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Abréviations :

AA : acide arachidinique

ACC : acétyl CoA carboxylase

Ac-CoA : acétyl-CoA

ACL : ATP citrate lyase

ADN : acide désoxyribonucléique

AFSSA : agence Francaise de sécurité sanitaire des aliments
AG : acide gras

AGI : acide gras insaturé

AGMI : acide gras monoinsaturé

AGPI : acide gras polyinsaturé

AGS : acide gras saturé

AGT : acide gras trans

Apaf-1: apoptotic protease activating factor 1

ARNm : acide ribonucléique messager

ATF4 : activating transcription factor 4

ATF®6 : activating transcription factor 6

AVC: accident vasculaire cerebral

BSA : bovine serum albumine, albumine sérique bovine
CACT : carnitine acyl-carnitine translocase

CAT : carnitie acétyl-transférase

CE : cholesterol ester, ester de cholestérol

CIRC : centre international de recherche sur le cancer
CLA : conjugated linoleique acid, isomeére conjugués de 'acide linoléique
CML : cellule musculaire lisse

CPG : chromatographie en phase gazeuse

CPT : carnitine palmitoyl-transférase

DHA : docohexaenoique acid, acide docohexaenoique
EiF2a : eukaryotic initiation factor 2 «

ELA : acide trans élaidique

Elovl: élongase

ENCR : réseau européen des registres des cancers

EPA : acide eicosapentaenoique

ERAD : ER associated degradation, systeme de dégradation associé au RE
Fads : désaturase

FAS: fatty acid synthase, Acide gras synthase.

HAD : hydroxyacyl-CoA déshydrogénase




HASMC : human aortic smooth muscular cell, cellule musculaire lisses aortiques
HDL : high density lipoprotein, lipoprotéine de haute densité

IRE1 : inositol-requiring enzyme 1

LDH-A : lactate déshydrogénase A

LDL: low density lipoprotein, lipoprotéine de basse densité

LXR : liver X receptor, récepteur X du foie

LXRE : liver X receptor response element,, élément de réponse au récepteur X du foie
MAL: malate

MAPK: mitogen-activated phosphokinases, phosphokinase active par des mitogenes.
MCV : maladie cardiovasculaire

MDH: malate déshydrogénase

ME: enzyme malique

0AA : oxaloacétate

OL: acide oléique

OMS : organisation mondiale de la santé

PDGF-BB : platelet-derivated growth factor

PERK : pancreatic endoplasmic reticulum kinase

PEST : séquence riche en proline, glutamine, sérine et thréonine

PHD : pyruvate déshydrogénase

PI3K: phosphatidylinositol 3 kinase

PKC: protéine kinase C

PL : phospholipide

PLG : plasminogene

PPAR : peroxisome proliferator activated receptor

PPRE : peroxisome proliferator response element, élément de réponse a PPAR
PUFA-RE : poly-unsaturated fatty acid response element, élément de réponse au AGPI
RE : reticulum endoplasmique

ROS: reactive oxygene species, espece réactive a I'oxygéne

RXR : récepteur X au retinoide

SCD : stéaroyl-CoA désaturase

SCDAP : SREBP cleavage-activating protein

SRE : sterol response element, élément de réponse au stérol

SREBP : sterol regulatory element-binding protein, protéine liant I'élément régulateur sterol
TG : triglycéride

TNF : tumor necrosis factor

TVA : trans vaccenic acid, acide trans vaccénique

TZD : thiazolidinediones

UPR : unfolded protein response, réponse aux protéines malformées

VLDL: very low density lipoprotein, lipoprotéine de tres faible densité

XBP1: X box-binding protein 1
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L'Unesco a classé la gastronomie francaise au patrimoine de 'Humanité et a jugé qu’elle
relevait d'une "pratique sociale coutumiere destinée a célébrer les moments les plus
importants de la vie des individus et des groupes".

Outre son aspect hédonique, notre alimentation remplit une fonction santé majeure
depuis la mise en évidence de I'impact des nutriments sur la régulation de nombreuses
fonctions physiologiques. Ainsi, nous assistons au développement de plus en plus
d’aliments a effet santé ainsi que de compléments alimentaires pour tenter de prévenir
certaines pathologies comme les maladies cardiovasculaires et le cancer.

