflammation étant un fort facteur de risque pour le développement de tumeur, nous nous 

sommes intéressés à deux acteurs du processus inflammatoire : le lymphocyte Th17 et le 

macrophage. Dans les deux dernières parties de ce travail, nous avons étudié comment les 

polyphénols du vin peuvent réduire l’inflammation médiée par la production de substances 

pro-inflammatoires produites par les cellules immunitaires Th17 ou via la formation de 

l’inflammasome NLRP3 par les macrophages.  

Nous nous sommes intéressés à l’effet immunomodulateur de l’extrait de vin sur le 

lymphocyte Th17. Ce sous type de lymphocyte TCD4 est caractérisé par sa capacité à produire 

des cytokines telles que l’IL-17A, IL-17F, IL-21 et IL-22. Or l’IL-17 est connu pour son rôle pro-

tumoral dans le cancer du côlon (Wu, Wu et al., 2013). Cette cytokine pro inflammatoire 

devient alors la cible de notre extrait de vin afin d’évaluer la modulation de la réponse 
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immunitaire et d’en faire une cible thérapeutique privilégiée dans le cadre de la prévention 

des maladies inflammatoires. 

Nous avons montré pour la première fois que l’extrait de vin est capable de diminuer la 

production d’IL-17 par un lymphocyte Th17 in vitro (Figure 15), cette diminution étant corrélée 

à la diminution de l’expression génique d’il-17A et d’il-17F (Figure 16). De plus l’extrait de vin 

diminue l’expression protéique des différents facteurs de transcription clés de la 

différenciation du lymphocyte Th17 ; Ror-t et STAT3 (Figure 17). 

Au travers des travaux de cette deuxième partie, nous avons pu mettre en évidence un effet 

immunomodulateur des molécules polyphénoliques de notre extrait de vin rouge. En effet, 

celui-ci est capable de réguler négativement le programme de différenciation du lymphocyte 

Th17 en ayant une action sur la synthèse ribonucléique, protéique et moléculaire de ce sous 

type lymphocytaire ex vivo. 

Il serait donc intéressant de voir si in vivo, l’extrait de vin est capable de moduler le profil 

immunitaire au sein de la tumeur. Plus particulièrement d’étudier l’infiltrat en Th17 de la 

tumeur et de mesurer leur capacité à produire de l’IL-17. 

Par ailleurs, lors du programme de différenciation Th17, la phosphorylation de STAT3 

consécutive à la fixation de l’IL-6 sur son récepteur est finement régulée par SOCS3 

(Suppressor of cytokine signaling 3). En effet SOCS3 empêche la phosphorylation de STAT3 en 

entrant en compétition avec JAK2 (Chen, Laurence et al., 2006). D’un autre côté, PPAR 

(Peroxisome Proliferator Activated Receptor ) se fixe sur le promoteur de SOCS3 et active son 

expression dans les Th17 conduisant à une diminution de la phosphorylation STAT3, de 

l’expression de Rorγt et in fine à la diminution de la sécrétion d'IL-17 (Berger, Végran et al., 

2013). Or il s’avère que le resvératrol est un activateur de PPAR dans des cellules de cancer 

colorectal (Aires, Brassart et al., 2014) mais également dans les macrophages murins (Ge, 

Zhang et al., 2007). Il serait donc intéressant d’étudier l’effet de l’extrait polyphénolique de 

vin en tant qu’activateur de PPAR et régulateur de l’activation du programme 

transcriptionnel des Th17 indépendamment de la voie de SIRT1.  

Nous venons de montrer que l’extrait polyphénolique de vin rouge est capable de diminuer la 

production de la cytokine pro inflammatoire IL-17. Qu’en est-il de l’IL-1 
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Nous avons alors étudié l’impact des polyphénols du vin sur la réduction de l’inflammation via 

la formation de l’inflammasome NLRP3. Plus particulièrement, nous avons évalué si les 

polyphénols du vin peuvent diminuer la production d’interleukine-1 impliquée dans les 

processus inflammatoires du microenvironnement tumoral.  

La réponse immunitaire innée constitue la première ligne de défense de l’organisme vis à vis 

des pathogènes. Parmi les effecteurs cellulaires, interviennent les macrophages qui initient la 

réponse des cellules T. De par leur statut de cellules résidantes dans les tissus, les 

macrophages vont répondre rapidement aux signaux de stress.  

L'inflammasome est un complexe multiprotéique responsable de la maturation et de la 

production d'IL-1 et d'IL-18 mature (Rathinam, Vanaja et al., 2012, Yu & Finlay, 2008). Ce 

complexe incluant NLRP3, ASC et la caspase-1 est localisé dans le cytosol (Lamkanfi, 2011) et 

sa biologie a été largement étudiée dans les macrophages. Pour notre étude nous avons 

travaillé sur deux lignées de macrophages murins : les cellules Raw2647 et les J774A.1. 

