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Résumé 

Introduction : Les activités immunitaires des monocytes (MOs) peuvent être modifiées dans 

le microenvironnement des tumeurs malignes solides, y compris le cancer du sein. Il a été 

démontré que la metformine (1,1-dimethylbiguanide hydrochloride, MET) diminue la 

prolifération des cellules tumorales, mais ses effets doivent encore être explorés en ce qui 

concerne les activités des MOs lors de leur interaction avec les cellules cancéreuses du sein. 

Nous avons évalué les effets de la MET sur les activités fonctionnelles phénotypiques 

globales des MOs autologues avant et pendant leur interaction avec les cellules primaires du 

cancer du sein (ER-/PR-/HER2+). 

Matériels et méthodes : Des cellules de cancer du sein primaires obtenues à partir de 

biopsies humaines ont été cultivées seules ou co-cultivées avec des MOs autologues dans un 

milieu de culture supplémenté ou non avec de la MET. Différents biomarqueurs des activités 

fonctionnelles phénotypiques des MOs avant et pendant leur interaction avec les cellules 

primaires du cancer du sein ER-/PR-/HER2+ ont été mesurés.  

Résultats: La MET a diminué la prolifération des cellules cancéreuses du sein ainsi que la 

phagocytose, alors qu'elle n'avait aucun effet significatif sur le rapport de Akt phosphorylé (p-

Akt)/Akt total (p > 0,05). De plus, nous avons observé qu'en absence de traitement par la 

MET, les niveaux de cytotoxicité à base de lactate déshydrogénase (LDH), d’ifCa
2+

, d’IL-10 

ainsi que les activités de catalase et d’arginase étaient significativement réduits dans les co-

cultures par rapport à ceux des MOs cultivés seuls, tandis que les niveaux d'activité de l'oxyde 

nitrique synthase inductible (iNOS) étaient significativement augmentés (pour toutes les 

comparaisons, p < 0,05). En revanche, le traitement par la MET pourrait inverser les effets de 

la co-culture sur les niveaux de cytotoxicité à base de la LDH, d'ifCa
2+

, d'IFN-γ et les activités 

de l'arginase et de catalase. La MET a également induit une augmentation des activités 

d’iNOS et d’arginase dans les MOs, bien que les différences n'étaient pas significatives pour 

l'activité d’iNOS (p > 0,05). De plus, la MET a induit une forte augmentation de l'activité du 

superoxyde dismutase (SOD) dans les MOs, mais pas dans les MOs co-cultivées avec des 

cellules cancéreuses du sein. En outre, la MET a induit une forte augmentation des niveaux de 

production d'IFN-γ et une diminution de ceux de l'IL-10 dans les MOs isolés, tout en 

induisant un léger effet d'inversion sur la production d'IL-10 dans les co-cultures (p > 0,05). 

Conclusion : Nos résultats montrent que les biomarqueurs des activités fonctionnelles 

phénotypiques des MOs changent après la co-culture avec des cellules primaires de cancer du 

sein. Ainsi, le traitement avec la MET pourrait améliorer les effets sur la production d’IFN-γ 

(cytokine anti-tumorale) et d’ifCa
2+

, ainsi que sur l’induction de la nécrose cellulaire lors de 

l’interaction cellules cancéreuses du sein-MOs. 

Mots clés: activation d’Akt; metformine; interaction monocyte/cellule du cancer du sein 

humain primaire; modifications de l'activité fonctionnelle phénotypique des monocytes; 

prolifération et viabilité de cellule du cancer du sein primaire; Activité anti-tumorale des 

monocytes associée à l'IFN-γ. 
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Abstract 

Background: Immune activities of monocytes (MOs) can be altered within the 

microenvironment of solid malignancies, including breast cancer. Metformin (1,1-

dimethylbiguanide hydrochloride, MET), has been shown to decrease tumor cell proliferation, 

but its effects have yet to be explored with respect to the MOs (monocytes) activities during 

their crosstalk with breast cancer cells. Here, we investigated the effects of MET on overall 

phenotypic functional activities, including cellular immunometabolism and protective redox 

signaling based-biomarkers, intracellular free calcium ions (ifCa
2+

), phagocytosis and co-

operative cytokines (IFN-γ and IL-10) of autologous MOs before and during their interplay 

with primary breast cancer cells (ER
-
/PR

-
/HER2

+
).  

Methods: Human primary breast cancer cells were either cultured alone or co-cultured with 

autologous MOs before treatment with MET. 

Results: MET downregulated breast cancer cell proliferation and phagocytosis, while had no 

significant effect on the ratio of phosphorylated Akt (p-Akt)-to-total Akt (p > 0.05). 

Additionally, we observed that, in the absence of MET treatment, the levels of lactate 

dehydrogenase (LDH)-based cytotoxicity, catalase, ifCa
2+

, IL-10 and arginase activity were 

significantly reduced in co-cultures compared to those of MOs cultivated alone whereas levels 

of inducible nitric oxide synthase (iNOS) activity were significantly increased (for all 

comparisons, p < 0.05). In contrast, MET treatment might reverse the co-culture effects on the 

levels of LDH-based cytotoxicity, arginase activity, catalase, ifCa
2+

, and IFN-γ. MEt also 

induced upregulation of both iNOS and arginase activities in MO cells, although the 

differences did not reach significant levels for iNOS activity (p > 0.05). Moreover, MET 

induced a robust increase of superoxide dismutase (SOD) activity in MOs, but not in MOs co-

cultured with breast cancer cells. Furthermore, MET markedly upregulated the levels of IFN-γ 

production and downregulated those of IL-10 in isolated MOs, while inducing a slight 

reversing effect on IL-10 production in co-cultures (p > 0.05).  

Conclusions: Our results show that the biomarkers of phenotypic functional activities of MOs 

change after co-culturing with primary human breast cancer cells. So, treatment with MET 

might ameliorate effects on the production of antitumor cytokine IFN-γ and ifCa
2+

, as well as 

cell necrosis during breast cancer cells-MOs crosstalk. 

Keywords: Akt activation; metformin; monocyte/primary human breast cancer cell crosstalk; 

monocyte phenotypic functional activity changes; primary breast cancer cell proliferation and 

viability; MO IFN-γ-associated anti-tumor activity. 
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 ملخص

 ذلك في الصلبة، بما الخبيثة للأورام المكروية البيئة في مكن لها أن تتغيريالأحادية  للخلايا المناعية الأنشطة مقدمة:

 بأنشطة يتعلق فيما بعد آثاره استكشاف يتم لم ولكن ،السرطانية الخلايا تكاثر من الثدي. ثبت أن المتفورمين يقلل سرطان

 للنمط الشاملة الوظيفية الأنشطة على المتفورمين تأثيرات في بحثنا لقد .سرطان الثدي خلايا مع تفاعلها أثناء الخلية الأحادية

 الواقية، والاختزال الأكسدة إشارات على القائمة الحيوية والمؤشرات الخلوي المناعي الاستقلاب ذلك في بما الظاهري،

ifCa) الخلايا داخل الكالسيوم أيونات
2+

 المنشأ دية ذاتيةللخلايا الأحا( IL-10 و IFN-γ) التعاونية والسيتوكينات البلعمة، ،(

   (.+ER-/PR-/HER2) الأولية الثدي سرطان خلايا مع تفاعلها وأثناء قبل

 العلاج قبل المنشأ ذاتية الخلايا الأحادية مع أو بمفردها الأولية البشرية الثدي سرطان خلايا زراعة تمت الوسائل و الطرق:

  .بالمتفورمين

 p-Akt/Akt الفسفرة نسبة كبير على تأثير له يكن لم بينما والبلعمة، الثدي انسرط خلايا تكاثر من المتفورمين قللالنتائج: 

، انخفضت مستويات كل من METب  علاج وجود عدم حالة في أنه لاحظنا ذلك، إلى بالإضافة (.p > 0,05)الإجمالي 

ifCa، (catalase)السمية الخلوية، نشاط الكاتالاز
2+

  ،IL-10 نشاط الأرجيناز ، (arginase) في الخلايا المشتركة مقارنة

 كبير بشكل( iNOS) المحرض النيتريك أكسيد سينثاز نشاط مستويات زادت مع الخلايا الأحادية المزروعة بمفردها. بينما

(p < 0.05المقارنات ، لجميع)على المشتركة الخلايا آثار المتفورمين باستخدام العلاج يعكس أن يمكن ، المقابل . في 

ifCa الكاتلاز، الأرجيناز، نشاط الخلوية، نشاط يةالسم مستويات
+2

 أنشطة زيادة في أيضًا المتفورمين تسبب .γ-IFNو  

iNOS و arginase بالنسبة لنشاط ال  كبيرة تكن لم الاختلافات أن من الرغم على ، في الخلايا الأحاديةiNOS            

(p > 0,05)تسبب ، ذلك إلى . بالإضافة MET الفائق الديسموتاز نشاط في قوية زيادة في (SOD )الخلايا الأحادية، في 

 إنتاج مستويات في حادة زيادة أيضا في MET  تسبب .الثدي سرطان خلايا مع بالاشتراك المزروعة تلك في ليس ولكن

IFN-γ إنتاج مستويات وانخفاض IL-10 إنتاج      على طفيف انعكاس تأثير إحداث مع المعزولة، الخلايا الأجادية في 

IL-10 المشتركة الثقافة في (p > 0.05). 

 الزراعة بعد للخلايا الأحادية تتغير النمطية الوظيفية للأنشطة الحيوية المؤشرات أن نتائجنا أظهرت :الاستنتاجات

 جإنتا على التأثيرات تحسين إلى MET باستخدام العلاج يؤدي. الأولية البشرية الثدي سرطان خلايا مع المشتركة

ifCaو IFN-γ للورم المضاد السيتوكين
2+

 التبادل المشترك بين الخلايا الأحادية وخلايا أثناء الخلوي النخر إلى  بالإضافة ،

    .الثدي سرطان

 الأولية، البشرية الثدي سرطان خلايا/الوحيدة الخلية المتبادل الحديث ميتفورمين، ،Aktال تنشيط المفتاحية: الكلمات

 للورم مضاد نشاط الأولية، الثدي سرطان خلايا تكاثر و حيوية للخلية الأحادية؛ الظاهري للنمط الوظيفي النشاط تغييرات

 .IFN-γ بـ مرتبط
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Introduction 

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquemment diagnostiqué et l'une des principales 

causes de mortalité dans le monde (Ghoncheh et al., 2016). Comparé à d'autres types de 

cancer considérés comme plus réactifs à l'immunothérapie, le cancer du sein n'a pas été 

considéré comme une tumeur immunogène (Soliman, 2013). Cependant, des recherches 

récentes ont montré la relation entre les réponses immunitaires intra-tumorales et le 

développement du cancer du sein (Gingras et al., 2015). Ainsi, des études ont rapporté que 

l'infiltration de cellules immunitaires dans le microenvironnement tumoral et la présence de 

signatures génétiques liées à l'immunité contribuent au pronostic du cancer du sein (Sabatier 

et al., 2015; Xu et al., 2017). 

Le microenvironnement entourant les cellules cancéreuses du sein joue un rôle important dans 

la modulation de la croissance et de la progression du cancer (Gingras et al., 2015). Il contient 

plusieurs types de cellules inflammatoires, y compris les MOs et les macrophages. Les MOs 

représentent une population hétérogène dérivée des lignées myéloïdes (Doseff and Parihar, 

2012), qui sont recrutées de la circulation sanguine vers le site tumoral suite à l'action 

paracrine des cytokines et des chimiokines libérées par les cellules cancéreuses du sein (Ben-

Baruch, 2002). Des rapports antérieurs suggéraient que l'infiltration des MOs dans les 

microenvironnements de tumeurs du sein, en réponse à une stimulation paracrine, était en 

corrélation avec un mauvais pronostic et à la promotion de la croissance tumorale, l'invasion 

et les métastases (Evani et al., 2013; Mohamed et al., 2010). 

Selon leur plasticité phénotypique fonctionnelle, les MOs peuvent être ciblés par plusieurs 

molécules thérapeutiques qui les orientent vers des cellules tueuses pro-inflammatoires/anti-

tumorales (Chiang et al., 2017a; Stout and Suttles, 2004), qui sont principalement impliquées 

dans la réponse inflammatoire, ayant ainsi une capacité phagocytaire réduite (Idzkowska et 

al., 2015). Dans le contexte du cancer, ces cellules exercent leurs effets inhibiteurs par la 

production accrue de cytokines pro-inflammatoires, comme l'IFN-γ, la sécrétion de 

médiateurs tumoricides, des espèces réactives d'oxygène (ROS) et d'azote (RNS), y compris la 

production d'oxyde nitrique  (NO) comme produit d’activation de NOS (Oxyde nitrique 

synthase) (Szaflarska et al., 2004). 

Il est bien connu que l'insuline est un facteur de croissance important, qui joue un rôle critique 

dans la régulation de la prolifération cellulaire. En tant que telle, l'amélioration de la 

sensibilité à l'insuline peut entraîner une inhibition de la croissance tumorale et un arrêt du 
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cycle cellulaire. En effet, la metformine (chlorhydrate de 1,1-diméthylbiguanide, MET), un 

médicament antidiabétique prescrit aux patients atteints de diabète de type 2 (DT2) (Fan et 

al., 2015; Liu et al., 2011), aurait un effet marqué sur la sensibilité à l'insuline par inhibition 

de la voie de signalisation impliquant le phosphoinositol-3-kinase (PI3K) et Akt (également 

appelée protéine kinase B, PKB), conduisant, par conséquent, à une diminution de la 

prolifération des cellules tumorales (Camacho et al., 2015; Queiroz et al., 2014). Les effets de 

la MET sur les cellules cancéreuses du sein ont également été associés à l'inhibition de la 

polarisation pro-tumorale des macrophages de type M2 (Ding et al., 2015a).  

Dans ce contexte, ce projet de thèse de Doctorat a pour objectifs d’étudier, pour la première 

fois, les effets de la MET sur les activités fonctionnelles phénotypiques globales, y compris 

les biomarqueurs immunométaboliques (activité d’arginase, activité d’iNOS et libération de 

LDH) (O’Neill et al., 2016) et les biomarqueurs d’activité protectrice redox (activités de 

catalase et de SOD) (Ferret et al., 2002), l’ifCa
2+

, la phagocytose et les cytokines coopératives 

(IFN-γ et IL-10) (Yanagawa et al., 2009) des MOs autologues avant et pendant leur 

interaction avec les cellules cancéreuses du sein de type (ER-/PR-/HER2+). 
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Chapitre 1 

Revue de la littérature 

1.1. Cancer du sein 

1.1.1. Epidémiologie  

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez les femmes dans le 

monde, il touche environ 2,3 millions de femmes chaque année (représentant 24,5 % de la 

totalité des cancers) et responsable de 15,5 % (685000) de décès dus au cancer en 2020 (Lei et 

al., 2021a; Łukasiewicz et al., 2021). Son incidence est plus élevée dans les régions 

développées, y compris les pays d’Amérique du Nord, l’Australie, la Nouvelle-Zélande, 

l’Europe occidentale et l’Europe du Nord. Cependant, l’incidence est plus faible dans les 

régions moins développées telles que l’Afrique, l’Asie et l’Amérique de Sud (Huang et al., 

2021; Lei et al., 2021b). En Algérie, le cancer du sein représente le problème majeur de santé 

publique, avec 35628 nouveaux cas de femmes atteintes enregistrés en 2015 (Benarba et al., 

2014).  

1.1.2. Classification du cancer du sein 

Le cancer du sein est une maladie complexe et hautement hétérogène, comprenant différents 

sous-types ayant des caractéristiques morphologiques, cliniques et moléculaires distinctes 

(Kwa et al., 2017). La classification histologique conventionnelle a permis de subdiviser le 

cancer du sein en se basant sur les caractéristiques morphologiques de la tumeur (Viale, 

2012), cependant, cette classification a ses limites, ces sous-types morphologiques peuvent 

être subdivisés par une classification plus complète et pertinente basée sur leurs signatures 

moléculaires, permettant une meilleure compréhension de l'hétérogénéité inter-tumorale du 

cancer du sein (Zardavas et al., 2015).  

1.1.2.1. Classification conventionnelle 

1.1.2.1.1. Les types histologiques 

La classification histologique du cancer du sein permet de subdiviser le cancer du sein en 

carcinome mammaire in situ et carcinome mammaire invasif (infiltrant), ainsi ces deux 

groupes sont subdivisés en plusieurs sous-types morphologiquement distincts (Vuong et al., 

2014). Le carcinome mammaire in situ représente une prolifération maligne non invasive des 

cellules épithéliales dans les canaux et les lobules (Makki, 2015), dont le carcinome canalaire 
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in situ  (CCIS) est considérablement plus courant que son homologue du carcinome lobulaire 

in situ (CLIS), et englobe un groupe hétérogène de tumeurs de cinq sous types : cribiforme, 

micropapillaire, papillaire, solide et le comédocarcinome (Figure 1.1) (Malhotra et al., 2010). 

Le carcinome mammaire invasif constitue lui aussi un groupe hétérogène comprenant plus de 

21 sous-types histologiques distincts (Vuong et al., 2014), où le carcinome canalaire infiltrant 

constitue la forme la plus courante (70-80 %) (Malhotra et al., 2010). Les autres types invasifs 

sont notamment le carcinome invasif lobulaire (10 %), mucineux, cribriforme, 

micropapillaire, papillaire, tubulaire, médullaire, métaplasique et inflammatoire (Rivenbark et 

al., 2013). 

Figure 1.1. Classification histologique des sous-types de cancer du sein (Malhotra et al., 

2010).  

1.1.2.1.2. Le grade histologique 

L’évaluation du grade histologique est une méthode de classification qui correspond au degré 

de différenciation du tissu tumoral (Rakha and Ellis, 2011). Dans le cancer du sein, cette 

classification est effectuée à l'aide d’un système de Nottingham qui repose sur l’évaluation 

semi-quantitative des caractéristiques morphologiques des coupes de tissus tumorals colorées 

à l'hématoxyline-éosine (Lal et al., 2017; Rakha et al., 2010). Il s’agit d’un système de 

notation à trois niveaux qui évalue le nombre de mitoses visibles, la présence de cellules 

tumorales créant des structures tubulaires et le pléomorphisme nucléaire (Lal et al., 2017). Le 

grade histologique de la tumeur constitue un facteur pronostic important qui fait partie 

intégrante d'un certain nombre d'outils de décision clinique (Rakha et al., 2010).  
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1.1.2.1.3. Stades du cancer du sein 

Le cancer du sein est stadifié en un des 5 stades (0, I, II, III et IV) à l’aide d’un système de 

stadification TNM, qui repose sur des informations cliniques et pathologiques, y compris la 

taille de la tumeur (T), l'état des ganglions lymphatiques régionaux (N) et les métastases à 

distance (M) (Rakha et al., 2010; Vuong et al., 2014). Cette stadification fournit également 

des informations précieuses sur la détection, la prise en charge et les traitements appropriés 

pour chaque stade du cancer du sein (Singletary and Connolly, 2006). 

Tableau 1.1. Classification TNM des cancers du sein (Feng et al., 2018). 

Stade Définition 

Stade 0: Carcinome canalaire in situ 

Stade I:        IA 

 

                    IB 

Tumeur primitive invasive d'une taille ≤ 20 mm avec aucune atteinte 

ganglionnaire 

Micrométastases nodales (> 0,2 mm, < 2,0 mm) avec ou sans tumeur 

primaire ≤ 20 mm 

Stade II:      IIA 

            

 

                   IIB 

Métastases ganglionnaires ipsilatérales mobiles de niveau I, II avec 

tumeur primaire ≤ 20 mm; ou tumeur > 20 mm, ≤ 50 mm sans atteinte 

ganglionnaire 

Métastases ganglionnaires ipsilatérales mobiles de niveau I, II avec 

tumeur > 20 mm, ≤ 50 mm; ou tumeur > 50 mm sans atteinte 

ganglionnaire 

Stage III:   IIIA 

 

                   

                  IIIB 

                  IIIC 

Métastases ganglionnaires ipsilatérales mobiles de niveau I, II avec 

tumeur > 50 mm; ou tumeur primaire de toute taille avec métastases 

ipsilatérales fixes de niveau I, II ou ganglionnaires lymphatiques internes. 

Tumeur primaire avec paroi thoracique et/ou invasion cutanée 

Tumeur primaire de toute taille avec métastases ganglionnaires 

supraclaviculaires ou ipsilatérales de niveau III; ou avec métastases 

homolatérales de niveau I, II et ganglionnaires lymphatiques internes 

Stade IV: Tout cas avec métastase d'organe à distance 

 

1.1.2.2. Classification moléculaire 

L’analyse par clustering hiérarchique des profils d’expression génique à l’aide des puces à 

ADN a permis d’identifier cinq sous-types moléculaires principaux intrinsèques de cancer du 

sein : luminal A, luminal B, Her2/neu, basal-like et normal-like, ainsi qu’un sous-type 

supplémentaire récemment identifié, appelé le « claudin-low » (Figure 1.2) (Sorlie et al., 

2003; Sims et al., 2007; Malhotra et al., 2010; Rivenbark et al., 2013). Ces sous-types 

diffèrent par leur complexité génomique, leurs altérations moléculaires spécifiques, leur 

pronostic et leur réponses aux traitements (Fumagalli et al., 2012; Vuong et al., 2014).  
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Figure 1.2. Classification moléculaire du cancer du sein (Sorlie et al., 2003). (A) 

Clustering hiérarchique établi avec les données d’expression de 534 gènes issus de 122 

tumeurs. (B) Dendrogramme montrant le regroupement des tumeurs en cinq sous-types 

moléculaires.  (C) Groupe de gènes montrant l'oncogène ERBB2 et d'autres gènes coexprimés. 