Dans ce contexte, diverses interrogations ont été soulevées au sujet de I'impact des
produits laitiers sur notre santé et plus particuliéerement celui des acides gras de
configuration trans (AGT) sur la prévention du cancer colique et le risque cardio-
vasculaire.

Notre étude a porté sur ces deux aspects : nous avons cherché d’'une part a déterminer
'effet des AGT sur la biologie de la cellule cancéreuse et d’autre part, a évaluer I'impact
des AGT sur les cellules musculaires lisses vasculaires, un des acteurs cellulaires de la
pathologie athéromateuse.

Les produits laitiers contiennent des isomeres conjugués de l'acide linoléique (CLA)
reconnus comme possédant des effets antiprolifératifs, et anti-tumoraux (par exemple,
le cancer du sein). Les CLA sont des isomeres positionnels et géométriques de 1'acide
octadécadiénoique avec deux double liaisons séparées par une simple liaison. Ils sont
présents dans divers types d'aliments, principalement dans le lait et les produits dérivés
ainsi que la viande de ruminants. Leur contenu dans ces aliments differe et dépend de
nombreux facteurs tels que 'espece animale, la saison, le mode d'alimentation, et le lieu
de paturage. Les effets bénéfiques des CLA ont d’ailleurs conduit au développement de
compléments alimentaires contenant un mélange des deux principaux isomeres : le cis9,
trans11 CLA et le trans10, cis12 CLA dans des proportions égales.

Pour asseoir scientifiquement les effets observés, ce groupe d'acides gras a été étudié in
vivo et in vitro dans le cadre de diverses pathologies. Cependant, malgré de nombreuses
études, leurs mécanismes d'action demeurent mal compris.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés aux effets d’'une supplémentation en
cis9, trans11 CLA et trans10, cis12 CLA sur le devenir de la cellule cancéreuse colique en
relation avec le métabolisme des acides gras mono-insaturés et plus particulierement

avec la stearoyl coA désaturase (SCD), enzyme limitante de leur biosynthese.

14

——
| —



La premiere partie de notre travail a été consacrée a I’étude de I'abolition de la
voie de biosynthése des AGMI par des inhibiteurs naturels -CLA-, synthétiques et
des ARN interférant, sur la viabilité de cellules non cancéreuses et cancéreuses
coliques. Le but de cette étude est de déterminer le potentiel anti-cancéreux de la

voie de biosyntheése des AGMI.

Les produits laitiers contiennent également des AGT mono-insaturés a 18 atomes de
carbone dont le principal composant est I'acide trans vaccénique (t11 C18:1)(TVA). Cet
AG est également un isomeére de l'acide élaidique (t9C18:1) qui lui est d’origine
industrielle et est présent en grandes proportions dans les produits manufacturés. Des
études épidémiologiques ont mis en relation une augmentation du risque
cardiovasculaire et la consommation d’acide élaidique (ELA). En revanche, les effets du
TVA restent méconnus, c’est pourquoi les industries laitieres s’intéressent a distinguer
les effets de ELA et du TVA sur les risques cardio-vasculaires et plus particuliéerement
dans le contexte de I'athérosclérose. Cette pathologie se caractérise notamment par une
altération du métabolisme lipidique conduisant a une accumulation de gouttelettes
lipidiques dans les macrophages et les CML vraisemblablement associée a une

lipogenese accrue régulé par SCD.

La seconde partie de notre travail a été de préciser I'implication possible des
acides gras trans en C18 ELA et TVA dans I'athérosclérose en étudiant leurs effets
sur le phénotype des CML (prolifération, apoptose, métabolisme lipidique avec un
intérét particulier pour I'enzyme SCD régulatrice de la voie des acides gras

monoinsaturés ) en comparaison avec I'acide oléique.
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Introduction générale :
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|. Caractéristiques et syntheses des acides gras

insatureés:

Les acides gras (AG) appartiennent a la grande famille des lipides et sont I'élément de
base de leur synthese. Ils interviennent comme pourvoyeurs d’énergie, éléments de
structure des membranes biologiques, mais également dans la signalisation cellulaire et
la modulation de I'expression de nombreux génes.