Tout d’abord dans les Raw264.7, nous avons pu mettre en évidence une absence de 

cytotoxicité de l’extrait polyphénolique de vin sur ces cellules (Figure 18). Puis nous avons 

confirmé que le LPS induit le « priming » des macrophages (Figure 19) (Chang et al., 2015, Pan, 

Shen et al., 2016, Xiao et al., 2017). Nous avons ensuite voulu savoir si l’extrait de vin agit sur 

le « priming » de NLRP3 ou sur l’activation et la formation de l’inflammasome.  

Concernant l’effet de l’extrait de vin sur le « priming », nous n’observons pas de répression de 

l’expression de NLRP3 de l’extrait de vin suite à son « priming » et activation avec l’ATP (Figure 

21) mais nous observons une très légère diminution avec la Nigéricine (Figure 22). Cependant 

cette diminution de NLRP3 ne se retrouve pas en ARNm (Figure 23). De plus, nous avons mis 

en évidence une variation de la sécrétion d’IL-1 mature avec l’activation par l’ATP (Figure 

21). Cependant nous ne retrouvons pas cette variation de sécrétion avec la Nigéricine comme 

activateur (Figure 22). L’absence de variation de l’expression génique de l’IL-1 confirme ce 

dernier résultat (Figure 23).  

Ces résultats contradictoires s’accordent avec les grandes variations de résultats observées 

dans la littérature. En effet ces cellules sont décrites par certains comme ayant une déficience 

pour l’expression de la protéine ASC (Lin et al., 2016, Pelegrin et al., 2008). Or ASC est la 

protéine adaptatrice qui permet la liaison avec ses partenaires NLRP3 et la caspase-1 et ainsi 
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la formation de l’inflammasome. ASC est donc indispensable pour le clivage de la pro-

capspase-1 et de la pro-IL-1 en caspase-1 active et IL-1 mature (Lin et al., 2016, Mariathasan 

et al., 2004).  

Nous avons alors montré que les Raw264.7 présentent un faible taux d’expression d’ASC à la 

fois par PCR et par Western Blot (Figure 23, 27 et 28) ; néanmoins nous arrivons à détecter 

son expression par immunofluorescence (Figure 25).   

Par ailleurs dans la bibliographie Verhoef et coll. ont mis en évidence un défaut au niveau des 

voies de signalisations liées au récepteur purinergique P2X7 nécessaire à la formation de 

l’inflammasome et au clivage de la caspase-1 dans les Raw264.7 (Verhoef, Kertesy et al., 

2005). De plus, Antonopoulos et coll. ont pu mettre en évidence une suppression complète de 

la production d’IL-1 par des macrophages issus de moelle osseuse de souris déficientes pour 

ASC (Antonopoulos, El Sanadi et al., 2013). 

Or d’autres publications indiquent que le traitement des cellules Raw264.7 par du LPS est un 

modèle idéal pour l’étude de l’inflammation via la voie canonique (Xiang et al., 2015). Xiao et 

coll. ont révélé une augmentation de l'expression des composants de l'inflammasome NLRP3 

dans les cellules RAW 264.7 après traitement par LPS. Cependant, cette augmentation de 

NLRP3 et la production d'IL-1β peut être inhibée par un prétraitement à l’Orientine (Xiao et 

al., 2017). D’autres auteurs, montrent qu’une molécule nommée NZ est capable de diminuer 

la production d'IL-1β et d'IL-18 dans les macrophages Raw264.7 « primés » et activés. Cette 

diminution est due à la diminution de l'expression de la protéine NLRP3 et de l'inhibition de 

l'adaptateur ASC et de la caspase-1 (Xiang et al., 2015).  

Dans le cadre de notre étude, l’absence de variations de l’expression protéique et génique de 

NLRP3 dans les Raw264.7 « primés » et activés et prétraités par l’extrait de vin, nous 

suggérons que l’extrait polyphénolique de vin rouge n’a pas d’action sur le « priming » de 

l’inflammasome NLRP3. Qu’en est-il de son effet sur l’activation et l’assemblage de 

l’inflammasome NLRP3 ? 