(D) Groupe de gènes associé au sous-type luminal B. (E) Groupe de gènes associé au sous-

type basal-like. (F) Un cluster de gènes pour le sous-type normal-like. (G) Cluster de gènes 

associé au sous-type luminal A. 

1.1.2.2.1. Les tumeurs de sous-type Luminal A 

Les tumeurs luminales A représentent le sous-type le plus fréquent, avec une fréquence de 50 

à 60 %. Elles sont caractérisées par un faible taux de prolifération, la présence des récepteurs 

d’œstrogène (ER) et de progestérone (PR), une absence d’HER2 (human epidermal growth 

receptor 2) et de faibles niveaux de Ki67 (proliferating cell nuclear antigen) (Britten et al., 

2013; Yersal and Barutca, 2014). Elles ont une fréquence élevée de gènes mutés y compris, 

PIK3CA (phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha), MAP3K1 

(mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1), MAP2K4, GATA3 (Trans-acting T-cell-

specific transcription factor), FOXA1 (Forkhead box protein A1), la cadhérine 1 (CDH1) 

(Fragomeni et al., 2018; Godone et al., 2018). Les patientes atteintes d'un cancer du sein 

luminal-A ont un bon pronostic et un taux de rechute nettement inférieur à celui des autres 

sous-types (Yersal and Barutca, 2014). 
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1.1.2.2.2. Les tumeurs de sous-type Luminal B 

Les tumeurs de sous-type luminal B (ER
+
/PR

+
/HER2

+
) représentent 10 à 20% des tumeurs du 

sein, Elles ont un phénotype plus agressif caractérisé par une forte prolifération, un mauvais 

pronostic, un taux de récidive plus élevé et des taux de survie inférieurs après une rechute par 

rapport au sous-type luminal-A (Eroles et al., 2012; Yersal and Barutca, 2014). Ces tumeurs 

sont caractérisées par une forte expression des gènes impliqués dans la prolifération tels que, 

la cycline D1, MDM2 (Mouse double minute 2 homolog), v-MYB (avian myeloblastosis viral 

oncogene homolog), GGH (gamma glutamyl hydrolase), NSEP1 (nuclease sensitive element 

binding protein 1) et la cycline E1 (CCNE1) et des mutations de TP53 et de PIK3CA 

(Fragomeni et al., 2018; Yersal and Barutca, 2014). 

1.1.2.2.3. Les tumeurs HER2/neu   

Elles représentent 15-20 % des carcinomes mammaires, et sont généralement définies par 

l’absence de récepteurs hormonaux (PR et ER) et la surexpression de récepteur HER2 (Eroles 

et al., 2012). Cette surexpression dûe à une amplification de proto-oncogène ERBB2 (erb-b2 

receptor tyrosine kinase 2) active certaines voies oncogéniques impliquées dans la 

prolifération, l’angiogenèse et l’invasion, entraînant par la suite un néoplasme très agressif 

caractérisé par une évolution péjorative et un taux de croissance plus rapide (Bernhardt et al., 

2016; Godoy-Ortiz et al., 2019). 

1.1.2.2.4. Les tumeurs sous-type basal-like  

Les tumeurs de sous-type basal-like ont un phénotype (ER
-
, PR

-
 et de HER2

-
), et 

surexpriment des cytokératines (CK-5/6, 14 et 17) ainsi que certains marqueurs favorisant la 

prolifération cellulaire et la cancérogenèse tels que, c-kit, c-myc et EGFR (Trop et al., 2014). 

Ces tumeurs ont une fréquence élevée de mutations de TP53 et BRCA1, ce qui pourrait 

expliquer leur énorme agressivité et leur mauvais pronostic (Eroles et al., 2012). Elles sont 

plus susceptibles de développer des métastases (Bernhardt et al., 2016).  

1.1.2.2.5. Les tumeurs de sous-type normal-like  

Elles sont caractérisées par l’expression des gènes associés à des cellules épithéliales 

normales, du tissu adipeux et du stroma (Norum et al., 2014). Elles présentent un pronostic 

intermédiaire entre le sous-type luminal et basal, cependant, elles ne sont pas considérées 

comme un véritable sous-type intrinsèque en raison d’une forte contamination avec des tissus 

normaux (Eroles et al., 2012; Trop et al., 2014).  
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1.1.2.2.6. Les tumeurs claudin-low 

Ces tumeurs sont un type rare des tumeurs du sein triple négatives (ER-, PR-, HER2-), 

représentant 10 % des cancers du sein. Elles sont caractérisées par une faible expression des 

gènes impliqués dans les jonctions serrées et l'adhésion intercellulaire, y compris la claudine 

(CLDN3, CLDN4 et CLDN7), la cinguline, l'ocludine et la E-cadhérine (Eroles et al., 2012; 

Norum et al., 2014).  

1.1.3.  Différents traitements du cancer du sein 

Il existe un certain nombre de traitements pour les patientes atteintes du cancer du sein qui 

varient en fonction du type et du stade de la tumeur. La prise en charge actuelle du cancer du 

sein comprend : la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie, traitement hormonal, 

l’immunothérapie et les thérapies ciblées. 

1.1.3.1. La chirurgie   

Le traitement chirurgical permet d'obtenir un contrôle local, de prévenir les récidives 

locorégionales et d'améliorer la survie des patientes atteintes du cancer du sein (Riis, 2020). 

Les différentes approches chirurgicales varient selon le stade et le type de la tumeur, elles 

comprennent la chirurgie mammaire conservatrice appelée la tumorectomie permettant une 

ablation uniquement de la masse tumorale, et une mastectomie qui correspond à l’ablation 

chirurgicale de tout le tissu mammaire (Fraser et al., 2016; Sharma et al., 2010). Plus 

récemment, la technique de dissection des ganglions sentinelles est devenue populaire, car 

elle nécessite l'ablation de beaucoup moins de ganglions lymphatiques, ce qui entraîne moins 

d'effets secondaires (Sharma et al., 2010). Le traitement chirurgical du cancer du sein 

s'accompagne d'un traitement adjuvant ou néoadjuvant, y compris l'hormonothérapie, la 

chimiothérapie et/ou la radiothérapie.  

1.1.3.2. La chimiothérapie  

La chimiothérapie est un traitement systémique du cancer du sein (Leclerc et al., 2016). Elle 

utilise certains médicaments anticancéreux qui peuvent être administrés avant la chirurgie 

pour réduire les cancers volumineux afin qu'ils puissent être facilement éliminés par 

tumorectomie, ou après une intervention chirurgicale pour traiter des cellules cancéreuses du 

sein non détectées (Dhankhar et al., 2010; Sharma et al., 2010). Elle est recommandée pour la 
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grande majorité des cancers du sein triples négatifs, HER2-positifs et dans les tumeurs 

luminales à haut risque (Nounou et al., 2015).   

1.1.3.3. La Radiothérapie   

La radiothérapie est une composante essentielle du traitement pour la majorité des femmes 

atteintes d'un cancer du sein, en particulier celles qui subissent une chirurgie mammaire 

conservatrice (Schnur et al., 2009). Elle joue un rôle essentiel dans la prise en charge du 

cancer du sein en éradiquant la maladie subclinique après l'ablation chirurgicale d'une tumeur 

manifestement évidente en réduisant les taux de récidive locale et augmentant la survie des 

patientes à un stade précoce après chirurgie mammaire conservatrice et chez les patientes 

ganglionnaires positives qui ont subi une mastectomie (Yang and Ho, 2013). La radiothérapie 

consiste à utiliser des rayons X à haute énergie ou des rayons gamma qui ciblent une tumeur 

ou un site tumoral post-chirurgical. Ces radiations sont très efficaces pour tuer les cellules 

cancéreuses qui peuvent rester après la chirurgie ou réapparaître là où la tumeur a été retirée 

(Sharma et al., 2010).   

1.1.3.4. L’hormonothérapie 

L’hormonothérapie constitue un traitement spécifique pour les patientes ayant des néoplasmes 

mammaires exprimant des récepteurs hormonaux (Drăgănescu and Carmocan, 2017). Ce 

traitement endocrinien utilise plusieurs types de médicaments, qui sont destinés à empêcher la 

croissance tumorale via la réduction ou l’arrêt de la production d’œstrogènes, ou en bloquant 

la signalisation par le récepteur d’œstrogène (Rajappa et al., 2018). Il s'agit notamment des 

inhibiteurs de l'aromatase (AI) et des agonistes de l'hormone de libération des 

gonadotrophines (GnRH) qui réduisent la biosynthèse des œstrogènes, ainsi que des 

modulateurs sélectifs des récepteurs des œstrogènes, tels que le tamoxifène, principalement 

prescrits aux femmes pré-ménopausées atteintes d'un cancer du sein qui inhibent l’activité des 

œstrogènes en se liant de manière compétitive au récepteur (Bender et al., 2014; Rugo et al., 

2016). 

1.1.3.5. L’immunothérapie 

L’immunothérapie anticancéreuse englobe un éventail de stratégies visant à exploiter le 

système immunitaire d’un patient pour attaquer et tuer spécifiquement les cellules tumorales 

(Williams et al., 2017). elle englobe à la fois des vaccins qui dirigent les réponses 

immunitaires face aux antigènes associés aux tumeurs et des anticorps bloquant les points de 
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contrôle impliqués dans suppression du système immunitaire tels CTLA-4 (T-lymphocyte 

antigen 4), PD-1 (Programmed death receptor 1) et PD-L1  (McArthur and Page, 2016). 

1.1.3.6. Les thérapies ciblées 

Les thérapies ciblées contre le cancer du sein impliquent divers substances ou médicaments 

qui inhibent sélectivement divers récepteurs surexprimés par les cellules tumorales lors de 

leur développement, envahissement et métastases. L’activation de ces récepteurs initie une 

cascade de signalisations aboutissant à la prolifération, la croissance, la survie, la migration, 

l'angiogenèse et d'autres voies fondamentales du cycle cellulaire (Akram and Siddiqui, 2012; 

Masoud and Pagès, 2017). Les sous-types de cancer du sein exprimant HER2 bénéficient de 

certaines thérapies ciblées y compris l’introduction d’anticorps monoclonaux tels que le 

trastuzumab, le pertuzumabet et le trastuzumab emtansine ainsi que des inhibiteurs de tyrosine 

kinase y compris, le lapatinib, le nératinib et l’afatinib (Li and Li, 2013). Pour les patientes 

atteintes d'un cancer du sein triple négatif, certaines thérapies ciblées ont été développées y 

compris les inhibiteurs de la poly-ADP-ribosyl polymérase (PARP), les inhibiteurs de la voie 

PI3K, les inhibiteurs du point de contrôle immunitaire et les inhibiteurs de la kinase 

dépendante de la cycline (CDK) (McCann et al., 2019). 

1.1.4. Immunogénicité du cancer du sein 

Le cancer du sein n’a pas été considéré comme une tumeur immunogène, c’est pour cette 

raison qu’il n’a pas été étudié de manière approfondie pour sa sensibilité aux 

immunothérapies (Hammerl et al., 2018). Cependant, au cours des dernières années, plusieurs 

études ont démontré que certains types de cancer du sein sont capables de stimuler le système 

immunitaire (Swoboda and Nanda, 2018), ainsi, qu’il existe une relation entre la réaction 

immunitaire intra-tumorale et l’évolution du cancer du sein (Sun et al., 2014). 

L’immunogénicité du cancer du sein varie entre les différents sous-types moléculaires, elle 

dépend du taux d’infiltration des TIL (Lymphocytes infiltrant la tumeur) dans le 

microenvironnement tumoral. Les tumeurs de sous-type triple négative et HER2+ sont plus 

immunogènes que les tumeurs luminales A et B en raison d’une forte infiltration de TIL dans 

le site tumoral (Harbeck et al., 2019; Luen et al., 2016).  
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1.2. Immunoédition du cancer du sein 

Le système immunitaire joue un double rôle dans le contrôle des différentes étapes de 

développement du cancer du sein (Jiang and Shapiro, 2014), il peut non seulement éliminer 

les cellules cancéreuses avant l’établissement d’une tumeur, mais il peut aussi favoriser leur 

progression en sélectionnant les cellules cancéreuses moins immunogènes et aptes à survivre 

dans un hôte immunocompétent ou en favorisant les conditions nécessaires dans le 

microenvironnement tumoral qui facilitent leur croissance (Criscitiello et al., 2014; Nagarajan 

and McArdle, 2018). Ce processus dynamique d’interaction entre le système immunitaire et 

les cellules cancéreuses est connu sous le nom « cancer immunoéditing » appelé aussi 

« théorie des 3 E », il comporte 3 phases : élimination, équilibre et échappement (Edechi et 

al., 2019; Tu et al., 2017). Au cours de ces phases, l'immunogénicité de la tumeur est 

modifiée et des mécanismes immunosuppresseurs permettant la progression de la tumeur sont 

acquis (O’Donnell et al., 2019) (Figure 1.3).  

 

Figure 1.3. Immunoedition du cancer (O’Donnell et al., 2019). L'immunoédition du cancer se 

déroule en trois phases: élimination, équilibre et échappement. a. Pendant la phase d'élimination, les 

systèmes immunitaires innés et adaptatifs coopèrent pour reconnaître les cellules transformées qui ont 

échappé à la suppression tumorale intrinsèque et pour les éliminer avant que les tumeurs ne deviennent 

cliniquement détectables. b. Les tumeurs capables de survivre à la phase d'élimination peuvent 

progresser vers la phase d'équilibre, dans laquelle la croissance nette est limitée et l'immunogénicité 

cellulaire est éditée par le système immunitaire adaptatif. c. Les tumeurs éditées peuvent alors entrer 

dans la phase d'échappement, dans laquelle leur croissance n'est pas freinée en raison de l'activation 

des voies immunosuppressives. Les cellules cancéreuses qui se sont échappées sont celles qui sont 

cliniquement détectables en tant que tumeurs visibles. DC: cellules dendritiques, MDSC: Les cellules 

myéloïdes suppressives, MHCI: CMH de classe I, NK cell: cellules tueuses naturelles, NKT cell : 

cellules T tueuses naturelles, PD- L1 : programmed death ligand 1, TAM : macrophage associé aux 

tumeurs, Treg cell : cellules T régulatrices. 
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1.2.1.  Phase d’élimination 

Au cours de cette phase (appelée aussi « immunosurveillance ») et selon l’immunogénicité de 

la tumeur, différents effecteurs de l’immunité innée et adaptative sont impliqués dans la 

reconnaissance et la destruction des cellules transformées naissantes qui ont échappé aux 

mécanismes intrinsèques cellulaires de la suppression des tumeurs (O’Donnell et al., 2019; 

Teng et al., 2015; Tu et al., 2017). Ce processus d’élimination est initié par la libération des 

cytokines pro-inflammatoires par les cellules tumorales en croissance ainsi que d’autres 

composants de microenvironnement tumoral (Kim et al., 2007), conduisant à l’activation et le 

recrutement des cellules immunitaires innées dans le site tumoral telles que, les cellules NK, 

les NKT et les cellules Tγδ (Bates et al., 2018). Ces cellules nouvellement recrutées 

reconnaissent et détruisent les cellules tumorales par l’intermédiaire des perforines, Fas/Fas-

L, TRAIL (tumor necrosis factor [TNF]-related apoptosis-inducing ligand) et de l’IFN-γ 

(Kim et al., 2007). L’IFN-γ induit ainsi la sécrétion de certaines chimiokines (CXCL9, 

CXCL10 et CXCL11) permettant l’inhibition de l’angiogenèse et le recrutement des cellules 

dendritiques (CD), des  macrophages ainsi que d’autres cellules immunitaires (Dunn et al., 

2002). Les antigènes tumoraux libérés HSPs (heat‐shock proteins) par les cellules tumorales 

nécrotiques sont capturés par les CD, qui migrent vers les ganglions lymphatiques drainant la 

tumeur, entrainant l’activation des lymphocytes T CD4
+
 naïves (Smyth et al., 2006). Ces 

cellules activées sont essentielles dans l’activation de certaines cellules y compris, les 

lymphocytes T CD8
+
 cytotoxiques (LTC), les cellules NK, les macrophages et les 

lymphocytes B (LB). Les LTC infiltrent dans l’environnement tumoral en éliminant le reste 

des cellules cancéreuses (Calì et al., 2017; Mittal et al., 2014), ainsi, les macrophages activés 

phagocytent et détruisent les cellules tumorales par l’intermédiaire des radicaux libre tels que, 

O2
-
 (superoxyde), H2O2 (peroxyde d’hydrogène) et NO2

- 
(nitrite). La réponse anti-tumorale 

implique aussi le système de complément, la cytotoxicité cellulaire dépendante d’anticorps 

(ADCC) et la lyse médiée par les cellules NK (Rezaei, 2015) (Figure 1.4). 
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Figure 1.4. Phase d’élimination d’immunoédition du cancer (Mittal et al., 2014).  

1.2.2.  Phase d’équilibre  

Bien que la plupart des cellules tumorales ont été détruites au cours de la phase d’élimination, 

de nouvelles cellules tumorales persistent et acquièrent grâce à des mutations une résistance 

aux attaques de système immunitaire (Smyth et al., 2006). Ces nouvelles variantes de cellules 

tumorales entrent dans un état de dormance et d’équilibre dynamique avec le système 

immunitaire (Dunn et al., 2004). Durant cette phase, le système immunitaire exerce une 

pression sélective, permettant non seulement l’élimination des cellules cancéreuses d’origine, 

mais aussi la génération de nouvelles populations de cellules tumorales capables de survivre 

et de résister à la surveillance immunitaire (Mittal et al., 2014).   



Chapitre 1. Revue de la littérature 

14 
 

 

Figure 1.5. Phase d’équilibre d’immunoédition du cancer (Mittal et al., 2014). Dans cette 

phase, le système immunitaire maintient la tumeur dans un état de dormance fonctionnelle. Certaines 

cellules tumorales subissent des changements génétiques et épigénétiques et, en raison d'une pression 

immunitaire constante, des variantes de cellules tumorales évoluent et résistent à la reconnaissance 

immunitaire (perte d'antigène ou défauts de présentation de l'antigène) et induisent une 

immunosuppression (PDL1). Cette phase est un équilibre entre les cytokines anti-tumorales (IL-12, 

IFN-γ) et pro-tumorales (IL-10, IL-23). Le système immunitaire adaptatif est nécessaire pour 

maintenir la tumeur dans un état de dormance fonctionnelle. 

1.2.3.  Phase d’échappement 

Les cellules tumorales qui ont réussi à survivre et à contourner le système immunitaire 

pendant la phase d’équilibre, entrent dans une phase d’échappement, où elles deviennent 

cliniquement détectables en tant que tumeurs visibles (O’Donnell et al., 2019; Teng et al., 

2015). Ces cellules tumorales échappent à la défense immunitaire en raison d’une instabilité 

du génome qui leur confèrent une résistance à la reconnaissance et la destruction par les 

cellules immunitaires effectrices, ou par des mécanismes immunosuppressifs induits par la 

tumeur (Smyth et al., 2006). Ces mécanismes d’échappement peuvent être classés en 3 

catégories (Figure 1.6). 
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Figure 1.6. Différents mécanismes d’échappement des cellules cancéreuses (Teng et al., 

2015). Les mécanismes d’échappement des cellules tumorales peuvent être classés en trois grandes 

catégories: (A) Réduction de la reconnaissance et la stimulation des cellules immunitaires par une 

régulation négative, une perte d'antigènes tumoraux ou par l'absence de molécules costimulatrices; (B) 

Acquisition des mécanismes de résistance contre les effecteurs cytotoxiques de l'immunité (comme, 

STAT3) ou une surexpression des gènes de survie ou de facteur de croissance tels que Bcl-2, 

Her2/neu; et (C) l'établissement d'un microenvironnement tumoral immunosuppresseur via (a) la 

production de cytokines (VEGF, TGF-β) et de facteurs métaboliques (adénosine, PGE2 

(Prostaglandine E2)); (b) induction  et/ou recrutement des Treg et MDSC; ou (c) l'induction d'une 

résistance immunitaire adaptative par liaison des récepteurs inhibiteurs (CTLA-4, PD-1, Tim-3) sur 

des cellules effectrices immunitaires. 

1.2.3.1. Une reconnaissance immunitaire réduite 

1.2.3.1.1. Types d’antigènes associés aux tumeurs  

Les cellules cancéreuses peuvent exprimer certains antigènes spécifiques de surface, 

permettant d’altérer le système immunitaire. Ces antigènes sont de 3 types : (i) les auto-

antigènes exprimés de manière excessive ou anormale ; (ii) les auto-antigènes modifiés qui 

sont exprimés spécifiquement en présence de tumeurs et (iii) les néo-antigènes, qui sont des 

produits de gènes mutés (Wang et al., 2017). Parmi les antigènes tumoraux surexprimés par 

les cellules cancéreuses du sein : HER2, MUC1 (mucine 1), CEA (l'antigène 

carcinoembryonnaire), STn (Sialyl-Tn), CLDN (claudine), hTERT (human telomerase 

reverse transcriptase) et WT1 (Wilms tumour gene) (Criscitiello, 2012; Steven and Seliger, 

2018; Varn et al., 2017). 
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1.2.3.1.2. Expression anormale de CMH-1 

Les cellules tumorales expriment d’autres antigènes de surface telles que les molécules de 

CMH-1, qui permettent la présentation des épitopes antigéniques tumorals aux lymphocytes T 

effectrices (Garrido, 2019). Cependant, la perte ou la modification de ces molécules de CMH-

1 est souvent fréquente dans différents types de tumeurs, y compris le cancer du sein, et 

constitue l’un des moyens d’échappement des cellules tumorales à la surveillance immunitaire 

par inhibition d’activation des mécanismes immunitaires cytotoxiques (Garrido et al., 2010; 

Law et al., 2017; Wang et al., 2017). 