Ils sont apportés a notre organisme par 'alimentation et/ou par une synthése de novo.
Le contenu en AG de notre organisme est un équilibre régulé entre 'apport et/ou la
production, et le catabolisme de ces AG par [3-oxydation.

En fonction de leur degré d’insaturation et de leur longueur de chaine les AG se
répartissent en AG saturés (AGS), monoinsaturés (AGMI) et polyinsaturés (AGPI). Ces
différences structurales leur conférent des propriétés biologiques distinctes. De plus,
une simple modification de la configuration cis ou trans d'un AG insaturé (AGI) peut
également moduler ces propriétés.

Ce chapitre sera dédié a la description des caractéristiques des AG trans (AGT) en C18:1

d’origine naturelle et technologique, et a la synthése des AGI chez les mammiferes.

Les AGI présentent généralement des doubles liaisons de configuration cis. Cependant, il
s’avere que celles-ci peuvent étre de configuration trans dans de faibles proportions. Les
AGT rencontreés dans I'alimentation des mammiferes ont deux origines, la premiéere dite
“naturelle” issue de la biohydrogénation ruminale, et, la seconde dite “industrielle”

issue d'un procédé industriel.
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1. Définition:

Du point de vue de la chimie structurale, un acide gras trans se définit comme un AGI
possédant une ou plusieurs doubles liaisons de configuration géométrique trans, c'est-a-
dire, dont les substituants ou les atomes d’hydrogene se situent de part et d’autre du
plan de la liaison, contrairement a la configuration cis pour laquelle les substituants sont
situés du méme coté du plan.

En alimentation humaine, I’AFSSA cherchait une définition quant a I'origine des AGT. En
2005, il adopte la définition suivante : “les acides gras trans sont tous les AGMI et AGPI
présentant au moins une double liaison de configuration trans”. Cette définition ne
comporte aucune restriction sur lorigine des AG. L’AFSSA établit alors des
recommandations : baisser a 1g d’AGT pour 100 g de produit commercialisé, et elle
préconise un étiquetage de ces produits. Les industriels ont donc été invités a limiter les
teneurs en AGT industriel dans leurs produits.

En 2009, 'assemblée nationale a fait une proposition de loi concernant “I’étiquetage des
produits alimentaires qui doit comporter I'indication de la quantité d’acides gras «trans»
d’origine industrielle présents dans les produits préparés industriellement”.

Dans ce contexte, les industries laitiéres souhaitent faire une distinction entre les AGT

d’origine naturelle et industrielle, sous-entendant des effets différents sur la santé.

2. Origine:

Les AGT présents dans les aliments ont deux principales origines :

a) La biohydrogénation ruminale :

C’est l'origine naturelle de production d’AGT qui se fait par biohydrogénation ruminale.
Elle est responsable de la présence d’AGT dans les produits laitiers, et en moindre
proportion dans la viande de ruminant. Les réactions enzymatiques qui conduisent a
cette production d’AGT, se réalisent sous l'action des enzymes de la flore du rumen
(panse).

La biohydrogénation ruminale fait intervenir deux principales voies, qui conduisent a la
production d’acide trans vaccénique (TVA) a partir des deux précurseurs: l'acide

linoléique et I'acide a linolénique (Figure 1) [1-3].
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Rumen Sang Mamelle

C18:3 cis-9, ci5-12, cis-15 » C18:3 cis9, eis-12, cis-15 Acide a-linolénique
C18:3 cis9, ¢is-12, cis-15
g cis > : Acide inolegue
Clj? cis-9, cis-12 C18:2 cis-9, cis-12 C18:2 cis.0. ciet2
e O franc. 3 AI15- Acide ruménique (CLA)
C18:2 cis-9, frans-11 C18:2 cis-9, frans-11 C182 ¢is0. frans.11
i T.&-ﬁ désaturase
- ) Acide frans vaccénique
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Figure 1 : Biohydrogénation ruminale et distribution des AGT dans les
glandes mammaires [4]

Dans le rumen, la conversion du C18:1 trans 11 en C18:0 est une étape limitante
puisque celle-ci est faible et lente. Il y a donc une accumulation du C18:1 trans c'est-a-

dire le TVA [4, 5].