Afin de mettre en évidence un effet sur l’activation de l’inflammasome de l’extrait de vin, nous 

avons traité les cellules avec celui-ci après les avoir « primées » au LPS. Nous observons alors 

une forte diminution de l’expression protéique de NLRP3 que ce soit pour l’ATP ou la 

Nigéricine (Figure 24 et 26). Cependant ces variations ne sont pas retrouvées en ARNm (Figure 
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27). Comme pour l’étude du « priming », la sécrétion d’IL-1 mature après traitement à 

l’extrait de vin varie avec l’activation par l’ATP (Figure 24) tandis qu’elle ne varie pas avec la 

Nigéricine (Figure 26). Cette différence de résultat pourrait s’expliquer par le fait que l’ATP et 

la Nigéricine n’activent pas l’inflammasome de la même manière. En effet, l’ATP se fixe sur le 

récepteur purinergique P2X5 tandis de la nigéricine créée des pores dans la membrane 

plasmique. 

De plus de manière étonnante, l’expression génique de l’IL-1 est fortement diminuée en 

présence d’un traitement par l’extrait de vin après « priming » et avant activation (Figure 27). 

Parallèlement, l’immunomarquage nous montre une diminution de la colocalisation 

NLRP3/ASC en présence d’un traitement par l’extrait de vin après priming et avant activation 

(Figure 25).  

L’ensemble des résultats semble convenir d’un effet de l’extrait polyphénolique de vin rouge 

sur l’activation et l’assemblage de l’inflammasome NLRP3. Néanmoins, si on considère que les 

Raw264.7 présentent un défaut d’ASC, la variation de la production d’IL-1 mature par 

l’extrait de vin en présence de LPS et d’ATP (Figure 21 et 24) et la mise en évidence d’une 

colocalisation NLRP3/ASC (Figure 25) restent inexpliqué. Peut-être la variation de sécrétion 

d’IL-1, lors d’une activation par l’ATP, est-elle due à l’activation et la modulation d’un autre 

inflammasome  tel que NLRP1, IPAF, and AIM2 qui permettent également la production d’IL-

1 (Schroder & Tschopp, 2010).  

Les variations de résultats concernant l’étude de l’inflammasome NLRP3 dans ce modèle 

cellulaire étant trop importantes, nous avons décidé d’étudier une lignée cellulaire de 

macrophages murins : J774A.1. 

Tout d’abord, nous avons mis en évidence l’expression de ASC (Figure 28) dans cette lignée 

cellulaire de macrophages murins. Puis nous avons étudié l’effet de l’extrait de vin d’abord sur 

le « priming » de NLRP3 puis sur l’activation et l’assemblage de l’inflammasome.  

Concernant le « priming » de NLRP3, nous observons, sur les macrophages J774A.1 prétraités 

par l’extrait de vin, « primés » et activés, une diminution de l’expression protéique de NLRP3 

et ASC mais également une diminution de la production d’IL-1 mature (Figure 29). 

Néanmoins ces résultats ne sont pas confirmés par l’étude des ARNm des acteurs de 
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l’inflammasome (Figure 30). Toutefois, les résultats de l’expression génique n’ayant été 

obtenus qu’une seule fois, leur analyse nécessite de les répéter afin de pouvoir conclure. 

Cependant, la première partie de l’analyse nous indique que l’extrait de vin a un effet sur le « 

priming » de l’inflammasome NLRP3 

Concernant l’activation et l’assemblage de NLRP3, le niveau d’expression génique de NLRP3, 

de l’IL-1 et de ASC dans les J774A.1, après « priming » et activation, est fortement modulé 

par l’extrait polyphénolique de vin (Figure 31). Ces résultats sont confirmés par 

immunomarquage cependant ce marquage ne permet pas de mettre en évidence une 

colocalisation NLRP3/ASC (Figure 32).  

Ces résultats suggèrent que l’extrait de vin semble capable de moduler l’activation de 

l’inflammasome NLRP3 sans pouvoir conclure sur l’assemblage de celui-ci. Ces dernières 

constatations pourraient nous faire penser que la diminution de production d’IL-1 pourrait 

être due à un autre processus inflammatoire autre que l’activation et l’assemblage de 

l’inflammasome NLRP3 dans les J774A.1.  

Afin de compléter ces résultats, nous pourrions étudier l’activité de l’extrait polyphénolique 

de vin rouge sur le « priming » et l’activation de l’inflammasome NLRP3 ex vivo sur les 

macrophages issus de moelle osseuse de souris. 

De plus il serait intéressant d’étudié l’effet de l’extrait de vin sur les voies de signalisation de 

NF-B/MAPK dans les macrophages. En effet, il a été montré que ces voies de signalisation 

sont impliquées dans l’expression de l’IL-1β, NLRP3 et la caspase-1 (Bauernfeind, Horvath et 

al., 2009, Hsu & Wen, 2002, Liao, Chao et al., 2013). Dans ce contexte, Lee et coll. ont montré 

un effet suppresseur de l’inflammasome NLRP3 de la sinigrine et in fine une diminution de la 

production d’IL-1β. La sinigrine est une molécule naturelle présente dans les choux de 

Bruxelles, brocolis et graines de moutarde. 