1.2.3.1.3. Une surexpression des HLA-1 non-classiques  

La surexpression des molécules non-classiques d’HLA-1 (Human Leucocyte Antigen-1) 

(HLA-G et d’HLA-E) par les cellules cancéreuses du sein leur permettent d’échapper à la 

surveillance immunitaire (da Silva et al., 2013). Les molécules d’HLA-G inhibent certaines 

cellules effectrices en interagissant avec des récepteurs inhibiteurs tels que : ILT-2 (Ig-Like 

Transcript-2), ILT-4, KIR2DL4 (Killer cell immunoglobulin-like receptor 2DL4) et CD160 

exprimés sur les cellules NK, les lymphocytes T et B ainsi que les cellules présentatrices 

d’antigènes (CPA) (Kochan et al., 2013; O’Donnell et al., 2019). Ainsi, les HLA-E inhibent 

l’activité cytolytique des cellules NK en se liant avec le récepteur inhibiteur NKG2A (da 

Silva et al., 2013). 

1.2.3.2. Perturbation de la fonction anti-apoptotique 

La perturbation des différentes voies d’apoptose constitue l’un des moyens d’échappement 

des cellules cancéreuses, y compris celles du cancer du sein à la surveillance immunitaire 

(Wang et al., 2017).     

1.2.3.2.1. Fas/Fas-L 

L’interaction de récepteur de la mort cellulaire Fas (Apo-1 ou CD95) avec son ligand (FasL)  

déclenche une cascade de réactions induisant la mort cellulaire par voie extrinsèque (Hashemi 

et al., 2013). La dérégulation de cette voie au sein des cellules cancéreuses leur permettent 

d’échapper à l’apoptose et à la reconnaissance par le système immunitaire (Li et al., 2015). La 

surexpression des molécules Fas-L par les cellules cancéreuses du sein induit l’apoptose des 

lymphocytes T exprimant le récepteur Fas et l’induction des lymphocytes T régulatrices qui 

permettent la suppression des réponses anti-tumorales. Par ailleurs, ces cellules cancéreuses 
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peuvent ainsi résister à cette voie d’apoptose en diminuant l’expression des récepteur Fas 

(Rezaei, 2015; Steven and Seliger, 2018). 

1.2.3.2.2. Bcl-2, survivine et caspase 

D’autres protéines peuvent être aussi impliquées dans la régulation de l’apoptose, la 

surexpression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 (B-cell Lymphoma 2) et la survivine par  

les cellules cancéreuses du sein conduit à l’inhibition de l’apoptose en favorisant la 

transformation néoplasique (Chen et al., 2016; Steven and Seliger, 2018). Ainsi, ces cellules 

cancéreuses peuvent résister à la voie extrinsèque ou intrinsèque de l’apoptose par diminution 

d’activation de caspase-3 (Devarajan et al., 2002). 

1.2.3.3. Etablissement d’un microenvironnement tumoral immunosuppressif  

1.2.3.3.1. Production des cytokines immunosuppressives et des facteurs métaboliques  

Une variété de cytokines immunosuppressives (VEGF (Le facteur de croissance de 

l'endothélium vasculaire), IL-4, IL10, IL-13, IL-33, IL-35, IL-37 et TGF-β) et de chimiokines 

(CCL2, CCL17, CCL22) produites par les cellules cancéreuses du sein et les cellules 

immunitaires du microenvironnement tumoral, contribuent également à l’échappement et à la 

croissance tumorale en affectant négativement la maturation et la fonction des cellules 

immunitaires (Gatti-Mays et al., 2019; Nicolini and Carpi, 2009; Soysal et al., 2015). La 

libération d’autres facteurs inflammatoires contribue ainsi à la création d’un 

microenvironnement suppressif y compris, la production des radicaux libres, la prostaglandine 

E2, des facteurs de transcription (NF-κB (facteur de transcription nucléaire-κB) et STAT3), 

des microARNs ainsi que des enzymes telles que l'arginase (ARG), l'indoleamine 2,3-

dioxygénase (IDO), la cyclooxygénase (COX), la métalloprotéinase matricielle (MMP) et le 

NOS (Fernandes et al., 2015). 

1.2.3.3.2. Expression des molécules co-inhibitrices 

Les cellules cancéreuses du sein utilisent certaines voies immunitaires afin d’échapper aux 

réponses anti-tumorales médiées par les lymphocytes T effectrices. L’une des voies 

principales est la voie de la mort programmée PD-1 (Baptista et al., 2016). Les protéines 

inhibitrices transmembranaires PD-1 sont exprimées par certaines cellules immunitaires 

activées, leur interaction avec les molécules de PDL-1 surexprimées sur les cellules tumorales 

conduit également à l’inhibition et la lyse des lymphocytes T effectrices, diminution de 

production des cytokines et l’induction d’une tolérance aux antigènes (Ghebeh et al., 2010; 
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Schütz et al., 2017). D’autres molécules inhibitrices peuvent être aussi associées à l'inhibition 

de l'activité des lymphocytes T ainsi qu'à l'induction d'une anergie lymphocytaire, telles que 

CTLA-4, LAG3 (lymphocyte activation gene-3) et TIM-3 (T cell immunoglobulin and mucin 

domain-3) (Barrueto et al., 2020; Dushyanthen et al., 2015).  

1.2.3.3.3. Recrutement des cellules immunosuppressives 

L'inhibition des réponses anti-tumorales peut être induite par le recrutement dans le 

microenvironnement tumoral du cancer du sein  de certaines cellules immunosuppressives 

(Soysal et al., 2015) telles que les macrophages associés aux tumeurs (TAMs), les cellules 

myéloïdes suppressives (MDSCs) et les lymphocytes T régulateurs (Treg) (Schreiber et al., 

2011). Les TAMs infiltrés dans le microenvironnement tumoral du cancer du sein, produisent 

certaines cytokines immunosuppressives telles que le TGF-β et l’IL-10, qui inhibent des LTC 

et induisent la différenciation et le recrutement des lymphocytes Th2 (cellules T auxilliaires 

2), favorisant le développement des cellules Treg (de la Cruz-Merino et al., 2013). Les 

MDSCs recrutées via la production des G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) par les 

cellules cancéreuses du sein, inhibent l’activation et le recrutement des lymphocytes T 

effecteurs via la production des ROS et l’activation de certaines enzymes telles que, ARG-1, 

iNOS et IDO (Nagarajan and McArdle, 2018). Les cellules Treg stimulées, inhibent les LTC 

en produisant l’IL-10 et le TGF-β, et en exprimant des molécules inhibitrices (CTLA-4, PD-1 

et PDL-1) (Schreiber et al., 2011). 

 

Figure 1.7.  Interaction entre les composants du microenvironnement tumoral et les 

cellules cancéreuses du sein. APC = cellules présentatrice d'antigène; CTLA-4 = protéine 4 

associée aux lymphocytes T cytotoxiques; NK = tueur naturel. 
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1.3. Monocytes et Cancer du sein  

Le microenvironnement entourant les cellules cancéreuses du sein joue un rôle important dans 

la modulation de la croissance et de la progression du cancer (Gingras et al., 2015). Il contient 

plusieurs types de cellules inflammatoires, y compris les MOs et les macrophages. Les MOs 

représentant une population hétérogène dérivée de la lignée myéloïde (Doseff and Parihar, 

2012), sont recrutés de la circulation sanguine vers le site tumoral grâce à l'action paracrine 

des cytokines et des chimiokines libérées par les cellules cancéreuses du sein (Ben-Baruch, 

2002) . 

1.3.1. Développement et ontogénie des monocytes 

Les MOs sont un groupe de cellules circulantes, représentant 10 % des leucocytes humains 

(Das et al., 2015). Ils se développent à partir des cellules souches hématopoïétiques (CSH) 

dans la moelle osseuse via une série d’étapes de différenciations séquentielles (Figure 1.8) 

(Italiani and Boraschi, 2014). Ces différentes étapes de développement sont hautement 

régulées par certains facteurs de transcription, y compris, PU.1 (Purine-rich box-1), IRF (8) 

(Interferon regulatory factor 8) et KLF4 (Kruppel-like factor 4), ainsi que par des facteurs de 

croissances, tels que CSF-1 (M-CSF) et IL-34 (Terry and Miller, 2014). L’engagement des 

CSH vers une lignée myéloïde nécessite l’activation des récepteurs présents à la surface des 

cellules progénitrices par l’IL-34 et par leur ligand CSF-1 produit par les cellules stromales. 

Les progéniteurs communs myéloïdes (CMP) se différencient ensuite de manière séquentielle 

en progéniteurs de granulocytes-macrophages (GMP), puis en progéniteurs communs des 

macrophages et des CD (MDP), et enfin en progéniteurs communs monocytaires (cMoP) qui 

sont à l’origine des MOs (Mitchell et al., 2014). 
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Figure 1.8. Origine des monocytes (Rees, 2010). HSC : cellules souches hématopoïétiques, 

CMP : progéniteurs communs myéloïdes, GMP : progéniteurs des granulocytes-macrophages, MDP : 

Progéniteurs communs des macrophages et des cellules dendritiques. 

1.3.2. Hétérogénéité des monocytes 

Les MOs humains représentent une population hétérogène comportant trois sous-groupes 

fonctionnellement et phénotypiquement différents, identifiés et caractérisés par cytometrie en 

flux en fonction de l’expression de marqueurs de surface CD14 (récepteur de 

polysaccharides) et CD16 (récepteur FcγRIII) (Sprangers et al., 2016; Wouters et al., 2017). 

Les MOs classiques (CD14
++

CD16
-
) représentent le sous-ensemble majeur des MOs humains 

(85%), cependant,  les 10% restants ayant les marqueurs CD14 et CD16, sont subdivisés en 

MOs intermédiaires (CD14
++

CD16
+
) et MOs non classiques (CD14

+
CD16

++
) (Sprangers et 

al., 2016). Les deux sous-types classiques et intermédiaires possèdent des propriétés 

inflammatoires, qui leur permettent de passer de la circulation vers les tissus en réponse à des 

signaux appropriés, tandis que, les MOs non classiques patrouillent les capillaires en 

éliminant des débris cellulaires et permettant le soutien des cellules endothéliales (Das et al., 

2015). Un sous-ensemble mineur des MOs appelés TEM (monocytes exprimant le TIE-2) 

exprimant le récepteur tyrosine kinase (TEK ou TIE-2), représentent 2% des monocytes 

circulants. Ces cellules sont recrutées dans le microenvironnement des tumeurs en induisant 

l’angiogenèse et la croissance tumorale (Dalton et al., 2014). 
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Tableau 1.2. Les sous-types des monocytes humains (Italiani and Boraschi, 2014). 

Sous-types % dans les 

monocytes 

sanguins 

Marqueurs Récepteurs de 

chimiokines 

Autres 

marqueurs de 

surface 

Fonctions 

Classiques 85% CD14
++

CD16
-
 CCR2

+
CCX3CR1

-
 CD62L

+
, CD64

-
, 

MHCII
+
,CD163

+
 

Phagocytose, 

effecteurs 

inflammatoires 

Intermédiaires 5% CD14
++

CD16
+
 CCR2

-
CCX3CR1

+
 CD62L

+
, CD64

-
, 

MHCII
++

,CD163
+
 

effecteurs 

inflammatoires 

Non classiques 10% CD14
+
CD16

++
 CCR2

-
CCX3CR1

+
 CD62L

-
, CD64

+
, 

MHCII
++

,CD163
-
 

Patrouille, rôle 

antiviral 

 

1.3.2.1. Les monocytes classiques      

Les MOs classiques sont des cellules hautement phagocytaires et non inflammatoires (Al 

Dubayee et al., 2018), exprimant des niveaux élevés des récepteurs des chimiokines de type 2 

(CCR2), de CD62L (L-sélectine), CD11b et TLR4 et de faibles niveaux de CX3CR1 

(Wacleche et al., 2018). Ces cellules produisent une gamme de cytokines, notamment l’IL-10, 

IL-6, IL-8, TNF-α et IL-1β, ainsi que des ROS, et présentent une forte activité de peroxydase 

(Idzkowska et al., 2015; Yang et al., 2014). Avant de quitter la circulation, une faible 

proportion de ces MOs évoluent en MOs intermédiaires, puis la plupart de ces cellules se 

convertissent finalement en MOs non classiques (Patel et al., 2017).  Les récepteurs CCR2 

présents à la surface de MOs classiques sont spécifiques des MCP-1 (Monocyte 

chemoattractant protein-1) produites durant l’inflammation et qui assurent leur migration vers 

les sites d’infection où elles exercent différentes réponses immunologiques, y compris, la 

reconnaissance et l’élimination des microorganismes et des cellules mortes. 

1.3.2.2. Les monocytes intermédiaires  

Les MOs intermédiaires représentent 2 à 8 % des MOs circulants, ils sont caractérisés par une 

forte expression en CMH de classe II  (HLA-DR), CD11c, CD36, CCR2 et CCR5 (Loke and 

Niewold, 2017; Sampath et al., 2018; Stansfield and Ingram, 2015). Ces cellules ont la 

capacité de produire des taux élevés des ROS ainsi que des cytokines pro-inflammatoires 

telles que  l’IL-1β et de TNF-α et présentent une faible activité de peroxydase. Ce sous-type 

des MOs est impliqué principalement dans la présentation antigénique, la phagocytose, la 
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reconnaissance des parasites, la cicatrisation des plaies, la prolifération et la stimulation des 

lymphocytes T (Sampath et al., 2018).  

1.3.2.3. Les monocytes non classiques  

Ce sous-ensemble des monocytes représente 2 à 11% des MOs circulants, ayant des 

caractéristiques inflammatoires (Al Dubayee et al., 2018; Sampath et al., 2018), caractérisés 

par une forte expression en CX3CR1, CXCR4, HLA-DR et l’antigène 1 associé aux fonctions 

lymphocytaires (LFA-1) et par une absence de CCR2 et de CD62L (Idzkowska et al., 2015; 

Wacleche et al., 2018). Ils produisent une faible quantité de ROS, de myeloperoxydase et de 

lysosyme. Ces MOs explorent le système vasculaire en éliminant les cellules mortes, les 

cellules infectées ou endommagées, les virus ainsi que les cellules tumorales (Hamers et al., 

2019).  

1.3.3.  Monocytes et microenvironnement tumoral  

1.3.3.1. Recrutement des monocytes au site de la tumeur 

L’infiltration des MOs circulants dans le microenvironnement tumoral du cancer du sein est 

assurée par certains facteurs dérivés des tumeurs appelés TDF (Tumor derived factors), 

principalement la chimiokine ligand 2 (CCL-2 ou MCP-1) sécrétée par les cellules 

cancéreuses ainsi que par certains constituants de microenvironnement tumoral tels que les 

fibroblastes, les cellules endothéliales et certains leucocytes (Ben-Baruch, 2003; Qiu et al., 

2018). D’autres TDF peuvent être aussi impliquées dans le recrutement des MOs, y compris 

d’autres chimiokines telles que la CCL3, CCL4, CCL5, et CXCL12, ainsi que certains 

facteurs de croissance y compris, CSF-1 (colony stimulating factor), TGF-β, VEGF (Sica et 

al., 2012). 

1.3.3.2. Fonctions des monocytes dans le microenvironnement tumoral  

Une fois recrutés dans le microenvironnement tumoral, les MOs pourraient jouer un rôle très 

important dans la régulation de la progression tumorale. Les différents sous-types de ces 

cellules exercent diverses fonctions effectrices contribuant à la fois à des réponses 

immunitaires pro- et anti-tumorales, y compris la phagocytose, la sécrétion de médiateurs 

tumoricides, promotion de l'angiogenèse, recrutement de lymphocytes et différenciation en 

TAM et CD  (Olingy et al., 2019a) (Figure 1.9).  
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Figure 1.9.  Recrutement et fonctions des sous-types de monocytes dans les tumeurs 

primaires et les sites métastatiques (Olingy et al., 2019a). Les MOs classiques s’infiltrent dans 

les sites tumoraux primaires en réponse à CCL2 où Ils sont capables de produire des médiateurs 

tumoricides. Les monocytes éduqués par la tumeur se différencient en TAM ou moDC. Les TAM 

dérivés de monocytes facilitent la tumorigenèse en favorisant la suppression immunitaire (inhibition 

du recrutement/activités des lymphocytes T CD8+ et le recrutement de Treg), l'angiogenèse et 

l'intravasation des cellules tumorales dans le système vasculaire. Les monocytes Tie-2+ affichent des 

fonctions pro-angiogéniques dans les tumeurs primaires, bien que le rôle des monocytes de patrouille 

non classiques (PMo) dans les tumeurs primaires reste incertain. Dans les sites métastatiques 

pulmonaires, les monocytes classiques sont recrutés de manière dépendante de CCL2, favorisant 

l'ensemencement métastatique et ont des effets protumoraux similaires. PMo héberge les métastases 

tumorales de manière dépendante de CX3CL1/CX3CR1, où elles engloutissent le matériel tumoral et 

produisent des chimiokines qui stimulent le recrutement de cellules NK cytotoxiques. 

1.3.3.2.1. Fonctions anti-tumorales 

Les MOs peuvent être impliqués dans les réponses anti-tumorales de l’hôte, en exerçant à la 

fois une activité cytotoxique importante contre les cellules cancéreuses et en présentant des 

antigènes tumoraux aux lymphocytes infiltrant la tumeur (Mytar et al., 2003). Ils tuent 

directement les cellules cancéreuses par phagocytose et par libération de certaines cytokines 

induisant la mort cellulaire (Olingy et al., 2019a). La sous-population des MOs non classiques 

constituent les principales MOs sanguins impliqués dans la réponse anti-tumorale, leur 

activation, suite au contact avec les cellules cancéreuses, conduit à une production accrue de 

cytokines pro-inflammatoires (TNF-α et IL-12), des ROI (intermédiaires réactifs d’oxygène) 
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et des RNI (intermédiaires réactifs de l'azote), qui sont cytotoxiques pour les cellules cibles 

(Szaflarska et al., 2004). Ces MOs peuvent aussi induire la mort des cellules cancéreuses via 

l’expression des molécules TRAIL ou par ADCC (Griffith et al., 1999; Yeap et al., 2016).    

1.3.3.2.2. Fonctions pro-tumorales  

Les MOs classiques exercent principalement un rôle pro-tumoral, leur infiltration dans le site 

tumoral contribue également à la croissance tumorale, l’angiogenèse et les métastases via la 

libération de certains facteurs tels que le TNF, l'IL-6, le VEGF, l'IL-8 et les MMP (Hanna et 

al., 2015; Lee et al., 2012). Ces cellules sont aussi recrutées dans les sites métastatiques de 

cancer du sein via la production de CCL-2, où elles favorisent l'extravasation et la survie des 

cellules cancéreuses (Qian et al., 2011). D’autres types de MOs circulants exprimant Tie-2 

[angiopoïétine-2 (Ang-2)] appelés TEM, sont recrutés dans le microenvironnement tumoral 

où ils induisent l’inhibition de l’apoptose des cellules cancéreuses et l’induction de 

l’angiogenèse (Canè et al., 2019). 

1.3.3.2.3. Recrutement des lymphocytes 

Les MOs interagissent avec l'immunité adaptative en tant que cellules présentatrices 

d’antigènes, en induisant le recrutement et l’activation des lymphocytes dans le 

microenvironnement tumoral (Olingy et al., 2019b). Contrairement aux MOs classiques  

recrutant les lymphocytes Treg impliqués dans la progression tumorale (Schlecker et al., 

2012), les MOs non classiques recrutent les lymphocytes  NK vers les sites métastatiques par 

la sécrétion des chimiokines telles que CCL3, CCL4 et CCL5 (Olingy et al., 2019b) et les 

activent en libérant l'IL-15, une cytokine déterminante pour l'homéostasie, l'activation et la 

fonction anti-tumorale  des cellules NK, empêchant ainsi  les métastases (Jeong et al., 2019). 

Le recrutement de ces deux sous-populations des MOs dans les tumeurs est associé 

négativement à l'infiltration des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (Jung et al., 2017; 

Lesokhin et al., 2012; Li et al., 2017). 

1.3.3.2.4. Différenciation des monocytes en macrophages et CD associés aux tumeurs 

Une fois recrutés dans le microenvironnement tumoral, les MOs peuvent se différencier en 

CD dérivées de MOs (moDC) ou en TAM (Olingy et al., 2019b). Les moDC exercent leur 

fonction anti-tumorale par la sécrétion des ROS et par l’activation des lymphocytes  T 

cytotoxiques (Pommier et al., 2013). Selon les signaux présents dans le microenvironnement 

tumoral, les TAM peuvent se polariser soit en type M1 possédant la capacité de favoriser 
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l’activation de l’immunité anti-tumorale par la sécrétion des médiateurs pro-inflammatoires 

(Biswas and Mantovani, 2010) ou en type M2 caractérisé par la sécrétion des facteurs pro-

tumoraux, angiogéniques et immunosuppresseurs (Jayasingam et al., 2019). 

1.4. Metformine  

La MET est un médicament antidiabétique appartenant à la classe des biguanides, 

couramment utilisé dans le traitement du diabète de type 2. Elle affecte le métabolisme 

cellulaire en provoquant une altération de l'équilibre énergétique cellulaire et en déclenchant 

plusieurs effets qui varient en fonction du contexte cellulaire ou environnemental (Sacco et 

al., 2016). 