Nous pourrions également investiguer les voies de régulation de l’inflammasome NLRP3 

comme l’autophagie. En effet Chang et coll. ont montré que le resvératrol, par une diminution 

de la production de ROS, préserve l’intégrité des mitochondries et permet ainsi une induction 

de l’autophagie. Par cette voie d’activation de l’autophagie, le resvératrol inhibe 

l’inflammasome NLRP3 en jouant à la fois sur le « priming » mais également sur l’activation ce 

dernier (Chang et al., 2015).  
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Nous avons mis en évidence, au travers de cette étude, que l’extrait polyphénolique de vin 

rouge se dévoile comme un candidat intéressant de par son activité immunomodulatrice anti-

inflammatoire. En effet, il présente des effets inhibiteurs sur la production de cytokines pro 

inflammatoires aussi bien sur la réponse immunitaire innée que sur la réponse immunitaire 

adaptative. L’extrait polyphénolique de vin rouge pourrait donc être un axe nutritionnel 

important dans la prévention de l'inflammation et des maladies inflammatoires.  

Durant ces trois années de diplôme EPHE, j’ai également eu l’occasion de travailler sur un 

autre projet au sein du groupe de recherche du Pr. Ghiringhelli (UMR1231 INSERM) à Dijon. 

Les travaux portaient sur l’effet du resvératrol, un agoniste de SIRT1, sur la différenciation 

Th17. L’étude de la voie de signalisation par laquelle le resvératrol affaibli le programme de 

différenciation Th17 a permis la publication d’un article scientifique dans Cell Reports 

(Limagne et al., 2017). 
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Annexe 1: Structures des polyphénols présents dans le vin 

 

 

 

 

 

 

  



 

Annexe 2. Limagne E, Thibaudin M, Euvrard R, Berger H, Chalons P, Végan F, Humblin E, 
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ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES 
SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE 

 

Impact des polyphénols du vin sur le système immunitaire et la 

réponse inflammatoire comme acteurs majeurs de prévention 

nutritionnelle 

Pauline CHALONS 

Aujourd’hui, la consommation moyenne de vin en France est d’environ 40 litres de vin par 

personne et par an, ce qui classe les français comme les premiers consommateurs mondiaux 

de cette boisson. De plus dans notre belle région viticole, il est logique de se demander quels 

sont les effets qu’une consommation de vin peut avoir sur la santé de la population. Dans le 

cas des gros buveurs (au-delà de trois verres de vin par jour), des effets néfastes 

principalement dus à l’éthanol sont clairement observés (cirrhose du foie, cancer, infarctus, 

…). En revanche, il est généralement admis qu’une consommation modérée (un ou deux 

verres de vin par jour) est bonne pour la santé lorsqu’elle est accompagnée d’une alimentation 

saine et variée. Cet effet bénéfique est avéré par de nombreuses études épidémiologiques 

concernant principalement l’espérance de vie globale ou les maladies coronariennes, mais 

quelques travaux suggèrent des effets bénéfiques vis-à-vis du cancer. Or il s’avère que 

l’inflammation et plus particulièrement l’inflammation chronique, est l’un des mécanismes 

prépondérants à l’initiation et au développement d’une tumeur. Cette étude a eu comme 

objectif d’étudier l’effet d’un extrait polyphénolique de vin rouge sur la production de 

cytokines pro-inflammatoire par deux acteurs du système immunitaire : le lymphocyte Th17, 

acteur de l’immunité adaptative et le macrophage, acteur de l’immunité innée. Nous avons 

pu montrer pour la première fois, que l’extrait polyphénolique de vin est capable de moduler 

l’activité pro-inflammatoire du système immunitaire en diminuant la sécrétion de cytokine 

pro-inflammatoire IL-17 par le lymphocyte Th17 ainsi qu’en affaiblissant l’activité de 

l’inflammasome NLRP3 des macrophages, menant ainsi à la diminution sécrétion de cytokine 

pro-inflammatoire IL-1.  

L’extrait polyphénolique de vin rouge pourrait donc être un axe nutritionnel important dans 

la prévention de l'inflammation et des maladies inflammatoires. 

 

Mots-clés : inflammation, cancer, prévention primaire, extrait polyphénolique de vin rouge, 

mort cellulaire, cytokines pro-inflammatoires, inflammasome NLRP3, lymphocyte Th17. 