1.4.1.  Metformine comme médicament antidiabétique 

La MET exerce son effet anti-hyperglycémiant principalement sur les cellules hépatiques, les 

myocytes, les adipocytes et les cellules β de Langerhans. Elle agit en inhibant la 

néoglucogenèse hépatique (Figure 1.10) et en induisant l’absorption de glucose par les 

muscles squelettiques et les tissus adipeux, ce qui conduit à la réduction des taux circulants de 

glucose et d'insuline (Gong et al., 2016; Yu et al., 2017). La suppression de la production 

hépatique de glucose est induite par des voies de signalisation dépendantes et indépendantes 

d’AMPK (AMP-activated protein kinase) (Lv and Guo, 2020). D’une part, la MET inhibe le 

complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale, conduisant au blocage de la 

phosphorylation oxydative et par conséquence entrainant une augmentation des niveaux 

d’AMP (adénosine monophosphate) nécessaire à l’activation de la voie AMPK via la protéine 

hépatique kinase B1 (LKB-1), inactivant ainsi l'expression de gènes gluconéogéniques, tels 

que G6Pase (glucose 6 phosphatase), PEPCK (phosphoénolpyruvate carboxykinase) et PC 

(pyruvate carboxylase) (Duca et al., 2015; Lv and Guo, 2020). D’autre part, la MET inhibe la 

néoglucogenèse de manière indépendante d’AMPK en atténuant le glucagon ou en inhibant 

directement la glycérol-3-phosphate déshydrogénase (G3PDH) mitochondriale, entraînant une 

perturbation de la production de glucose à partir de glycérol et une augmentation du potentiel 

redox cytosolique (NADH: NAD
+
), qui empêche l'utilisation du lactate pour la 

néoglucogenèse (Foretz et al., 2019; Lv and Guo, 2020).  
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Figure 1.10. Mécanismes moléculaires potentiels de l'action de la metformine sur la 

gluconéogenèse hépatique (Viollet et al., 2012). Après absorption hépatique par l'OCT1, les 

mitochondries sont la principale cible de la MET, exerçant une inhibition spécifique et indépendante 

de l'AMPK du complexe I de la chaîne respiratoire. La légère diminution résultante de l'état 

énergétique conduit à une inhibition aiguë et transitoire de la voie gluconéogénique consommatrice 

d'énergie. De plus, grâce à des points de régulation dépendants et indépendants de l'AMPK, la MET 

peut conduire à l'inhibition de la production de glucose en perturbant l'expression du gène de la 

gluconéogenèse. En parallèle, l'activation de l'AMPK dépendante de LKB1 déclenchée par une 

déplétion en ATP pourrait réduire la lipogenèse hépatique et exercer un effet indirect sur la sensibilité 

hépatique à l'insuline pour contrôler la production hépatique de glucose. 

1.4.2. Liens entre le cancer du sein et le diabète de type 2 

Le DT2 est une maladie métabolique associée à plusieurs cancers, y compris le cancer du 

sein. Elle se caractérise par une hyperglycémie, une résistance à l'insuline et une 

hyperinsulinémie (Roshan et al., 2019a). Ces facteurs interagissent pour favoriser la 

prolifération cellulaire grâce à l'effet mitogène du récepteur de l'insuline et des facteurs de 

croissance de type insuline (IGF), tandis que l'hyperglycémie offre un environnement 

favorable à la croissance et à la survie des cellules cancéreuses du sein (Figure 1.11) (Flores-

López et al., 2016; Roshan et al., 2019a). L’hyperglycémie induit la production des ROS 

directement via le métabolisme du glucose et l'auto-oxydation, et indirectement par la 

formation de produits finaux de glycation avancée (AGE) et de leur liaison aux récepteurs 

RAGE (Ferroni et al., 2015). Des niveaux élevés de ROS peuvent conduire à des mutations de 
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l'ADN cellulaire via l’activation des molécules de signalisation telles que la NF-κB et la 

transcription des gènes codant pour des cytokines inflammatoires, et par conséquent, 

entrainant l’initiation et la progression de la carcinogenèse (Duan et al., 2014; Ferroni et al., 

2015). L'hyperinsulinémie et la résistance à l'insuline favorisent potentiellement la 

progression tumorale (Ryu et al., 2014). L'insuline stimule la survie et la prolifération des 

cellules tumorales via le récepteur de l'insuline (IR), en activant les voies de signalisation  

PI3K/AKT and MAPK (Senapati et al., 2019).  

 

Figure 1.11. Liens entre le cancer et le diabète de type 2 (Ferroni et al., 2015). 

1.4.3.  Metformine et cancer du sein 

Plusieurs études précliniques, cliniques (De and Kuppusamy, 2020) et in vitro (Faria et al., 

2019a) ont montré l’effet anti-tumoral de la MET sur le cancer du sein. Cet effet est obtenu 

via divers mécanismes notamment le blocage du cycle cellulaire, l’induction du stress 

oxydatif (Roshan et al., 2019b), l'activation de l'AMPK, l'inhibition de mTOR (De and 

Kuppusamy, 2020), la modulation de la respiration mitochondriale et l’induction de l'apoptose 

ou l'autophagie des cellules cancéreuses (S. Wahdan-Alaswad and D. Thor, 2020). En outre, 
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la MET sensibilise les cellules cancéreuses du sein aux agents chimio-thérapeutiques (Zi et 

al., 2017). 

1.4.4.  Mécanismes antinéoplasiques de la metformine 

La MET exerce ses effets anti-tumoraux via son action indirecte (systémique) en réduisant les 

taux sanguins de glucose et d’insuline, ou par son action directe sur les cellules cancéreuses 

en inhibant certaines voies de signalisation impliquées dans la survie et les métastases (Del 

Barco et al., 2011) (Figure 1.12).  

 

Figure 1.12. Les activités anti-tumorales de la metformine (Daugan et al., 2016). 

1.4.4.1. Effets indirects 

L’insuline est considérée comme un facteur de croissance impliqué dans la survie et la 

prolifération des cellules cancéreuses. La MET exerce ses effets systémiques indirects en 

inhibant la néoglucogenèse hépatique. L’activation d’AMPK entraîne une  suppression de 

l'activité des deux enzymes clés impliqués dans la synthèse du glucose: la glucose-6-

phosphatase et la glucokinase, ce qui conduit à l’absorption de glucose par le muscle 

squelettique et réduisant ainsi le taux de glucose et d’insuline (Daugan et al., 2016). La MET 

inverse l'effet Warburg en réduisant systématiquement la production des facteurs de 

croissance tels que, le glucose, l’insuline, l’IGF-1 (Insulin-like growth factor-1) et la leptine, 
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inhibant finalement la synthèse des protéines et la prolifération des cellules cancéreuses 

(Zhang and Guo, 2016).  

1.4.4.2. Effets directs sur les cellules cancéreuses 

Les mécanismes d'action moléculaires directs de la MET peuvent être dépendants ou 

indépendants de l’activation de l’AMPK. 

1.4.4.2.1. Mécanismes d'action dépendants de l'AMPK 

La MET perturbe le métabolisme énergétique des cellules cancéreuses par inhibition de 

complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale, ce qui conduit à une réduction du taux de 

ROS et une augmentation du rapport AMP/ATP, qui à son tour affecte directement la 

prolifération et l’apoptose des cellules cancéreuses via l’activation de la voie LBK1-AMPK 

(Zhang and Guo, 2016). Cette voie de signalisation est impliquée dans la régulation d'un 

certain nombre de processus physiologiques, y compris la β-oxydation des acides gras, la 

lipogenèse, la synthèse des protéines et du cholestérol, ainsi que l'inhibition du cycle 

cellulaire et induction d'apoptose (Brown et al., 2013). 

1.4.4.2.1.1. Effet sur le métabolisme  

Plusieurs mécanismes moléculaires sont impliqués par les cellules cancéreuses afin de 

modifier leur métabolisme, y compris l’augmentation de production d'énergie, la biosynthèse 

des macromolécules et le maintien d’un statut redox cellulaire approprié (Cairns et al., 2011). 

Les cellules cancéreuses présentent un métabolisme altéré qui favorise la glycolyse comme 

source d'énergie par rapport à la phosphorylation oxydative, même en présence d’O2 

(Pernicova and Korbonits, 2014). Il a été montré que la MET active l’AMPK, ce qui conduit à 

l’inversion de l’effet Warburg en diminuant la glycolyse via l’inhibition d’activité 

d’héxokinase 2 (HK2) et en augmentant la phosphorylation oxydative, ce qui conduit à la 

suppression de la croissance tumorale (Daugan et al., 2016; Faubert et al., 2013). L’activation 

de la voie AMPK entraine aussi l’inhibition de mTOR (mammalian target of rapamycin), 

perturbant la synthèse des protéines et, par conséquent, la prolifération des cellules tumorales 

(Pernicova and Korbonits, 2014). En plus de ces effets, La MET affecte négativement la 

biosynthèse des lipides et des stérols via l’activation d’AMPK, en inhibant certaines enzymes 

telles que l'acétyl-CoA carboxylase (ACC), l'acide gras synthase (FAS) et la HMG-CoA 

réductase (hydroxy-méthyl-glutaryl-coenzyme A réductase), conduisant à une diminution de 
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la production de nouvelles membranes cellulaires, essentielles à la progression du cycle 

cellulaire et à la prolifération tumorale (Daugan et al., 2016; Faria et al., 2019b).   

1.4.4.2.1.2. Inhibition du cycle cellulaire 

La progression du cycle cellulaire est souvent modifiée dans les cellules cancéreuses, 

permettant une régulation aberrante de la division cellulaire et de la réplication de l'ADN 

(Sacco et al., 2016). L’activation de l’AMPK par la MET induit la phosphorylation de la 

protéine p53 au niveau de Ser15 (sérine15), et conduit à l’arrêt du cycle cellulaire, 

l’autophagie, l’apoptose et la sénescence cellulaire (Daugan et al., 2016; Zhang and Guo, 

2016). La MET peut induire aussi un arrêt en phase G1 du cycle cellulaire en inhibant 

l'expression de la protéine cycline D1, conduisant à une perte de prolifération (Alimova et al., 

2009). 

1.4.4.2.1.3.  Inhibition de l’angiogenèse 

La MET exerce ses effets anti-angiogéniques via l’activation d’AMPK en diminuant certains 

médiateurs pro-angiogéniques et inflammatoires tels que VEGF, PAI-1 (plasminogen 

activator inhibitor-1), TNFα et NF-κB (Dallaglio et al., 2014; Daugan et al., 2016), réduisant 

par la suite les formes solubles des molécules d'adhésion ICAM-1, VCAM-1 et E-sélectine, 

ainsi que l'expression des MMP impliquées dans la formation de nouveaux vaisseaux 

sanguins (Dallaglio et al., 2014).  

1.4.4.2.1.4. Effet sur l’inflammation et l’immunité 

La MET peut également cibler certains composants inflammatoires présents dans le 

microenvironnement de la plupart des tissus néoplasiques, conduisant à la réduction de la 

tumeur (Viollet et al., 2012).  L'activation de l'AMPK par la MET peut inhiber les voies pro-

inflammatoires en désactivant la voie de signalisation NF-κB, qui joue un rôle important dans 

l'initiation et la promotion de la carcinogenèse (Zhao et al., 2020). Cette inhibition 

s’accompagne par l’inhibition de la synthèse de nombreuses cytokines pro-inflammatoires 

telles que le TNF-α, l'IL-6, l'IL-8 et le VEGF par plusieurs types de cellules, y compris les 

macrophages (Daugan et al., 2016). Il a été rapporté que l’effet anti-tumoral de la MET sur les 

cellules cancéreuses du sein a été également associé à l'inhibition de la polarisation pro-

tumorale des macrophages de type M2 (Ding et al., 2015a). La MET permet de renforcer 

l'effet anti-tumoral des CTL infiltrant dans le microenvironnement de la tumeur (Ma et al., 

2020).   
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1.4.4.2.2. Mécanismes d'action indépendants de l'AMPK 

La MET peut inhiber la progression tumorale  indépendamment de l’AMPK,  par l’inhibition 

de la voie NF-κB nécessaire à la transformation et la formation des cellules souches 

cancéreuses (Roshan et al., 2019b), l'inhibition de mTORC1 à travers Rag GTPase (Faria et 

al., 2019a) et par le  blocage de la phosphorylation de STAT3 conduisant ainsi à l’apoptose  

(S. Wahdan-Alaswad and D. Thor, 2020). La MET peut également altérer le métabolisme des 

folates dans plusieurs lignées cellulaires du cancer du sein provoquant une inhibition de la 

réplication d'ADN (Hatoum and McGowan, 2015). En outre, ce médicament interfère avec 

l'expression de plusieurs miARNs (microARNs) qui modulent l'activité de diverses molécules 

impliquées dans la survie et la prolifération des cellules cancéreuses (Pulito et al., 2017; 

Wahdan-Alaswad et al., 2014). 
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1.5. Problématique et objectifs 

1.5.1.  Problématique 

Le cancer du sein récemment considéré comme tumeur immunogène, est le cancer le plus 

fréquemment diagnostiqué et l'une des principales causes de mortalité dans le monde. Le 

microenvironnement entourant les cellules cancéreuses du sein joue un rôle important dans le 

contrôle de la croissance et la progression du cancer. Il contient plusieurs types de cellules 

inflammatoires, y compris les MOs. Selon leur plasticité phénotypique fonctionnelle, les MOs 

peuvent être ciblés par plusieurs molécules thérapeutiques qui les orientent vers des cellules 

tueuses pro-inflammatoires/anti-tumorales. Il est bien connu que l'insuline joue un rôle 

critique dans la régulation de la prolifération cellulaire. L'amélioration de la sensibilité à 

l'insuline par la MET (médicament antidiabétique prescrit aux patients atteints de DT2) 

entraine une inhibition de la croissance tumorale et un arrêt du cycle cellulaire via l’inhibition 

de certaines voies de signalisation, y compris celles impliquant le phosphoinositol-3-kinase 

(PI3K) et Akt. Dans cette optique, nous avons évalué les effets de la MET sur les activités 

fonctionnelles phénotypiques globales des MOs autologues au cours de leur crosstalk avec les 

cellules cancéreuses du sein (ER-/PR-/HER2+). 

1.5.2.  Objectif 

Evaluer les effets de la MET sur les activités fonctionnelles phénotypiques globales des MOs 

autologues au cours de leur crosstalk avec les cellules cancéreuses du sein (ER-/PR-/HER2+). 

1.5.3.  But 

Montrer que la MET pourrait jouer un rôle immunomodulateur sur les activités fonctionnelles 

phénotypiques globales des MOs autologues au cours de leur crosstalk avec les cellules 

cancéreuses du sein (ER-/PR-/HER2+). 
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2.1. Matériels et méthodes  

2.1.1.  Conception de l’étude 

Les cellules épithéliales cancéreuses ont été isolées à partir de tumeurs issues de cancer du 

sein, et co-cultivées avec des MOs autologues isolés à partir des cellules mononucléees du 

sang périphérique (PBMC, Peripheral Blood Mononuclear Cells). Dans un premier temps, les 

cellules tumorales ont été cultivées seules pour vérifier les effets de la MET sur la 

prolifération et la viabilité en utilisant BrdU (Bromodeoxyuridine [5-bromo-2'-deoxyuridine]) 

et le test d'exclusion au bleu Trypan (TBET, Trypan Blue Exclusion Test), respectivement, et 

sur les ratios p-Akt/Akt. De même, les MOs ont été cultivés seuls pour le test phagocytaire. 

Dans un second temps, la cytotoxicité à base de LDH, l’activité protectrice redox, l’activité 

catalase, l’activité SOD, libération de cytokines coopératives ‘la cytokine anti-tumorale IFN-

γ’ et ‘la cytokine immunosuppressive/régulatrice IL-10’, les activités iNOS et arginase, et les 

niveaux d’ifCa
2+

 ont été mesurées dans les MOs cultivés seuls et co-cultivés avec des cellules 

cancéreuses du sein. Toutes les expériences ont été répétées quatre fois (figure 2.1). 

 

Figure 2.1. Organigramme de l’étude. 
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2.1.2.  Echantillons cellulaires 

Les échantillons de tissus tumoraux primaires et de sang périphérique autologue ont été 

collectés au niveau du service de chirurgie du centre hospitalo-universitaire de Tlemcen 

(Algérie), sur trois patientes nouvellement diagnostiquées pour un cancer du sein caractérisé 

par la surexpression du facteur de croissance épidermique humain (HER2) et l’absence 

d’expression des récepteurs hormonaux ER et PR (récepteurs de l’œstrogène et de la 

progestérone). L’âge des patientes était compris entre 50 et 60 ans. Les patientes n’avaient  

pas encore bénéficié de traitement, et cette étude a été réalisée avec leur consentement éclairé. 

Le sang périphérique des patientes a été collecté dans des tubes héparinés (BD, Belliver 

Industrial Estate, UK). L'homogénéité des échantillons de biopsies et l’absence des variations 

inter-tumorales pour chaque tumeur destinée aux analyses expérimentales ont été vérifiées 

macroscopiquement à travers des examens anatomopathologiques approfondis, et par des 

examens basés sur la morphologie cellulaire et des analyses immunohistochimiques. Tous les 

échantillons de tumeurs sont des carcinomes mammaires invasifs de grade 2 classés comme 

pT2N0. L'étude actuelle a été approuvée par le Comité d'éthique local de l'Université de 

Tlemcen, conformément à la Déclaration d'Helsinki. 

2.1.3.  Isolement des cellules adhérentes épithéliales tumorales du sein  

Après élimination des tissus sains entourant le tissu tumoral, les cellules épithéliales 

mammaires tumorales (se présentant comme des carcinomes canalaires infiltrants) ont été 

isolées à partir des échantillons tumoraux primaires par une digestion enzymatique et 

centrifugation différentielle selon Feller et al. et Speirs et al (Feller et al., 1972; Speirs et al., 

1998) avec quelques modifications. Brièvement, les échantillons de tissus tumoraux ont été 

rincés une fois par du PBS 1X (phosphate saline buffer), placés dans des boîtes de Pétri 

stériles et découpés en petits morceaux de 2 mm à l’aide d’un scalpel stérile. Les morceaux de 

tissu tumoral ont été incubés dans une solution de collagénase 0.1 % à 37°C pendant 12-20 

heures. Après digestion enzymatique, les mélanges cellulaires ont été centrifugés à 40 x g 

pendant 1 min et les surnageants ont été transférés dans des nouveaux tubes puis centrifugés à 

100 x g pendant 2 min afin d’obtenir un culot représentant les cellules épithéliales tumorales. 
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2.1.4. Culture cellulaire  

Les cellules épithéliales cancéreuses ont été rincées avec du milieu RPMI-1640 (Sigma 

Chemical Co., St. Louis, USA), supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (FCS) et 50 

μg/ml de gentamycine, par centrifugation à 40 x g pendant 5 minutes. Le culot cellulaire a été 

mis dans 10 mL de RPMI-1640 supplémenté avec 10% de FCS et 50 μg/mL de gentamycine 

puis subdivisé en deux flasques de cultures qui ont été ensuite incubés dans une atmosphère 

humide à 37°C et 5 % de CO2. La contamination par les fibroblastes a été éliminée à partir  

des cellules cancéreuses par trypsinisation différentielle (Jones, 2008). Le milieu de culture 

devait être changé tous les 2-5 jours (Farnie et al., 2007). Lorsque les cellules arrivent à 

environ 80% de confluence, elles sont trypsinées par passage dans une solution contenant 

0,25% de trypsine-EDTA (acide éthylènediamine tétraacétique) (Benton et al., 2015). 

2.1.5.  Isolement des cellules mononucléees du sang périphérique (PBMC) 

Les échantillons du sang ont été dilués (1:1) avec du PBS et déposés sur de l’hystopaque-1077 

(Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA) et centrifugés à 400 x g pendant 30 minutes. Les PBMC 

présentes dans la bande d’interface ont été récupérées puis lavées deux fois avec de PBS. Les 

culots cellulaires ont été mis en suspension avec 1 mL de RPMI-1640 supplémenté avec 10% 

de FCS et 50 μg/ml de gentamycine pour le comptage cellulaire. La viabilité cellulaire a été 

évaluée par le test TBET en utilisant le microscope photonique (Zeiss, Allemagne). 

2.1.6.  Isolement des monocytes 

Les MOs ont été isolés à partir des PBMCs par adhérence à des surfaces en plastique (Zheng 

et al., 2012). Brièvement, 2 x 10
6
 de PBMCs/mL ont été mises en culture dans du RPMI-1640 

supplémenté avec 10% de FCS et 50 μg/mL de gentamycine dans une plaque à 24 puits à fond 

plat. Après 2 heures d’incubation à 37°C dans une atmosphère humide à 5 % de CO2, les 

cellules non adhérentes ont été éliminées et les MOs adhérés ont été traités par la MET. Les 

cellules ont été comptées au microscope (Zeiss, Allemagne) à l’aide d’un marquage au bleu 

de trypan et la pureté des MOs a été évaluée par un marquage fluorescent avec l'anticorps 

PhycoErytherin (PE)-anti-human CD14 (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) en utilisant 

une station d'imagerie Floid Cell (Thermo Fisher Scientific, MA USA) (Pabst et al., 2008; 

Zhou et al., 2012). 
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2.1.7.  Culture cellulaire et Systèmes de co-culture 

Après le détachement des cellules par la trypsine-EDTA (Sarvaiya and Lazar, 2016), les 

cellules cancéreuses du sein ont été comptées avant d’être cultivées seules ou co-cultivées 

avec un nombre égal de MOs (2 × 10
5
 cellules/mL) à un ratio de (1:1) dans du RPMI-1640 

supplémenté avec 10 % de FCS et 50 μg/mL de gentamycine. 

2.1.8.  Traitement par la metformine  

Les MOs, les cellules cancéreuses du sein ou les MOs co-cultivés avec les cellules 

cancéreuses du sein ont été traités pendant 24 h avec du milieu frais contenant ou non de la 

MET à une dose de 2,5 mM. 

2.1.9.  Test de viabilité cellulaire 

L'effet du traitement par la MET sur la viabilité des cellules cancéreuses était basé sur le test 

TBET. Les cellules cancéreuses du sein (2 x 10
5
 cellules/puit) ont été cultivées une nuit dans 

une plaque à 24 puits à fond plat dans une atmosphère humide à 37°C et 5 % de CO2 pour 

qu’elles adhèrent. Après l’incubation, le milieu de culture a été remplacé par un milieu de 

culture RPMI-1640 contenant de la MET, puis incubé pendant 24 heures. Les cellules 

cancéreuses ont été lavées une fois avec du PBS 1X puis trypsinées afin de dénombrer le 

nombre des cellules mortes et vivantes par le test TBET.  

2.1.10. Test de prolifération cellulaire 

La prolifération cellulaire a été mesurée via l’incorporation de BrdU en utilisant le kit 

commercial selon les instructions du fabricant (ab126556-BrdU Cell Proliferation kit). 

Brièvement, les cellules cancéreuses du sein (2 x 10
5
 cellules/mL) ont été traitées par la MET 

dans des plaques à 96 puits pendant 24 h à 37°C dans une atmosphère humide à 5 % de CO2. 

Ensuite, 20 μL de 1 X BrdU dilués ont été ajoutés dans chaque puits et les cellules ont été 

incubées pendant une nuit. Les cellules ont été fixées et l’incorporation de BrdU a été détectée 

en utilisant un anticorps monoclonal anti-BrdU pendant une heure à température ambiante 

avant incubation avec anticorps secondaire de chèvre (IgG anti-souris) conjugué à la 

peroxydase. La couleur de la réaction a été développée en utilisant de la tétraméthylbenzidine 

(TMB) comme un substrat de la peroxydase et l'incorporation de BrdU a été mesurée à 450 

nm en utilisant un lecteur ELISA (Biochrom Anthos 2020, Cambridge, UK). 
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2.1.11. Analyse par Western blotting 

Après 24 heures d’incubation, des cellules cancéreuses du sein, traitées ou non par la MET, 

ont été lavées avec du PBS et lysées en utilisant le triton X-100. Les protéines présentes en 

quantités égales dans les lysats cellulaires ont été rapidement diluées avec un tampon 

d'échantillon SDS (dodécyl-sulfate de sodium) (Tris-HCL 50 mM pH 6,8, DTT 

(dithiothréitol) 2 mM, SDS 1,0%), et chauffées 5 minutes à 100°C dans un bain-marie. Les 

protéines ont été séparées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide dodécyl-sulfate de 

sodium à 10% (SDS-PAGE). Les concentrations de protéines n'ont pas été déterminées avant 

la réduction et la dénaturation pour minimiser le risque de déphosphorylation des protéines. 

Après séparation, les protéines ont été transférées sur des membranes de nitrocellulose et ont 

été visualisées par coloration au rouge Ponceau. Par la suite, les membranes ont été saturées 

avec 5% de lait ou 5% de BSA (bovine serum albumin) pendant 45 minutes à température 

ambiante et incubées pendant une nuit à 4°C avec des anticorps primaires contre : p-Akt 

(Ser473) (1/1000), Akt-1 (2H10) (1/1000), Akt-2 (5B5) (1/1000) (Cell Signaling Technology 

Denvers, MA, USA). Des IgG anti-souris et des IgG anti-lapin conjugués à de la peroxydase 

de raifort (HRP) ont été utilisés comme anticorps secondaires pendant 1 heure à la 

température ambiante. La révelation se fait par chimioluminescence (Amersham Pico) en 

utilisant un film radiographique. L'analyse quantitative des signaux des films scannés a été 

réalisée en utilisant Imgcalc2, un logiciel unix développé en interne (IGH, Montpellier) pour 

quantifier les pixels sur des images numériques. Les résultats de la figure 2c sont représentés 

sous forme de rapport au signal dans la coloration au rouge Ponceau pour corriger les 

différences de charge totale en protéines avec les niveaux de MET à la dose 0 fixés à 1. 

2.1.12. Essai sur la phagocytose  

Le dosage de la capacité phagocytaire a été réalisé comme décrit précédemment (Aribi et al., 

2015; Nouari et al., 2016; Herrera et al., 2017). Brièvement, un nombre égal à 2 x 10
5
 de 

MOs ont été infectés par Staphylococcus aureus à une MOI (multiplicity of infection) de 50 

dans une plaque à 24 puits, et incubés pendant 1 heure avec la MET à 37°C et 5 % de CO2. Le 

nombre des bactéries viables a été déterminé par une série de dilutions et comptages d'unités 

formant des colonies (UFC) sur un milieu Chapman. Le pourcentage de phagocytose a été 

calculé comme suit : 
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Phagocytose % = Mto − 100 ×
(

NEC
NC 1 NC⁄ 0

)

Mt0
 

Mt0 est le nombre des bactéries dans le mélange à t0, NEC est le nombre des bactéries 

extracellulaires dans le mélange à t1, NC0 et NC1 correspondent aux échantillons de contrôle 

à t0 et t1.  

2.1.13. Détermination de l’activité de l’arginase 

L’activité enzymatique de l’arginase (EC 3.5.3.1) a été évaluée dans les lysats cellulaires par 

la détermination des taux d’urée après hydrolyse de L-arginine comme précédemment décrit 

(Sharda et al., 2011). L’activité de l’arginase a été exprimée en mU d’urée/mg de protéines/1 

heure. 

2.1.14. Détermination de l’activité d’iNOS  

La mesure de l'activité iNOS était basée sur la détermination des niveaux de génération du 

NO. L’accumulation de NO dans les surnageants de cultures cellulaires a été évaluée par la 

mesure de NO2- en tant que produit final stable de NO, en utilisant une réaction 

colorimétrique sensible de Griess comme décrit en détail (Aribi, 2018; Kavoosi et al., 2006). 

L’absorbance a été mesurée à 540 nm en utilisant un lecteur de plaques ELISA (Biochrom 

Anthos 2020, Cambridge, UK). Les niveaux de production de NO ont été calculés par 

comparaison avec une courbe standard de nitrite de sodium (NaNO2)  (Blond et al., 2000). 

L'activité iNOS a été obtenue en normalisant chaque concentration de NO en milligrammes 

de protéine et exprimée en picomoles/mg de protéine/30 min. 

2.1.15. Evaluation de la nécrose cellulaire 

Les niveaux de cytotoxicité à base de LDH ont été déterminés par l’évaluation de la libération 

de LDH dans les surnageants de cultures cellulaires en utilisant le kit d'analyse de l'activité de 

lactate déshydrogénase (MAK066, Sigma-Aldrich). Brièvement, un mélange de 50 μL de 

surnageant et 50 μL de Master Reaction Mix a été ajouté dans chaque puits d’une plaque à 96 

puits. L’absorbance a été mesurée à 450 nm après 30 minutes d’incubation à 37°C 

conformément aux instructions du fabricant. 
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2.1.16. Signalisation calcique : mesure du niveau des ions calcium divalents libres 

Les concentrations d’ifCa2
+
 ont été mesurées biochimiquement sur la base de la méthode 

l'orthocrésolphtaléine complexone (oCPC) comme précédemment décrit (Takano et al., 

2012). 

2.1.17. Mesure des taux des cytokines  

Les concentrations de cytokine anti-tumorale (IFN-γ) et immunosuppressive (IL-10) dans les 

surnageants de milieu de culture des MOs ou de système de co-culture ont été mesurées par 

une technique ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) de type sandwich, en utilisant 

des kits commerciaux respectifs (BD Biosciences), selon les instructions du fabricant. Les 

densités optiques (DO) ont été mesurées à 450 nm en utilisant des courbes standard 

appropriées pour chaque cytokine.   

2.1.18. Evaluation de l'activité protective redox 

L'activité protective redox a été évaluée par la détermination des niveaux d'activités de 

catalase et de SOD. 

2.1.18.1.  Détermination de l’activité de catalase  

L’activité enzymatique de la catalase a été déterminée par spectrophotométrie dans les lysats 

cellulaires par la mesure de la décomposition de H2O2 (Walton, 2012). Des volumes de 10 μL 

de lysats cellulaires ont été ajoutés à un mélange réactionnel de H2O2 et dans une solution 

saline aqueuse à 0,9% (v/v) avant incubation pendant 5 min. Les réactions ont été arrêtées par 

l’addition de sulfate de titanyle (TiOSO4), et l'absorbance a été mesurée à 410 nm. 

2.1.18.2.  Détermination de l’activité de SOD 

L’activité de SOD dans les lysats cellulaires a été déterminée par spectrophotométrie en 

mesurant la production d’un colorant formazane hydrosoluble résultant de la réduction du sel 

de tétrazolium hautement soluble dans l'eau de Dojindo, WST-1 (2-4-Iodophenyl) -3-(4-

nitrophényl) -5- (2,4-disulfophényl) -2Htétrazolium, sel monosodique), en utilisant un kit de 

dosage de SOD (19160, Sigma Aldrich). 20 μL de la solution de travail enzymatique ont été 

ajoutés à un mélange contenant 20 μL de lysat cellulaire et 200 μL de solution de travail 
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WST. La microplaque a été ensuite incubée à 37°C pendant 20 minutes et l'absorbance lue à 

440 nm. L’activité de SOD (pourcentage d’inhibition de WST-1) a été calculée comme suit : 

Activité de SOD (taux d′inhibition %) =
(blanc 1 –  blanc 3) – (échantillon –  blanc 2)

(blanc 1 −  blanc 3)
 x 100 

2.1.19. Analyse statistique 

Les données ont été représentées sous forme de moyenne avec des erreurs standard de la 

moyenne (SEM). Les analyses statistiques ont été effectuées à l’aide du test non-paramétrique 

d'analyse de la variance unidirectionnelle (ANOVA) de Mann-Whitney U ou Kruskal-Wallis 

avec des comparaisons par paires en utilisant l'approche Dunn-Bonferroni après vérification 

de la distribution des données. Les statistiques ont été effectuées à l'aide d'IBM SPSS 

Statistics version 20. Les valeurs p inférieures à 0,05 ont été considérées comme 

significatives. 
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2.2. Résultats 

2.2.1.  Effets de la MET sur les cellules cancéreuses et les monocytes dans les systèmes de 

monoculture 

2.2.1.1. Effet de la MET sur la viabilité, la prolifération et le rapport Akt1/2 

phosphorylé/Akt1/2 total des cellules cancéreuses du sein 

D’après les figures 2.2 (a) et (b), le traitement par la MET a induit une diminution 

significative de la prolifération des cellules cancéreuses du sein et des niveaux de la viabilité 

(pour les deux comparaisons, p < 0,05). La figure 2 (c) montre les données brutes des niveaux 

réels de protéines (panneaux supérieurs), des niveaux totaux d'Akt1/2 (panneaux du milieu) et 

des niveaux de phospho Akt1/2 (activé) (panneaux inférieurs). L'histogramme montre les 

niveaux d'expression relatifs du rapport  phospho Akt1/2-à-Akt1/2 total après normalisation à 

la protéine totale chargée. La figure 2 (c) montre que le traitement par la MET n'a entrainé 

aucune différence significative à la fois dans les niveaux d'Akt et le rapport d'Akt activé par 

rapport à Akt total lors de la comparaison avec les cellules non traitées MET (p > 0,05). Ainsi 

les actions de la MET sur Akt1/2 sont essentiellement dues à une perte ou réduction de 

l'activité Akt1/2 puisque lorsque le rapport des niveaux Akt1/2 actifs (phosphorylés) sur les 

niveaux totaux d'Akt1/2 est calculé, nous observons une réduction de l’activité d'Akt1/2 dans 

les cellules cancéreuses. 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.2. Effet de la MET sur la prolifération, la viabilité, le rapport Akt 

phosphorylé/Akt total des cellules cancéreuses du sein et la capacité phagocytaire des 

MOs. (a) Dans les cellules cancéreuses du sein traitées ou non avec la MET, la prolifération cellulaire a été 

déterminée par le test BrdU et (b) la viabilité par le test TBET. (c) Les niveaux de protéines majeures colorés par 

le rouge Ponceau sont montrés pour être utilisé en tant que témoin de chargement. Les valeurs sont représentées 
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sous forme de rapport aux niveaux de protéines en rouge Ponceau et la valeur de zéro MET est fixée à 1. MET: 

metformine, p-Akt: Akt phosphorylé. (d) Les MOs ont été infectés par Staphylococcus aureus avant le traitement 

avec la MET. Les résultats ont été exprimés en pourcentage de phagocytose. Les valeurs sont présentées comme 

moyenne avec erreur standard de la moyenne pour quatre expériences indépendantes réalisées sur trois 

échantillons (n = 12 pour chaque groupe). Les astérisques indiquent des différences significatives entre les 

cellules traitées et les témoins non traités par le test U de Mann-Whitney (* p <0,05). 

2.2.1.2. Effet de la MET sur l’activité phagocytaire des MOs 

Comme le montre la figure 2 (d), l'activité phagocytaire des MOs a significativement diminué 

après le traitement par la MET (p < 0,05). 

2.2.2.  Effets de la MET sur les MOs dans les systèmes de monoculture et de co-culture 

2.2.2.1. Effet de la MET sur les niveaux de cytotoxicité à base de LDH 

Comme indiqué sur la figure 2.3, le traitement par la MET n'a induit aucun effet cytotoxique à 

base de LDH sur les MOs cultivés seuls (p > 0,05). En outre, la MET pourrait inverser l'effet 

de co-culture sur les niveaux de cytotoxicité basée sur la mesure de l'activité de LDH. À 

l'inverse, ce niveau de cytotoxicité était significativement diminué dans les co-cultures de 

MOs avec des cellules cancéreuses du sein non traitées par la MET par rapport aux MOs 

cultivés seuls et non traités par la MET (p <0,05). 

 

 

 

 

 

Figure 2.3. Effet cytotoxique de la MET sur les MOs et le système de co-culture. MET: 

metformine, LDH: lactate déshydrogénase, MOs: monocytes, MOs/MET-: MOs non traités par la MET, 

MOs/MET+: MOs traités par la MET, co-culture/MET-: système de co-culture non traité par la MET, co-

culture/MET+: système de co-culture traité par la MET. Les points noirs indiquent des différences significatives 

lors de la comparaison de chaque groupe traité avec des témoins non traités (0 mM MET) en utilisant le test U de 

Mann-Whitney (•p < 0.05). Les boîtes noires indiquent des différences significatives mises en évidence entre les 

MOs non traités avec la MET et le système de co-culture non traité avec la MET en utilisant le test U de Mann-
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Whitney (p < 0.05). Les astérisques indiquent des différences significatives mises en évidence entre tous les 

groupes par le test de Kruskal-Wallis avec ajustement par paire de Dunn-Bonferroni (*p < 0.05). 

2.2.2.2. Effet de la MET sur les activités iNOS et arginase  

Comme le montre la figure 2.4, la MET a induit une augmentation de l’activité d’iNOS dans 

le système de co-culture par rapport aux MOs cultivés seuls traités et non traités par la MET, 

tandis que la différence n’était pas significative pour la comparaison avec les MOs traités 

avec la MET (respectivement, p > 0,05 et p < 0,05). De plus, l'activité iNOS a été 

significativement augmentée dans les MOs co-cultivés avec des cellules cancéreuses du sein 

et non traités avec la MET par rapport aux MOs cultivés seuls et non traités avec la MET         

(p < 0,05). De même, la MET pourrait améliorer l'effet de co-culture sur l'activité de 

l'arginase et augmenter significativement l'activité de l'arginase des MOs cultivés seuls (p < 

0,05). Cependant, l'activité de l'arginase a été significativement diminuée dans les MOs co-

cultivés avec des cellules cancéreuses du sein et non traités avec la MET par rapport aux MOs 

cultivés seuls et non traités avec MET (p < 0,05). 

 

 

 

 

 

Figure 2.4. Effet de la MET sur les activités iNOS et arginase dans les MOs et le système 

de co-culture. MET: metformine, NO: oxyde nitrique, iNOS: oxyde nitrique synthase inductible, MOs: 

monocytes, MOs/MET-: MOs non traités par la MET, MOs/MET+: MOs traités par la MET, co-culture/MET-: 

système de co-culture non traité par la MET, co-culture/MET+: système de co-culture traité par la MET. Les 

points noirs indiquent des différences significatives lors de la comparaison de chaque groupe traité avec des 

témoins non traités (0 mM MET) en utilisant le test U de Mann-Whitney (•p < 0.05). Les boîtes noires indiquent 

des différences significatives mises en évidence entre les MOs non traités avec la MET et le système de co-

culture non traité avec la MET en utilisant le test U de Mann-Whitney (p < 0.05). Les astérisques indiquent des 

différences significatives mises en évidence entre tous les groupes par le test de Kruskal-Wallis avec ajustement 

par paire de Dunn-Bonferroni (*p < 0.05). 
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2.2.2.3. Effet de la MET sur les activités de catalase et de SOD 

Comme le montre la figure 2.5, la MET n'a eu aucun effet significatif sur l'activité de catalase 

dans les MOs cultivés seuls, alors qu'il pourrait inverser l'effet de co-culture sur l'activité de 

catalase. De plus, l'activité de la catalase était significativement diminuée dans les co-cultures 

de MOs avec des cellules cancéreuses du sein non traitées avec la MET que dans les MOs 

cultivés seuls non traités avec la MET (p <0,05). De même, l'activité de SOD était fortement 

augmentée chez les MOs traités avec la MET par rapport aux MOs non traités avec la MET (p 

< 0,05). Contrairement aux MOs cultivés seuls, la MET n'a eu aucun effet significatif sur 

l'activité de SOD dans les systèmes de co-culture. 

 

 

 

 

 

Figure 2.5. Effet de la MET sur les activités de catalase et de SOD dans les MOs et le 

système de co-culture. MET: metformine, MOs: monocytes, SOD: superoxide dismutase, MOs/MET-: 

MOs non traités par la MET, MOs/MET+: MOs traités par la MET, co-culture/MET-: système de co-culture non 

traité par la MET, co-culture/MET+: système de co-culture traité par la MET. Les points noirs indiquent des 

différences significatives lors de la comparaison de chaque groupe traité avec des témoins non traités (0 mM 

MET) en utilisant le test U de Mann-Whitney (•p < 0.05). Les boîtes noires indiquent des différences 

significatives mises en évidence entre les MOs non traités avec la MET et le système de co-culture non traité 

avec la MET en utilisant le test U de Mann-Whitney (p < 0.05). Les astérisques indiquent des différences 

significatives mises en évidence entre tous les groupes par le test de Kruskal-Wallis avec ajustement par paire de 

Dunn-Bonferroni (*p < 0.05).  

2.2.2.4. Effets de la MET sur des niveaux les ions calcium divalents libres
 
 

Comme le montre la figure 2.6, la MET n'avait aucun effet significatif sur les niveaux d'ifCa
2+

 

dans les MOs cultivés seuls alors qu'il pourrait inverser l'effet de co-culture sur les niveaux 

d'ifCa
2+

 (p < 0,05). À l'inverse, le traitement par la MET a diminué les niveaux d'ifCa
2+

 dans 
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les MOs co-cultivés avec des cellules cancéreuses du sein et non traités avec MET de manière 

plus significative que dans les MOs cultivés seuls non traités avec MET (p < 0,05). 

 

Figure 2.6. Effet de la MET sur les niveaux d'ifCa
2+

 dans les MOs et le système de co-

culture. MET: metformine, MOs: monocytes, ifCa
2+

: ions calcium libres intracellulaires, MOs/MET-: MOs non 

traités par la MET, MOs/MET+: MOs traités par la MET, co-culture/MET-: système de co-culture non traité par 

la MET, co-culture/MET+: système de co-culture traité par la MET. Les points noirs indiquent des différences 

significatives lors de la comparaison de chaque groupe traité avec des témoins non traités (0 mM MET) en 

utilisant le test U de Mann-Whitney (•p < 0.05). Les boîtes noires indiquent des différences significatives mises 

en évidence entre les MOs non traités avec la MET et le système de co-culture non traité avec la MET en 

utilisant le test U de Mann-Whitney (p < 0.05). Les astérisques indiquent des différences significatives mises en 

évidence entre tous les groupes par le test de Kruskal-Wallis avec ajustement par paire de Dunn-Bonferroni (*p 

< 0.05).  

2.2.2.5. Effet de la MET sur la production d'IFN-γ et d'IL-10 

Comme le montre la figure 2.7, la MET a induit une augmentation significative des niveaux 

d'IFN-γ et une diminution significative des niveaux d'IL-10 dans les MOs cultivés seuls (pour 

les deux comparaisons, p < 0,05). De plus, la co-culture a induit une diminution significative 

des niveaux d'IFN-γ et d'IL-10 (p < 0,05), qui se sont inversés après le traitement par la MET. 
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Figure 2.7. Effet de la MET sur la production d'IL-10 et d'IFN-γ dans les MO et le 

système de co-culture. MET: metformine, MOs: monocytes, IFN: interféron, IL: interleukine, MOs/MET-: 

MOs non traités par la MET, MOs/MET+: MOs traités par la MET, co-culture/MET-: système de co-culture non 

traité par la MET, co-culture/MET+: système de co-culture traité par la MET. Les points noirs indiquent des 

différences significatives lors de la comparaison de chaque groupe traité avec des témoins non traités (0 mM 

MET) en utilisant le test U de Mann-Whitney (•p < 0.05). Les boîtes noires indiquent des différences 

significatives mises en évidence entre les MOs non traités avec la MET et le système de co-culture non traité 

avec la MET en utilisant le test U de Mann-Whitney (p < 0.05). Les astérisques indiquent des différences 

significatives mises en évidence entre tous les groupes par le test de Kruskal-Wallis avec ajustement par paire de 

Dunn-Bonferroni (*p < 0.05). 
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2.3. Discussion 

Le MET a récemment reçu une attention croissante en tant que traitement thérapeutique 

potentiel contre le cancer (Zhuang and Miskimins, 2011). Ici, nous avons examiné les effets 

de la MET dans un nouveau système de co-culture comprenant des MOs primaires et des 

cellules de cancer du sein de sous-type ER-/PR-/HER2+. 

Les tumeurs du sein caractérisées par une surexpression de HER2 sont associées à une 

augmentation de l'agressivité de la tumeur, à une invasion et à un mauvais pronostic (Eroglu 

et al., 2014).  

En mesurant plusieurs biomarqueurs différents des activités fonctionnelles phénotypiques des 

MOs avant et pendant leur interaction avec les cellules primaires du cancer du sein ER-/PR-

/HER2+, nous confirmons la pertinence scientifique du système de co-culture sur l'utilisation 

de types de cellules isolées pour analyser les effets inverses de la MET dans un 

microenvironnement semblable à une tumeur, où les cellules cancéreuses altèrent 

généralement les fonctions des cellules immunitaires, affectant en particulier leur 

métabolisme cellulaire et leur capacité à produire des cytokines anti-tumorales, comme les 

cytokines coopératives IFN-γ et IL-10. 

La dose de la MET utilisée dans ces expériences (2,5 mM) est relativement plus élevée que 

celle utilisée en clinique pour le traitement du DT2 (environ 0,5 mM). Cependant, il est 

important de noter que les cellules cultivées in vitro sont maintenues dans des conditions 

moins physiologiques. En particulier, les cellules cultivées ne bénéficient pas des effets anti-

tumoraux indirects de la MET survenant in vivo tels que la réduction des niveaux d'insuline - 

où l'insuline est connue pour avoir un effet mitogène - et les cellules cultivées sont exposées à 

des concentrations élevées de facteurs de croissance et de glucose présent dans le milieu de 

culture, ce qui peut aider à expliquer les doses plus élevées requises de MET (Garofalo et al., 

2013).  

Les propriétés anti-tumorales de la MET ont été rapportées dans plusieurs études, elles ont été 

associées à une action indirecte (réduction des taux d'insuline) ou à des actions directes sur les 

voies de signalisation qui régulent la croissance et la mort des cellules cancéreuses du sein 

(Xin et al., 2018). La MET peut exercer ses effets par des actions sur différentes cellules du 

microenvironnement tumoral, y compris les MOs-macrophages qui seraient impliqués dans le 
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contrôle de la croissance et de la progression des cellules tumorales. Cependant, les activités 

des cellules immunitaires pourraient, sans aucun doute, changer lorsqu'elles sont en contact 

avec des cellules tumorales. Dans ce contexte, nous avons étudié l'effet de la MET sur les 

activités fonctionnelles des MOs autologues cultivés seuls et lorsqu'ils sont co-cultivés avec 

des cellules primaires de cancer du sein. En conclusion, nos résultats démontrent un effet 

significatif de la MET lors de l’interaction entre les MOs et les cellules cancéreuses du sein de 

sous-type ER-/PR-/HER2+. 

Nous avons d'abord évalué les effets de la MET sur la prolifération et la viabilité des cellules 

cancéreuses. Nous avons constaté que la MET diminue à la fois la prolifération et la viabilité 

des cellules cancéreuses du sein. Nos résultats sont cohérents avec ceux obtenus récemment 

en utilisant les tests BrdU et 3-(4,5-Diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium (MTT) sur 

les lignées cellulaires de cancer du sein MCF-7, MDA-MB-231 et MDA-MB-435 (Gao et al., 

2016; Queiroz et al., 2014). Les mêmes effets ont été observés sur la viabilité cellulaire des 

MCF-7 et MDA-MB-231 traitées avec des doses de 1 mM et 5 mM de MET en utilisant le 

test TBET après 24 h et 48 h de traitement (Marinello et al., 2016). En termes d'activation et 

de prolifération cellulaire, la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR a été mise en évidence 

pour jouer un rôle important dans les fonctions cellulaires vitales, y compris la croissance 

cellulaire, la prolifération, la différenciation et la survie (Mendoza et al., 2011). Son hyper-

activation peut entraîner une prolifération excessive des cellules tumorales, une inhibition de 

l'apoptose, une angiogenèse, une invasion et des métastases (Miller et al., 2010; Mutlu et al., 

2016; Sadeghi and Gerber, 2012). Dans notre étude,  nous avons constaté que le traitement 

par MET n'avait pas d’effet significatif sur la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR dans les 

cellules cancéreuses du sein de sous-type ER-/PR-/HER2+. Cependant, plusieurs études ont 

indiqué que la MET réduit le taux de survie et de prolifération des cellules cancéreuses du 

sein grâce à l'inhibition de la voie de signalisation PI3K/Akt (Alimova et al., 2009; Al-Zaidan 

et al., 2017). 

L'activité phagocytaire des MOs fait l'objet de plusieurs études dans des conditions normales 

et pathologiques, y compris le cancer du sein (Baskić et al., 2003). Dans notre étude, nous 

avons observé que le prétraitement avec la MET a diminué la capacité phagocytaire des MOs, 

ce qui est intéressant, sachant qu'une capacité phagocytaire élevée est associée à des MOs dits 
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classiques chez l’homme, qui favorisent la survie et l'extravasation des cellules cancéreuses 

(Al Dubayee et al., 2018; Cassetta and Pollard, 2016).  

Il est bien connu que la nécrose et l'iNOS sont tous deux impliqués dans des lésions tissulaires 

survenant au cours de l'inflammation. Nos résultats ont montré que le traitement avec la MET 

n'avait aucun effet sur la mort nécrotique des MOs, comme le démontre la cytotoxicité basée 

sur l’activité de la LDH. Cependant, la MET pourrait améliorer l'effet de la co-culture sur la 

nécrose, ce qui est en accord avec des études antérieures in vitro, menées sur la lignée 

cellulaire BT-20 du cancer du sein (Szewczyk et al., 2012). Dans les MOs, ainsi que dans 

d'autres cellules en particulier les macrophages, l'acide aminé L-arginine est également utilisé 

comme un substrat par l'arginase pour produire des polyamines (Rath et al., 2014) qui 

contribuent à la progression tumorale (Avtandilyan et al., 2018), et par l’iNOS pour produire 

du NO (Rath et al., 2014), qui présente des effets anti-tumoraux à des niveaux élevés (Keshet 

and Erez, 2018). Cette étude fournit la preuve que les MOs cultivés avec des cellules 

cancéreuses du sein présentaient des niveaux élevés d'iNOS, mais restent sans changement 

marqué lorsqu'ils sont traités avec la MET. Nos observations sont en accord avec les résultats 

antérieurs démontrant que la MET induit une activité anti-tumorale des macrophages pendant 

le cancer du sein (Chiang et al., 2017b) et supprime la polarisation vers des phénotypes pro-

tumoraux (Ding et al., 2015b). Bien que l'activité de l'arginase a été diminuée dans les cellules 

co-cultivées et non traitées, cette activité a été inversée après le traitement par la MET. Par 

conséquent, il a été rapporté que la MET présente des effets opposés dans des conditions 

normales ou pathologiques, elle peut à la fois atténuer la production de NO et améliorer 

l'activation de l'arginase dans les MOs et les macrophages (Bułdak et al., 2014; Kato et al., 

2010). Il serait intéressant de vérifier simultanément l'impact du traitement par la MET sur les 

activités iNOS et arginase. 

Le lien entre le cancer et l'altération du métabolisme a été déjà suggéré comme une 

caractéristique commune des tissus cancéreux, comme l'effet Warburg, dans lequel certaines 

molécules anti-oxydantes peuvent être utilisées dans des mécanismes de protection contre le 

stress oxydatif et les ROS qui sont produits lors d'une prolifération cellulaire rapide (Zahzeh 

et al., 2015). Des niveaux élevés des ROS peuvent causer des dommages macromoléculaires, 

qui peuvent conduire à l'apoptose et à la sénescence (Cairns et al., 2011). Nos résultats ont 

démontré que l'activité de la catalase a été diminuée dans les co-cultures non traitées avec 
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MET, alors que l'effet de la co-culture sur l'activité de la catalase peut être inversé après 

traitement par la MET. De plus, l'activité de SOD a été modifiée uniquement dans les MOs 

traités avec la MET. En résumé, le traitement par la MET n'a pas montré d'altérations 

métaboliques en ce qui concerne les niveaux des molécules anti-oxydantes catalase et SOD 

dans les co-cultures des MOs avec des cellules cancéreuses du sein par rapport aux MOs 

cultivés seuls. 

L’ifCa
2+

 est un second messager qui contrôle divers processus cellulaires et des voies de 

signalisation, y compris ceux liés au cancer, tels que l'apoptose, la prolifération et les 

métastases (Monteith et al., 2012; Muhammad et al., 2016), et ceux impliqués dans les 

réponses immunitaires des MOs, y compris la production de cytokines et l'activation de la 

phagocytose (Brown et al., 2004; Gronski et al., 2009). Nous avons d'abord observé que les 

niveaux d'ifCa
2+

 étaient réduits lors de la co-culture des MOs avec des cellules cancéreuses du 

sein. En revanche, le traitement par la MET a induit une augmentation d’ifCa
2+

 dans les MOs 

et pourrait inverser l'effet de la co-culture. Ainsi, il a été rapporté que des niveaux accrus 

d'ions de calcium sont liés à la fois à l'activation du MO et à l'induction de l'apoptose dans les 

cellules cancéreuses du sein (Cross et al., 2014; França et al., 2016; Muhammad et al., 2016). 

Il est maintenant admis que l'IL-10 améliore la surveillance immunitaire du cancer et la 

suppression de l'inflammation associée au cancer (Dennis et al., 2013), ainsi que l'induction 

de l'expression de l'IFN-γ (Mumm et al., 2011), qui exerce des activités anti-tumorales 

directement en augmentant l'antigénicité des cellules tumorales, l'inhibition de prolifération 

cellulaire, l'induction de l'apoptose ou indirectement par inhibition de l'angiogenèse (Mojic et 

al., 2017). Nos résultats indiquent que les niveaux d'IL-10 et d'IFN-γ ont diminué pendant 

l'interaction entre les MOs et les cellules cancéreuses du sein. Sauf pour l'IL-10, le traitement 

avec la MET a montré des différences marquées entre son action lorsque les MOs sont 

cultivés seuls et lorsqu'ils sont co-cultivées avec des cellules cancéreuses du sein. La MET a 

induit une diminution des niveaux d'IL-10 dans les MOs et, inversement, une augmentation 

des niveaux d'IFN-γ. Cependant, le traitement par la MET pourrait améliorer l'effet de la co-

culture sur la production des deux cytokines, bien que les différences n’étaient pas 

significatives pour l'IL-10. Ainsi, les résultats n'ont pas montré de différences significatives 

pour l'IL-10 entre les cultures de MOs seuls, en l'absence de traitement, et les cultures de MOs 

avec des cellules cancéreuses du sein et traitées avec la MET. Ceux-ci suggèrent que la MET 
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pourrait contribuer à la conservation des niveaux d'expression d'IL-10 lorsque le MO entre en 

contact avec des cellules cancéreuses, sans induire des changements habituellement observés 

après une interaction avec les cellules cancéreuses. Nos résultats démontrent que le traitement 

par la MET est clairement efficace et important dans un système qui partage certaines 

similitudes avec le système biologique où les cellules mononucléées ne sont pas seules mais 

peuvent être confrontées à des cellules malignes. 

Il est à noter que les MOs en circulation peuvent exercer différents rôles en fonction de la 

caractérisation phénotypique. Par conséquent, il a été rapporté que des sous-ensembles de 

MOs circulants, dits MOs inflammatoires classiques (moM1, CD14++/CD16-) et MOs non 

classiques en patrouille (moM3, CD14+/CD16++) exercent des effets opposés après leur 

recrutement dans le microenvironnement tumoral via la chimiokine (C-C motif) ligand 2 

(CCL2), également appelée MCP-1 et petite cytokine inductible A2 qui est sécrétée par des 

cellules malignes. Les moM1 peuvent être recrutés dans le microenvironnement tumoral où ils 

peuvent être transformés en TAM, qui facilitent la tumorigenèse par suppression de la 

fonction des lymphocytes T CD8, recrutement des Treg, angiogenèse, intravasation des 

cellules tumorales et métastases (Olingy et al., 2019a), tandis que les moM3 ont un rôle anti-

tumoral, en engloutissant directement les cellules cancéreuses et en libérant les chimiokines 

CCL3, CCL4 et CCL5, qui à leur tour induisent le recrutement et l'activation de cellules 

cytotoxiques tueuses naturelles (NK) (Cassetta and Pollard, 2016). Un autre sous-ensemble de 

MOs circulants et associés aux tumeurs dotées d'une activité proangiogénique, sont 

caractérisés par l'expression du récepteur de l'angiopoïétine TIE-2/Tek, Endoglin et VEGF-R2 

dans le sous-ensemble des MOs intermédiaires (moM2, CD14 ++/CD16+) comme confirmé 

par une analyse génomique (Turrini et al., 2017). Les TEM sont recrutés sur le site tumoral où 

ils permettent l'angiogenèse et inhibent l'apoptose des cellules tumorales par des mécanismes 

dépendant de la libération de TNF-α. Ils possèdent aussi la capacité la plus élevée d'induire 

l'activation des lymphocytes T CD4+ (Ibberson et al., 2013). Par conséquent, il serait très 

intéressant de voir les effets de la MET sur tous les sous-ensembles des MOs caractérisés 

avant et après leur interaction avec les cellules autologues du cancer du sein étudiées. 

L'objectif étant de voir si le traitement par la MET inverserait ou non les activités pro-

tumorales de moM1 et moM2, sachant que les monocytes sont dotés de plasticité et de 

polyvalence quel que soit leur phénotype (Das et al., 2015; Mitchell et al., 2014). 
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Les MOs constituent l’une des principales cellules inflammatoires infiltrées dans le 

microenvironnement tumoral au cours de cancer du sein, et jouent un rôle important dans la 

modulation de la croissance et de la progression des cellules cancéreuses. La plasticité 

phénotypique fonctionnelle des MOs leur permettent d’être ciblés par plusieurs molécules 

thérapeutiques qui les orientent vers des cellules tueuses pro-inflammatoires/anti-tumorales. 

La MET connue pour ses effets anti-hyperglycémiques, a récemment reçu une attention 

croissante en tant que traitement thérapeutique potentiel contre le cancer.  

Dans un premier temps, nous avons effectué des tests préliminaires afin d’évaluer l’effet de la 

MET sur les cellules en monoculture. Les résultats ont montré que la MET avait un effet 

inhibiteur sur la prolifération et la viabilité des cellules cancéreuses du sein de sous-type ER-

/PR-/HER2+ ainsi que sur la capacité phagocytaire des MOs.   

Afin de mimer le système biologique, nous avons effectué une co-culture entre les MOs 

autologues et les cellules cancéreuses primaires du sein ER-/PR-/HER2+. Plusieurs 

biomarqueurs des activités fonctionnelles phénotypiques des MOs ont été mesurés avant et 

pendant leur interaction avec les cellules cancéreuses, les résultats obtenus ont montré que les 

activités fonctionnelles des MOs changent lors de leur interaction avec les cellules 

cancéreuses. 

Après traitement des cellules avec la MET, nous avons eu l’opportunité, à notre connaissance, 

d’être les premiers à montrer que  le traitement par la MET avait un rôle puissant dans 

l'inversion des effets de l’interaction entre les MOs et les cellules cancéreuses du sein de sous-

type ER-/PR-/HER2+ sur la production de cytokines coopératives ‘anti-tumorales IFN-γ’ et 

‘régulatrices IL-10’, les signaux calciques intracellulaires, ainsi que les biomarqueurs de 

l’activité protectrice redox. 

Cette étude ouvre un volet sur la compréhension du mécanisme d’action de la MET sur le 

microenvironnement tumoral. Le traitement par la MET est clairement efficace et important 

dans un système qui partage certaines similitudes avec le système biologique où les cellules 

mononucléées ne sont pas seules mais peuvent être confrontées à des cellules malignes. 
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Des études complémentaires sont nécessaires pour clarifier les effets observés. Il serait très 

intéressant de caractériser phénotypiquement les différents sous-types des MOs entrant en 

contact avec les cellules cancéreuses du sein, étudier certaines voies de signalisation 

impliquées dans le changement des activités fonctionnelles des MOs, y compris celle de      

NF-κB, qui joue un rôle important dans la carcinogénèse ainsi que l’évaluation de la 

production de certaines cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α, l'L-6, l'IL-8 et le 

VEGF aussi impliquées dans la croissance tumorale. Evaluer l’effet de la MET sur 

l’autophagie des cellules cancéreuses du sein, l’inversement de d’effet Warburg ainsi que sur 

d’autres cellules immunitaires qui peuvent être infiltrées dans le microenvironnement tumoral 

du cancer du sein. Enfin, il serait indispensable de confirmer les effets observés de la MET en 

l’utilisant in-vivo. 
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Abstract

Background

Immune activities of monocytes (MOs) can be altered within the microenvironment of solid

malignancies, including breast cancer. Metformin (1,1-dimethylbiguanide hydrochloride,

MET), has been shown to decrease tumor cell proliferation, but its effects have yet to be

explored with respect to MOs (monocytes) activity during their crosstalk with breast cancer

cells. Here, we investigated the effects of MET on overall phenotypic functional activities,

including cellular immunometabolism and protective redox signaling based-biomarkers,

intracellular free calcium ions (ifCa2+), phagocytosis and co-operative cytokines (IFN-γ and

IL-10) of autologous MOs before and during their interplay with primary ER-/PR-/HER2+

breast cancer cells.

Methods

Human primary breast cancer cells were either cultured alone or co-cultured with autolo-

gous MOs before treatment with MET.

Results

MET downregulated breast cancer cell proliferation and phagocytosis, while having no

significant effect on the ratio of phosphorylated Akt (p-Akt) to total Akt. Additionally, we

observed that, in the absence of MET treatment, the levels of lactate dehydrogenase (LDH)-

based cytotoxicity, catalase, ifCa2+, IL-10 and arginase activity were significantly reduced in

co-cultures compared to levels in MOs cultured alone whereas levels of inducible nitric

oxide synthase (iNOS) activity were significantly increased. In contrast, MET treatment

reduced the effects measured in co-culture on the levels of LDH-based cytotoxicity, argi-

nase activity, catalase, ifCa2+, and IFN-γ. MET also induced upregulation of both iNOS and
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arginase in MO cells, although the increase did not reach significant difference for iNOS

activity. Moreover, MET induced a robust increase of superoxide dismutase (SOD) activity

in MOs, but not in MOs co-cultured with breast cancer cells. Furthermore, MET markedly

upregulated the levels of IFN-γ production and downregulated those of IL-10 in isolated

MOs, while inducing a slight opposing up-regulation of IL-10 production in co-cultures.

Conclusions

Our results show that the biomarkers of phenotypic functional activities of MOs are modified

after co-culturing with primary human breast cancer cells. Treatment of co-cultures with

MET resulted in increased release of antitumor cytokine IFN-γ and ifCa2+, and increased cell

necrosis during breast cancer cells-MOs crosstalk.

Introduction

Breast cancer is the most commonly diagnosed cancer and a leading cause of mortality

worldwide [1]. Compared to other types of cancer that are considered as more responsive to

immunotherapy, breast cancer has not been traditionally considered as an immunogenic

malignancy [2]. However, recent research has shown the relationship between immune intra-

tumoral responses and breast cancer development [3]. Additionally, studies reported that infil-

tration of immune cells within the tumor microenvironment and the presence of immunity-

related gene signatures contribute to breast cancer prognosis [4,5].

The microenvironment surrounding breast cancer cells plays an important role in modulat-

ing cancer growth and progression [3]. It contains several types of inflammatory cells includ-

ing MOs and macrophages. MO cells represent a heterogeneous population derived from

myeloid lineages [6] that are recruited from the bloodstream to the tumor site through the

paracrine action of cytokines and chemokines released by breast cancer cells [7]. Previous

reports suggested that infiltration of MOs into the breast tumor microenvironments, in

response to paracrine stimulation, correlates with poor prognosis and promotion of tumor

growth, invasion and metastasis [8,9].

In light of their functional phenotypic plasticity, MOs can be targeted by several therapeutic

molecules that switch them towards proinflammatory/anti-tumoral killer cells [10,11], which

are mainly implicated in inflammatory response, thereby having reduced phagocytic capacity

[12]. In context of cancer, these cells exert their inhibitory effects by enhanced production of

proinflammatory cytokines, like IFN-γ, secretion of tumoricidal mediators, reactive oxygen

(ROS) and nitrogen species (RNS), including the production of nitric oxide (NO) as product

of the NOS activation [13].

It is well known that insulin is an important growth factor, which plays a critical role in reg-

ulation of cell proliferation. As such, enhancing insulin sensitivity can lead to tumor growth

inhibition and cell cycle arrest. Indeed, metformin (1,1-dimethylbiguanide hydrochloride,

MET), an antidiabetic drug prescribed for patients with type 2 diabetes [14,15], has been

reported to have a marked effect on insulin sensitivity through inhibition of the signaling path-

way implicating phosphoinositol-3-kinase (PI3K) and Akt (also referred to as protein kinase

B, PKB) consequently leading to decreased tumor cell proliferation [16,17]. The effects of

MET on breast cancer cells has also been associated with the inhibition of pro-tumoral

M2-like macrophage polarization [18]. In this context, we investigated for the first time the
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effects of MET on the overall phenotypic functional activities, including immunometabolic

(arginase activity, iNOS activity and LDH release) [19] and protective redox based-biomarkers

(catalase and SOD activities) [20], ifCa2+, phagocytosis, and co-operative cytokines (IFN-γ and

IL-10) [21] of autologous MOs before and during their crosstalk with breast cancer cells (ER-/

PR-/HER2+).

Materials and methods

Materials

Unless specified, all materials including (MET), were obtained from Sigma-Aldrich (Sigma

Chemical Co., St. Louis, USA).

1. Study design. Tumor epithelial cells were isolated from breast cancer tissue specimens,

and co-cultured with autologous MOs, isolated from peripheral blood mononuclear cells

(PBMCs). First, tumor cells were cultured alone to check the MET effects on both proliferation

and viability using BrdU (Bromodeoxyuridine [5-bromo-2’-deoxyuridine]), and Trypan Blue

Exclusion Test [TBET], respectively, and on p-Akt-to-Akt ratios. Similarly, MOs were cultured

alone for phagocytosis capacity assays. LDH-based cytotoxicity, respiratory burst and redox

activity (nitric oxide [NO], catalase, superoxide dismutase [SOD]), release of co-operative

cytokines (‘antitumor cytokine IFN-γ’, and ‘immunosuppressive/regulatory cytokine IL-10’),

inducible nitric oxide synthase iNOS-associated proinflammatory MOs and arginase activi-

ties-associated anti-inflammatory MOs, and intracellular free calcium ions (ifCa2+) were mea-

sured in MOs cultured alone and co-cultured with breast cancer cells. All experiments were

repeated four times. The experimental approach is outlined in the graphical abstract, Fig 1.

The purity of MOs was verified by direct immunofluorescence (S1 Fig).

2. Specimen samples. Primary tumor tissue specimens and autologous peripheral blood

samples were collected thanks to three patient volunteers, admitted to the Surgery Department

of Tlemcen Medical Centre University (Algeria), who have been newly diagnosed for human

epidermal growth factor receptor 2-Positive/estrogen receptor-Negative/progesterone recep-

tor-Negative (ER-/PR-/HER2+) breast cancer (age group 50–60 years), and who have not yet

begun treatment, after obtaining informed and written consent from each to participate to the

current study. Peripheral blood was collected in heparinized Vacutainer tubes (BD, Belliver

Industrial Estate, UK). The homogeneity of sample biopsies and absence of intertumor varia-

tions for each tumor intended for experimental analyses were checked by macroscopical and

thorough anatomopathological examinations, and based on cellular morphology and immu-

nohistochemical analyses. All tumor samples are grade 2 nonspecific invasive mammary carci-

noma classified as pT2N0. The current study was approval by local Ethics Committee of

Tlemcen University, in accordance with the Declaration of Helsinki.

3. Isolation of mammary adherent tumor epithelial cells. After removal of the healthy

tissue surrounding the tumor tissue, tumor mammary epithelial cells presenting as infiltrating

ductal carcinomas were isolated from primary cancer specimens by enzymatic digestion and

differential centrifugation according to Feller et al., and Speirs et al. [22,23], with some modifi-

cations. Briefly, the tumor tissue specimens were washed extensively with 1x phosphate saline

buffer (PBS), placed in sterile Petri dishes and cut into small 2 mm pieces with a sterile scalpel.

The minced tissue was incubated in 0.1% collagenase solution at 37˚C for 12–20 h. Following

digestion, cell mixtures were centrifuged at 40 x g for 1 min and the supernatant transferred to

new tubes that were then centrifuged at 100 x g for 2 min to obtain a pellet representing tumor

epithelial cells.

4. Cell culture. Epithelial cancer cells were washed with RPMI-1640 medium, supple-

mented with 10% fetal calf serum (FCS) and 50 μg/mL gentamicin, by centrifugation at 40 x g
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for 5 min. The cell pellet was resuspended with 10 mL of RPMI-1640 supplemented with 10%

FCS and 50 μg/mL gentamicin and then subdivided into two culture flasks and incubated in a

humidified atmosphere at 37˚C and 5% CO2. Fibroblast contamination was removed from epi-

thelial cancer cells by differential trypsinization [24]. The culture medium was changed every

2–5 days [25]. Cells were passaged with 0.25% trypsin-EDTA (ethylenediamine tetraacetic

acid) when they reached ~80% confluence [26].

5. Peripheral blood mononuclear cells isolation. Blood samples were diluted 1:1 with

PBS and layered on Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA) and centrifuged at

400 x g for 30 min. The interface band containing PBMCs was carefully harvested washed

twice with PBS. Cell pellets were suspended in 1 mL of RPMI-1640 supplemented with 10%

FCS and 50 μg/mL of gentamicin for cell counting. Cell viability was performed by TBET

using photonic microscopy (Zeiss, Germany).

6. MOs isolation. MOs were isolated from PBMCs based on differential plastic adherence

[27]. Briefly, PBMCs were cultivated in RPMI-1640 supplemented with 10% FCS and 50 μg/

mL gentamicin, and seeded at 2 x 106 cell/mL into 24-well plates. Cells were allowed to adhere

for 2 h at 37˚C before removal of non-adherent cells were and treatment of adherent MOs

with MET. Cells were counted microscopically (Zeiss, Germany) using trypan blue staining,

and the purity of monocytes was evaluated by fluorescent staining with PhycoErytherin (PE)-

anti-human CD14 antibody (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) using a Floid Cell Imaging

Fig 1. Summary of experimental design. Akt: protein kinase B (PKB), ifCa2+: intracellular free calcium ions, iNOS: nitric oxide synthase, MO:

monocyte.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240982.g001
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Station (Thermo Fisher Scientific, MA USA) [28,29] and routinely exceeded over 90% purity

(S1 Fig).

7. Cell culture and co-culture systems. After cell detachment with trypsin-EDTA [30],

breast cancer cells were counted before being cultured alone or co-cultured with an equal

number of MOs (2 x 105 cells/mL) at a ratio of 1:1 in RPMI-1640 supplemented with 10% FCS

and 50 μg/mL gentamicin.

8. MET treatment. MOs, breast cancer cells or co-cultured MOs with breast cancer

cells were treated for 24 h with fresh medium containing or not MET at the dose of 2.5 mM

[15].

9. TBET assays. The effect of MET treatment on cancer cell viability was based on TBET.

Breast cancer cells (2 x 105 cells per well) were grown overnight in a 24-well plate at 37˚C in a

humidified atmosphere and 5% CO2 for adherence. Thereafter, culture medium was replaced

with fresh RPMI-1640 medium containing MET and incubated a further 24 h. Cells were sub-

sequently washed with 1x PBS, trypsinized before determination the number of viable and

dead cells with TBET.

10. BrdU assays. Cell proliferation was measured by BrdU incorporation using a BrdU

Cell Proliferation ELISA according to the manufacturer’s instructions (ab126556-BrdU Cell

Proliferation kit, Abcam, Germany). Briefly, breast cancer cells (2 x 105 cells/mL) were treated

with MET in 96-well microplates for 24 h at 37˚C in a humidified atmosphere and 5% CO2.

Thereafter, 20 μL of the diluted 1x BrdU was added to each well and cells were incubated over-

night. Cells were then fixed and BrdU incorporation detected using anti-BrdU monoclonal

Detector Antibody for 1 h at room temperature before incubation with peroxidase goat anti-

mouse IgG conjugate as secondary antibody. Color was developed using tetramethylbenzidine

(TMB) as a peroxidase substrate and BrdU incorporation measured at 450 nm using an ELISA

reader (Biochrom Anthos 2020, Cambridge, UK).

11. Western blotting assays. After 24 h incubation of breast cancer cells treated or not

with MET, cells were washed with PBS and lysed using Triton X-100. Proteins present in

equal amounts of cell lysates were rapidly diluted with SDS-sample buffer (50 mM Tris-HCL

pH 6.8, 2 mM DTT, 1.0% SDS), boiled for 5 min. Proteins were separated by 10% sodium

dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Protein concentrations

were not determined before reduction and denaturation to minimize the chance of protein

dephosphorylation. After separation, proteins were transferred to a nitrocellulose mem-

branes and transferred protein were visualized by staining with Ponceau red. Thereafter,

membranes were blocked with 5% nonfat milk or 5% bovine serum albumin (BSA) for 45

min at room temperature and incubated overnight at 4˚C with primary antibodies against p-

Akt (Ser473) (1/1000), Akt-1 (2H10) (1/1000), Akt-2 (5B5) (1/1000) Cell Signaling Technol-

ogy (Denvers, MA, USA). Horseradish peroxidase-conjugated (HRP) anti-mouse IgG and

anti-rabbit IgG were used as secondary antibodies for 1 h at room temperature. Blotted

membranes were detected with enhanced chemiluminescence reagent (Amersham Pico)

using X-ray film. Quantitative analysis of the signals from scanned films was performed

using Imgcalc2, a unix software developed in house (IGH, Montpellier) for quantifying pix-

els on numerical images. The results in Fig 2 are represented as a ratio to the signal in Pon-

ceau Red staining to correct for differences in total protein loading with the levels for MET

at dose 0 set as 1.

12. Phagocytosis assay. Assay for phagocytosis capacity was performed as described [31–

33]. Briefly, a total of 2 x 105 MOs were infected with Staphylococcus aureus at multiplicity of

infection (MOI) of 50 in a 24-well plate and incubated with MET for 1 h at 37˚C in a 5% CO2

incubator. The number of viable bacteria was determined by serial dilution and colony form-

ing unit (CFU) counts on Chapman medium. The percentage of phagocytosis was calculated
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as follows:

Phagocytosis% ¼ Mto � 100�

NEC
NC1=NC0

� �

Mt0

Mt0 is the number of bacteria in the assay sample mixture at t0. NEC, number of extracellu-

lar bacteria in assay mixtures sample at t1. NC0 and NC1 correspond to control sample at t0

and t1.

Fig 2. Effect of MET treatment on breast cancer cell proliferation, viability, ratio of phosphorylated Akt-to-total

Akt and MOs phagocytosis capacity. In breast cancer cells treated or not with MET, (a) cell proliferation was

determined by BrdU assay and (b) viability by TBET assay. (c) phosphoAkt to Akt ratio: levels of major proteins

stained by red Ponceau are shown as loading control. Values are represented as a ratio to the protein levels in Ponceau

red and with the value for zero MET set as 1. MET: metformin, p-Akt: phosphorylated Akt. (d) MOs were infected

with Staphylococcus aureus before treatment with MET. The results were expressed as a percentage of phagocytosis.

Values are presented as the mean with standard error of mean for four independent experiments carried out on three

samples (n = 12 for each group). Asterisks indicate significant differences between treated cells and untreated controls

by Mann-Whitney U test (�p< 0.05). MET: metformin, MOs: monocytes.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240982.g002
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13. Arginase activity assay. The enzymatic activity of arginase (EC 3.5.3.1) was evaluated

in cell lysates based on determination of urea levels following the L-arginine hydrolysis as

described in detail [34]. The arginase activity was expressed as mU urea/mg protein/1 h.

14. iNOS activity assay. Measurement of iNOS activity was based on the determination

of NO generation levels. The accumulation of NO in cell-free culture supernatants were evalu-

ated by nitrite (NO2) measurement, as stable and final end-product of NO, using a sensitive

colorimetric Griess reaction as described in detail [34,35]. Absorbance was measured at 540

nm using a Biochrom Anthos 2020 ELISA plate reader. NO production levels were calculated

by comparison with a sodium nitrite (NaNO2) curve standard [36]. iNOS activity was obtained

by normalizing each NO concentration to milligrams of protein and expressed as picomoles/

mg protein/30 min.

15. LDH-based cytotoxicity assays. LDH-based cytotoxicity levels were determined by

evaluation of LDH release into the cell culture supernatants using Lactate Dehydrogenase

Activity Assay kit (MAK066, Sigma-Aldrich). Briefly, 50 μL of supernatant and 50 μL of the

Master Reaction Mix were mixed and added to each well of a 96-well plate. Absorbance was

measured at 450 mn after 30 min incubation at 37˚C in accordance with the manufacturer’s

instructions.

16. ifCa2+ assay. The concentrations of ifCa2+ were measured biochemically based on the

ortho-cresolphthalein complexone (oCPC) method as described elsewhere [37].

17. Cytokine assays. Concentration of IFN-γ and IL-10 in cell culture media of MOs or

co-culture system supernatants were measured by sandwich enzyme-linked immunosorbent

assays (ELISA), using respective commercial kits (BD Biosciences), according to the manufac-

turer’s instructions. Optical densities (OD) were measured at 450 nm using appropriate stan-

dard curves for each cytokine.

18. Protective redox activity assays. Redox activity was evaluated by determination of the

levels of catalase and SOD activities.

18.1. Catalase activity assay. The enzymatic activity of catalase was spectrophotometrically

determined in cell lysates by measurement of hydrogen peroxide (H2O2) decomposition [38].

10 μL volumes of cell lysates were added to a reaction mixture of H2O2 in 0.9% (v/v) aqueous

saline before incubation for 5 min. The reactions were stopped by the addition of Titanyl sul-

fate (TiOSO4), and the absorbance measured at 410 nm.

18.2. SOD activity assay. SOD activity in cell lysates was determined spectrophotometrically

by measuring production of a water-soluble formazan dye resulting from the reduction of

Dojindo’s highly water-soluble tetrazolium salt WST-1 ((2-4-Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-

5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt), using a SOD Assay Kit-WST

(19160, Sigma Aldrich). Twenty μL of the enzyme working solution were added to a mixture

containing 20 μL of cell lysate and 200 μL of WST Working Solution. The microplate was incu-

bated at 37˚C for 20 min, and the absorbance read at 440 nm. The SOD activity (percentage

inhibition of WST-1 inhibition) was calculated as follows:

SODactivity inhibitionrate%ð Þ ¼
ðAblank1 � Ablank3Þ � ðAsample � Ablank2Þ

ðAblank1 � Ablank3Þ
x100

19. Statistical analysis. Data are presented as the mean with standard errors of means

(SEM). Statistical analyses were performed using non-parametric Mann-Whitney U or Krus-

kal-Wallis one-way analysis of variance (ANOVA) test with pairwise comparisons using the

Dunn–Bonferroni approach after checking the distribution of data. Statistics were carried out

using IBM SPSS Statistics version 20. P-values less than 0.05 were considered significant.
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Results

1. MET effects on breast cancer cells and on monocytes cultured alone

1.1. MET downregulates breast cancer cell viability and proliferation, while has no

effect on the ratio of phosphorylated Akt1/2 versus total Akt1/2. As shown in Fig 2a and

2b, MET treatment significantly downregulated breast cancer cell proliferation and viability

levels (for both comparisons, p< 0.05). Fig 2c shows the raw data of the actual protein levels

(upper panels), total Akt1/2 levels (middle panels) and levels of phospho-(activated) Akt1/2

(lower panels). The histogram shows the relative expression levels of activated Akt1/2-to-total

Akt1/2 ratio after normalization to the total protein loaded. As observed in Fig 2c, MET treat-

ment did not show a significant difference in either Akt levels and ratio of activated Akt versus
total Akt when comparing with MET-untreated cells (p> 0.05). So the actions of MET on

Akt1/2 are essentially due to a loss/reduction of Akt1/2 activity since when the ratio of active

Akt1/2 (phosphorylated) to total Akt1/2 levels is calculated we observed a reduction of Akt1/2

activity in cancer cells.

1.2. MET downregulates monocyte phagocytosis. As shown in Fig 2d, the phagocytic

activity of MOs significantly decreased after MET treatment (p< 0.05).

2. MET effects on MO cells in monoculture and co-culture systems

2.1. MET might reverse the co-culture effect on LDH-based cytotoxicity levels, but has

no cytotoxic effect on MOs cultured alone. As shown in Fig 3, MET treatment induced no

necrosis/LDH-based cytotoxicity effects on MO cells (p> 0.05). Additionally, MET might

reverse the co-culture effect on LDH-based cytotoxicity levels. Conversely, the level of LDH-

based cytotoxicity was significantly downregulated in MET-untreated co-cultures of MOs with

breast cancer cells when compared to MET-untreated MOs cultured alone (p< 0.05).

Fig 3. Cytotoxic effect of MET on MOs and co-culture system. Necrosis levels were measured

spectrophotometrically through the evaluation of LDH release. Values are presented as the mean with standard error

of mean for four independent experiments carried out on three samples (n = 12 for each group). MET: metformin,

LDH: lactate dehydrogenase, MOs: monocytes, MOs/MET-: MET-untreated MOs, MOs/MET+: MET-treated MOs,

co-culture/MET-: MET-untreated co-culture system, co-culture/MET+: MET-treated co-culture system. Black dots

indicate significant differences when comparing each treated group with untreated controls (0 mM MET) using

Mann-Whitney U test (•p< 0.05). Black boxes indicate significant differences highlighted between MET-untreated

MOs and MET-untreated co-culture system using Mann-Whitney U test (▪p< 0.05). Asterisks indicate significant

differences highlighted between all groups by Kruskal-Wallis test with pairwise Dunn-Bonferroni adjustment

(�p< 0.05).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240982.g003
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2.2. MET ameliorates simultaneously iNOS and arginase activities in co-cultures of

MOs with breast cancer cells. As depicted in Fig 4, MET induced an increase in iNOS activ-

ity in co-culture systems, as compared to MET-treated or MET-untreated MOs cultured alone;

while the difference was not significant for the comparison with MET-treated MOs (respec-

tively, p> 0.05 and p< 0.05). Additionally, iNOS activity was significantly upregulated in

MET-untreated MOs co-cultured with breast cancer cells in comparison to MET-untreated

MOs cultured alone (p< 0.05). Similarly, (Fig 4), MET might improve the co-culture effect on

arginase activity and significantly increased the arginase activity of MOs cultured alone

(p< 0.05). However, arginase activity was significantly downregulated in MET-untreated

MOs co-cultured with breast cancer cells compared to MET-untreated MOs cultured alone

(p< 0.05).

2.3. MET reverses the co-culture effect on catalase activity, but not on SOD activity.

As demonstrated in Fig 5, MET had no significant effect on catalase activity in MO cells while

might reverse the co-culture effect on catalase activity. Additionally, catalase activity was sig-

nificantly downregulated in MET-untreated co-cultures of MOs with breast cancer cells than

in MET-untreated MOs cultured alone (p< 0.05). Moreover, SOD activity was strongly

increased in MET-treated compared to MET-untreated MOs (p< 0.05). In contrast to MOs

cultured alone, MET had no significant effect on SOD activity in co-culture systems.

2.4. The effects of MET on ifCa2+ differs between MOs cultured alone and MOs co-cul-

tured with breast cancer cells. As shown in Fig 6, MET had no significant effect on ifCa2+

levels in MO cells while might reverse the co-culture effect on ifCa2+ levels (p< 0.05). Con-

versely, MET treatment downregulated ifCa2+ in MET-untreated MOs co-cultivated with

breast cancer cells more significantly than in MET-untreated MOs cultured alone (p< 0.05).

2.5. MET reverse the effect of co-culture on the production of IFN-γ and IL-10. As

shown in Fig 7, MET induced a significant upregulation of IFN-γ levels and a significant

downregulation of IL-10 levels in MOs cultured alone (for the two comparisons, p< 0.05).

Fig 4. Effect of MET on iNOS and arginase activities in MOs and co-culture system. NO levels were measured by

Griess colorimetric reaction and iNOS activity was obtained by normalizing each NO to protein concentrations and

time. The enzymatic activity of arginase was evaluated in cell lysates by the spectrophotometric measurement of urea

concentration. Values are presented as the mean with standard error of mean for four independent experiments

carried out on three samples (n = 12 for each group). MET: metformin, MOs: monocytes, NO: nitric oxide, iNOS:

inducible nitric oxide synthase, MOs/MET-: MET-untreated MOs, MOs/MET+: MET-treated MOs, co-culture/MET-:

MET-untreated co-culture system, co-culture/MET+: MET-treated co-culture system. Black dots indicate significant

differences when comparing each treated group with untreated controls (0 mM MET) using Mann-Whitney U test

(•p< 0.05). Black boxes indicate significant differences highlighted between MET-untreated MOs and MET-untreated

co-culture system using Mann-Whitney U test (▪p< 0.05). Asterisks indicate significant differences highlighted

between all groups by Kruskal-Wallis test with pairwise Dunn-Bonferroni adjustment (�p< 0.05).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240982.g004
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Fig 5. Effect of MET on catalase and SOD activities in MOs and co-culture system. Catalase activity was determined

spectrophotometrically by measurement of hydrogen peroxide decomposition. SOD activity was evaluated by

spectrophotometric measurement of a water-soluble formazan dye. Values are presented as the mean with standard

error of mean for four independent experiments carried out on three samples (n = 12 for each group). MET:

metformin, MOs: monocytes, SOD: superoxide dismutase, MOs/MET-: MET-untreated MOs, MOs/MET+: MET-

treated MOs, co-culture/MET-: MET-untreated co-culture system, co-culture/MET+: MET-treated co-culture system.

Black dots indicate significant differences when comparing each treated group with untreated controls (0 mM MET)

using Mann-Whitney U test (•p< 0.05). Black boxes indicate significant differences highlighted between MET-

untreated MOs and MET-untreated co-culture system using Mann-Whitney U test (▪p< 0.05). Asterisks indicate

significant differences highlighted between all groups by Kruskal-Wallis test with pairwise Dunn-Bonferroni

adjustment (�p< 0.05).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240982.g005

Fig 6. Effect of MET on ifCa2+ levels in MOs and co-culture system. Values are presented as the mean with standard

error of mean for four independent experiments carried out on three samples (n = 12 for each group). MET:

metformin, MOs: monocytes, ifCa2+: intracellular free calcium ions, MOs/MET-: MET-untreated MOs, MOs/MET+:

MET-treated MOs, co-culture/MET-: MET-untreated co-culture system, co-culture/MET+: MET-treated co-culture

system. Black dots indicate significant differences when comparing each treated group with untreated controls (0 mM

MET) using Mann-Whitney U test (•p< 0.05). Black boxes indicate significant differences highlighted between MET-

untreated MOs and MET-untreated co-culture system using Mann-Whitney U test (▪p< 0.05). Asterisks indicate

significant differences highlighted between all groups by Kruskal-Wallis test with pairwise Dunn-Bonferroni

adjustment (�p< 0.05).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240982.g006
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Additionally, co-culture induced a significant downregulation of both IFN-γ and IL-10 levels

(p< 0.05), which are reversed after MET treatment.

Discussion

MET has recently received increasing attention as a potential therapeutic treatment against

cancer [39]. Here we have examined the effects of MET in a novel co-culture system compris-

ing primary MOs and ER-/PR-/HER2+ breast cancer cells.

Breast tumors characterized by overexpression of HER2 have been correlated with

increased tumor aggressiveness, invasiveness and poorer prognosis [40]. Measuring several

different biomarkers of phenotypic functional activities of MOs before and during their inter-

play with primary ER-/PR-/HER2+ breast cancer cells, we confirm scientific relevance of the

co-culture system over the use of isolated cell types for analyzing the reversing effects of MET

in a tumor-like microenvironment, where cancer cells usually alter immune cell functions,

especially affecting their cell metabolism and ability for the production of antitumor cytokines,

like co-operative cytokines IFN-γ and IL-10.

The dose of MET used in these experiments (2.5 mM) is relatively higher than those used

clinically for the treatment of type 2 diabetes (ca 0.5 mM). However, it is important to note

that in vitro cultured cells are maintained under less physiological conditions. In particular,

cultured cells do not benefit from the indirect anti-tumor effects of MET occurring in vivo
such as the reduction of insulin levels—where insulin is known to have a mitogenic effect—

and cultured cells are exposed to high concentrations of growth factors and glucose present in

the culture medium, which may help explain the required higher doses of MET [41].

The anti-tumorigenic properties of MET have been reported in several studies associated

with indirect action (reduced insulin levels) or direct actions on molecular pathways that regu-

late breast tumor cell growth and death [42]. MET may mediate its effects through actions on

different cells of the tumor microenvironment, including MOs-macrophages that would be

involved in controlling tumor cell growth and progression. However, the activities of immune

Fig 7. Effect of MET on the production of IL-10 and IFN-γ in MOs and co-culture system. IL-10 and IFN-γ levels

were measured using sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Values are presented as the mean with

standard error of mean for four independent experiments carried out on three samples (n = 12 for each group). MET:

metformin, MOs: monocytes, IFN: interferon, IL: interleukin, MOs/MET-: MET-untreated MOs, MOs/MET+: MET-

treated MOs, co-culture/MET-: MET-untreated co-culture system, co-culture/MET+: MET-treated co-culture system.

Black dots indicate significant differences when comparing each treated group with untreated controls (0 mM MET)

using Mann-Whitney U test (•p< 0.05). Black boxes indicate significant differences highlighted between MET-

untreated MOs and MET-untreated co-culture system using Mann-Whitney U test (▪p< 0.05). Asterisks indicate

significant differences highlighted between all groups by Kruskal-Wallis test with pairwise Dunn-Bonferroni

adjustment (�p< 0.05).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240982.g007
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cells could undoubtedly change when they are in contact with tumor cells. In this context, we

investigated the effect of MET on functional activities of autologous MOs cultured alone and

when co-cultured with primary breast cancer cells. In conclusion, our results demonstrate a

significant effect of MET during MOs-breast cancer cells crosstalk.

Here, we first tested the effects of MET on proliferation and viability of cancer cells. We

found that MET downregulated both the proliferation and viability of breast cancer cells. Our

results are consistent with those obtained recently using BrdU and 3-(4,5-Dimethylthiazol-

2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromidefor (MTT) assays on breast cancer cell lines MCF-7,

MDA-MB-231 and MDA-MB-435 [17,43]. The same effects were observed on MCF-7 and

MDA-MB-231 cell viability with the doses of at 1 mM and 5 mM of MET using TBET assays

after 24 h and 48 h of treatment [44]. In terms of cell activation and proliferation, the PI3K/

Akt/mTOR signaling pathway has been highlighted to play an important role in vital cell func-

tions including cell growth, proliferation, differentiation and survival [45]. Its hyper-activation

can lead to excessive tumor cell proliferation, inhibition of apoptosis, angiogenesis, invasion

and metastasis [46–48]. For our part, at the concentration of MET used (2.5 mM) we found a

modest and non significant reduction of the PI3K/Akt activation in breast cancer cells. How-

ever, several studies reported that metformin reduced the survival and proliferation rate of

breast cancer cells through the inhibition of PI3K/Akt signaling pathway [49,50].

The phagocytic activity of MOs is the subject of several studies under normal and patholog-

ical conditions, including breast cancer [51]. In our study, we observed that pretreatment with

MET downregulated the phagocytic capacity of MOs, which is of interest, knowing that high

phagocytic capacity is associated with MOs that promote survival and extravasation of cancer

cells, and characterizes the so-called ’classical MOs’ in humans [52,53].

Measuring levels of proliferation and phagocytosis in co-culture systems was uninformative

because BrdU incorporation and anti-Akt antibodies used for viability and proliferation assays

do not discriminate for one cell type or the other in the co-culture [54–56] and the bacteria

used for phagocytosis assay have the ability to invade and replicate within several types of

phagocytic and nonphagocytic cells, including epithelial cells and this invasion can lead to apo-

ptosis [10,57].

It is well known that necrosis and iNOS are both involved in tissue damage occurring dur-

ing inflammation. Our results showed that MET treatment had no effect on MOs necrotic

death as demonstrated by LDH-based cytotoxicity. However, MET might ameliorate the co-

culture effect on necrosis, which is in agreement with previous in vitro studies, carried out on

BT-20 breast cancer cell line [18]. In MOs, as well as in other cells especially macrophages, the

amino acid L-arginine is also used as a substrate by arginase to produce polyamines [58] that

contribute to the tumor progression [59], and by iNOS to produce NO [58], which has antitu-

mor effects at high levels [60]. The current study provides evidence that MOs cultured with

breast cancer cells exhibited high levels of iNOS, but remain without marked change when

treated with MET. Our observations are in agreement with earlier findings demonstrating that

MET induces antitumoral activity of macrophages during breast cancer [61] and suppresses

polarization toward pro-tumoral phenotypes [62]. Although arginase activity was downregu-

lated in untreated co-cultured cells, it was reversed after MET treatment. Hence, MET has

been reported to have opposing effects in normal or pathological conditions whereby it can

both attenuate NO production and enhance arginase activation in MOs and macrophages

[63,64]. It would be of interest to check the impact of MET treatment on iNOS and arginase

activities simultaneously.

The link between cancer and altered metabolism has previously been suggested as a com-

mon feature of cancerous tissues, such as the Warburg effect, in which some antioxidant

molecules can be used in protective mechanisms against oxidative stress and ROS that are
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produced during rapid cell proliferation [65]. High levels of ROS can cause macromolecular

damage, that can lead to apoptosis and senescence [66]. Our findings demonstrated that cata-

lase activity was downregulated in MET-untreated co-cultures, whereas the co-culture effect

on catalase activity can be reversed by MET treatment. Additionally, SOD activity was changed

only in MET-treated MOs. In summary, MET treatment did not show metabolic alterations

with regard to the levels of the antioxidant molecules catalase and SOD within the co-cultures

of MOs with breast cancer cells compared to MOs cultivated alone.

ifCa2+ is an important secondary messenger that regulates various cellular processes and sig-

naling pathways including those related to cancer, such as apoptosis, proliferation and metas-

tasis [67,68], and those involved in immune responses of MOs, including the production of

cytokines and phagocytic activation [69,70]. We first observed that ifCa2+ levels were reduced

in co-culture of MOs with breast cancer cells. In contrast, MET treatment induced ifCa2+

upregulation in MOs and might reverse the effect of co-culture. So, it has been reported that

increased levels of calcium ions are related to both MO activation and the induction of apopto-

sis in breast cancer cells [68,71,72].

It is now accepted that IL-10 enhances cancer immune surveillance and suppression of can-

cer-associated inflammation [73], as well as inducing expression of IFN-γ [74], which exerts

antitumor activities directly by enhancement of tumor cells antigenicity, inhibition of cell pro-

liferation, the induction of apoptosis or indirectly by inhibition of angiogenesis [75]. Our

results indicate that the levels of both IL-10 and IFN-γ decreased during interplay between

MOs and breast cancer cells. Except with IL-10, treatment with MET has shown marked differ-

ences between its action when MOs are cultured alone and when co-cultured with breast can-

cer cells. MET induced a decrease in IL-10 levels in MOs and, conversely, an increase in IFN-γ
levels. However, MET treatment might ameliorate the co-culture effect on the production of

both cytokines, although the differences were not significant for IL-10. So, the results did not

show significant differences for IL-10 between cultures of MOs alone, in the absence of treat-

ment, and cultures of MOs with breast cancer cells, treated with MET. These suggest that MET

could contribute to the conservation of IL-10 expression levels when MO comes into contact

with cancer cells, without inducing changes usually seen after interplay with cancer cells. Our

results demonstrate that MET treatment is clearly effective and important in a system that

shares some similarities with the biological system where mononuclear cells are not alone but

may be confronted with malignant cells.

Of note, circulating MOs can exert different roles based on phenotype characterization.

Hence, it has been reported that circulating monocytes subsets so-called classical inflammatory

monocytes (moM1, CD14++/CD16-) and patrolling non-classical monocytes (moM3, CD14+/

CD16++) exert opposite effects after their recruitment in tumor microenvironment via the che-

mokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2), also referred to as monocyte chemoattractant protein 1

(MCP1) and small inducible cytokine A2, which is secreted by malignant cells. moM1 can be

recruited to the tumor microenvironment where they can be transformed into tumor-associ-

ated macrophages (TAMs) that facilitate tumorigenesis by suppression of CD8+ T-cell func-

tion, recruitment of regulatory T (Treg) cells, angiogenesis, tumor cell intravasation, and

metastasis [76], while moM3 display an anti-tumoral role, by directly engulfing cancer cells

and by releasing CCL3, CCL4 and CCL5 chemokines, which in turn induce recruitment and

activation of cytotoxic natural killer (NK) cells [52]. Another subset of circulating and tumor-

associated monocytes endowed with proangiogenic activity, are characterized by the expres-

sion of the TIE-2/Tek angiopoietin receptor, Endoglin and VEGF-R2 in the intermediate

monocytes subset (moM2, CD14++/CD16+) as confirmed by a genomic analysis [77]. TIE-2

expressing monocytes (TEM) are recruited to the tumor site where they have been shown to

be essential for angiogenesis and inhibition of tumor cell apoptosis by mechanisms depending
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on TNF-α release. They also have the highest capacity to induce CD4+ T-cell activation [78].

Therefore, it would be of interest to investigate MET effects on all characterized MO subsets

before and after their individual crosstalk with the studied autologous breast cancer cells. The

specific objective being to see whether or not MET treatment would reverse the pro-tumoral

activities of moM1 and moM2, knowing that monocytes are endowed with plasticity and ver-

satility in their phenotype [79,80].

Conclusions and future prospects

In fine, our results not only show that the activities of human MOs change when they interact

with autologous primary breast cancer cells, but also provide the first evidence that MET treat-

ment can have a potent role in reversing the effects of the crosstalk between MOs and breast

cancer cells, especially on the production of co-operative ‘antitumor IFN-γ’ and ‘regulatory IL-

10’ cytokines, intracellular calcium signals, as well as immune-metabolic and protective redox

based-biomarkers as summarized in the graphical abstract (S2 Fig). These findings open the

route to further investigations including the study of MET on autophagy/reverse Warburg

effects, as well as the molecular characterization of different subsets of monocytes involved in

the interaction with breast cancer cells following MET treatment.
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Résumé 

Introduction : Les activités immunitaires des monocytes (MOs) peuvent être modifiées dans le microenvironnement des tumeurs malignes 

solides, y compris le cancer du sein. Il a été démontré que la metformine (1,1-dimethylbiguanide hydrochloride, MET) diminue la 

prolifération des cellules tumorales, mais ses effets doivent encore être explorés en ce qui concerne les activités des MOs (monocytes) lors de 

leur interaction avec les cellules cancéreuses du sein. Nous avons étudié les effets de la MET sur les activités fonctionnelles phénotypiques 

globales, y compris les biomarqueurs d’immunométabolisme cellulaire et les biomarqueurs de l’activité protectrice redox , les ions calcium 

libres intracellulaires (ifCa2+), la phagocytose et les cytokines coopératives (IFN-γ et IL-10) des MOs autologues avant et pendant leur 

interaction avec les cellules primaires du cancer du sein (ER-/ PR-/ HER2+). 

Matériels et méthodes : Les cellules de cancer du sein primaires humaines ont été cultivées seules ou co-cultivées avec des MOs autologues 

avant le traitement avec la MET. 

Résultats: La MET a diminué la prolifération des cellules cancéreuses du sein ainsi que la phagocytose, alors qu'elle n'avait aucun effet 

significatif sur le rapport de Akt phosphorylé (p-Akt)/Akt total (p > 0,05). De plus, nous avons observé qu'en absence de traitement par la 

MET, les niveaux de cytotoxicité à base de lactate déshydrogénase (LDH), l’activité de catalase, ifCa2+, IL-10 et l’activité arginase étaient 

significativement réduites dans les co-cultures par rapport à ceux des MOs cultivés seuls, tandis que les niveaux d'activité de l'oxyde nitrique 

synthase inductible (iNOS) étaient significativement augmentés (pour toutes les comparaisons, p < 0,05). En revanche, le traitement par la 

MET pourrait inverser les effets de la co-culture sur les niveaux de cytotoxicité basée sur la LDH, l'activité de l'arginase, l’activité de 

catalase, l'ifCa2+ et l'IFN-γ. La MET a également induit une augmentation des activités d’iNOS et d’arginase dans les MOs, bien que les 

différences n'étaient pas significatives pour l'activité d’iNOS (p > 0,05). De plus, la MET a induit une forte augmentation de l'activité de la 

superoxyde dismutase (SOD) dans les MOs, mais pas dans les MOs co-cultivées avec des cellules cancéreuses du sein. En outre, la MET a 

induit une forte augmentation des niveaux de production d'IFN-γ et une diminution de ceux de l'IL-10 dans les MOs isolés, tout en induisant 

un effet léger d'inversion sur la production d'IL-10 dans les co-cultures (p > 0,05). 

Conclusion : Nos résultats montrent que les biomarqueurs des activités fonctionnelles phénotypiques des MOs changent après la co-culture 

avec des cellules primaires de cancer du sein humain. Ainsi, le traitement avec la MET pourrait améliorer les effets sur la production de 

cytokine anti-tumorale IFN-γ et ifCa2+, ainsi que sur la nécrose cellulaire lors de l’interaction cellules cancéreuses du sein-MOs. 

Mots clés: activation d’Akt; metformine; interaction monocyte/cellule du cancer du sein humain primaire; modifications de l'activité 

fonctionnelle phénotypique des monocytes; prolifération et viabilité de cellule du cancer du sein primaire; Activité anti-tumorale des 

monocytes associée à l'IFN-γ. 

Abstract 

Background: Immune activities of monocytes (MOs) can be altered within the microenvironment of solid malignancies, including breast 

cancer. Metformin (1,1-dimethylbiguanide hydrochloride, MET), has been shown to decrease tumor cell proliferation, but its effects have yet 

to be explored with respect to the MOs (monocytes) activities during their crosstalk with breast cancer cells. Here, we investigated the effects 

of MET on overall phenotypic functional activities, including cellular immunometabolism and protective redox signaling based-biomarkers, 

intracellular free calcium ions (ifCa2+), phagocytosis and co-operative cytokines (IFN-γ and IL-10) of autologous MOs before and during 

their interplay with primary breast cancer cells (ER-/PR-/HER2+).  

Methods: Human primary breast cancer cells were either cultured alone or co-cultured with autologous MOs before treatment with MET. 

Results: MET downregulated breast cancer cell proliferation and phagocytosis, while had no significant effect on the ratio of phosphorylated 

Akt (p-Akt)-to-total Akt (p > 0.05). Additionally, we observed that, in the absence of MET treatment, the levels of lactate dehydrogenase 

(LDH)-based cytotoxicity, catalase, ifCa2+, IL-10 and arginase activity were significantly reduced in co-cultures compared to those of MOs 

cultivated alone whereas levels of inducible nitric oxide synthase (iNOS) activity were significantly increased (for all comparisons, p < 0.05). 

In contrast, MET treatment might reverse the co-culture effects on the levels of LDH-based cytotoxicity, arginase activity, catalase, ifCa2+, 

and IFN-γ. MET also induced upregulation of both iNOS and arginase activities in MO cells, although the differences did not reach 

significant levels for iNOS activity (p > 0.05). Moreover, MET induced a robust increase of superoxide dismutase (SOD) activity in MOs, 

but not in MOs co-cultured with breast cancer cells. Furthermore, MET markedly upregulated the levels of IFN-γ production and 

downregulated those of IL-10 in isolated MOs, while inducing a slight reversing effect on IL-10 production in co-cultures (p > 0.05).  

Conclusions: Our results show that the biomarkers of phenotypic functional activities of MOs change after co-culturing with primary human 

breast cancer cells. So, treatment with MET might ameliorate effects on the production of antitumor cytokine IFN-γ and ifCa2+, as well as cell 

necrosis during breast cancer cells-MOs crosstalk. 

Keywords: Akt activation; metformin; monocyte/primary human breast cancer cell crosstalk; monocyte phenotypic functional activity 

changes; primary breast cancer cell proliferation and viability; MO IFN-γ-associated anti-tumor activity. 

 ملخص

 ،السرطانية الخلايا تكاثر من يقلل الثدي. ثبت أن المتفورمين سرطان ذلك في الصلبة، بما الخبيثة للأورام المكروية البيئة في يمكن لها أن تتغيرالأحادية  للخلايا المناعية الأنشطة مقدمة:

 الظاهري، للنمط الشاملة الوظيفية الأنشطة على المتفورمين تأثيرات في بحثنا لقد .سرطان الثدي خلايا مع تفاعلها أثناء الخلية الأحادية بأنشطة يتعلق فيما بعد آثاره استكشاف يتم لم ولكن

 التعاونية والسيتوكينات البلعمة، ،(+ifCa2) الخلايا داخل الكالسيوم أيونات الواقية، والاختزال الأكسدة إشارات على القائمة الحيوية والمؤشرات الخلوي المناعي الاستقلاب ذلك في بما

(IFN-γ و IL-10 )الأولية الثدي سرطان خلايا مع تفاعلها وأثناء قبل المنشأ للخلايا الأحادية ذاتية (ER-/PR-/HER2+.)   

  .بالمتفورمين العلاج قبل المنشأ ذاتية الخلايا الأحادية مع أو بمفردها الأولية البشرية الثدي سرطان خلايا زراعة تمت الوسائل و الطرق:

 في أنه لاحظنا ذلك، إلى بالإضافة (.p > 0,05)الإجمالي  p-Akt/Akt الفسفرة نسبة كبير على تأثير له يكن لم بينما والبلعمة، الثدي سرطان خلايا تكاثر من المتفورمين قللالنتائج: 

في الخلايا المشتركة مقارنة (arginase) ، نشاط الأرجيناز ifCa2+  ،IL-10، (catalase)، انخفضت مستويات كل من السمية الخلوية، نشاط الكاتالازMETب  علاج وجود عدم حالة

 يعكس أن يمكن ، المقابل . في(المقارنات ، لجميعp < 0.05) كبير بشكل( iNOS) المحرض النيتريك أكسيد سينثاز نشاط مستويات زادت مع الخلايا الأحادية المزروعة بمفردها. بينما

 iNOS أنشطة زيادة في أيضًا المتفورمين تسبب .γ-IFNو  ifCa+2 الكاتلاز، الأرجيناز، نشاط الخلوية، نشاط السمية مستويات على المشتركة الخلايا آثار المتفورمين باستخدام العلاج

 نشاط في قوية زيادة في MET تسبب ، ذلك إلى . بالإضافةiNOS (p > 0,05)بالنسبة لنشاط ال  كبيرة تكن لم الاختلافات أن من الرغم على ، في الخلايا الأحادية arginase و

 IFN-γ إنتاج مستويات في حادة زيادة أيضا في MET  تسبب .الثدي سرطان خلايا مع بالاشتراك المزروعة تلك في ليس ولكن الخلايا الأحادية، في( SOD) الفائق الديسموتاز

 .(p > 0.05) المشتركة الثقافة في IL-10 إنتاج      على طفيف انعكاس تأثير إحداث مع المعزولة، الخلايا الأجادية في IL-10 إنتاج مستويات وانخفاض

 العلاج يؤدي. الأولية البشرية الثدي سرطان خلايا مع المشتركة الزراعة بعد للخلايا الأحادية تتغير النمطية الوظيفية للأنشطة الحيوية المؤشرات أن نتائجنا أظهرت :الاستنتاجات

 سرطان التبادل المشترك بين الخلايا الأحادية وخلايا أثناء الخلوي النخر إلى  بالإضافة ،+ifCa2و IFN-γ للورم المضاد السيتوكين إنتاج على التأثيرات تحسين إلى MET باستخدام

    .الثدي

تكاثر و  للخلية الأحادية؛ الظاهري للنمط الوظيفي النشاط تغييرات الأولية، البشرية الثدي سرطان خلايا/الوحيدة الخلية المتبادل الحديث ميتفورمين، ،Aktال تنشيط المفتاحية: الكلمات

 .IFN-γ بـ مرتبط للورم مضاد نشاط الأولية، الثدي سرطان خلايا حيوية