Les AGT formés au cours de la biohydrogénation ruminale sont absorbés par le systeme
sanguin et redistribué dans les tissus, notamment dans les glandes mammaires (Figure
1). Ainsi, les AGT formés au niveau du rumen, sont retrouvés dans le lait des ruminants
et dans les produits laitiers. Dans les glandes mammaires, sous l'action de la A9
désaturase, I'acide stéarique et le TVA sont convertis respectivement en acide oléique et
en acide ruménique (isomere conjugué de I'acide linoléique c9t11CLA ou CLA1) [6].

Hormis leur syntheése par biohydrogénation, les AGT présents dans le lait peuvent
également étre directement absorbés a partir des végétaux de l'alimentation des
ruminants. L'ensemble de ces AGT issus de la biohydrogénation ruminale peuvent étre
transformé par (-oxydation dans d’autres tissus: il en résulte une grande diversité

d’AGT présents dans le lait et les produits laitiers.
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Les compositions en AG des matieres grasses des produits laitiers sont maintenant bien
établies. Des études ont montré que les AGT en C18:1 représentait 72,36% des AGT
totaux des produits laitiers et que I’AGT majoritaire est le TVA puisqu’il représente 30 a

50% des AG trans totaux des matieres grasses laitieres (Figure 2) [5, 7].

\/\/W\/\/\/\Dj/cm

Figure 2 : Représentation de [’acide gras trans vaccénique

L’équipe de Wolff, en 1998, a montré que le lait de brebis possédait la plus forte teneur

en AGT en C18:1, en comparaison avec le lait de vache et de chévre (Tableau 1) [8].

Tableau 1: Composition moyenne en acide gras trans (% AG totaux) de la matiére grasse laitiere [8]

Brebis Vache Chévre

Teneur en C18 :1 trans (%AG totaux) 4,53-1,11 3,73 -0,68 2,68-0,88

Le lait et les produits laitiers contiennent également des isomeres conjugués de l'acide
linoléique, le plus présent étant l'acide ruménique (c9t11CLA ou CLA1) puisqu'il

représente 80 a 87% des isomeres CLA totaux (Figure 3) [9].

L’'isomere t10c12CLA n’est présent qu’a I'état de trace (<0,5%) dans les produits laitiers
et est apporté dans l'alimentation humaine sous forme de mélange équipondéral avec le
c9t11CLA -acide ruménique- dans des préparations commerciales, obtenues par
synthese, destinées a étre incorporées dans les aliments et en particulier les

compléments alimentaires (Figure 3).
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—> trans-10, cis-12 CLA= CLA2

— cis-9,trans-11 CLA= CLA1

— Acidelinoléique

Figure 3 : Isoméres conjugués de I'acide linoléique [10]

Le lait et les produits laitiers contiennent donc une grande diversité d’AGT, le TVA étant
I’AGMI de configuration trans majoritaire et I'acide ruménique (c9t11CLA) I'isomeére CLA
le plus présent.

Il existe une autre source de production d’AGT : I'hydrogénation catalytique.

b) Hydrogénation catalytique :

Les matieres grasses incorporées dans les aliments doivent répondre a certains criteres
tels que la stabilité a I'oxydation et la texture (croustillant, croquant ou fondant).
L’hydrogénation catalytique est un procédé industriel qui permet de répondre a
plusieurs criteres nécessaire a la fabrication de produit manufacturés. Ce procédé
permet 'hydrogénation des huiles afin de modifier la texture et rendre celles-ci plus
malléables et moins sensibles a I'oxydation. Il est responsable de la formation d’AGT qui
rentre dans la composition des margarines. Leur taux differe de 1% pour les nouvelles
margarines ménageres a 60% pour les margarines industrielles rentrant dans la
composition des produits manufacturés. Ces AGT rentrent ainsi dans la composition de
nombreux produits tels que les viennoiseries (croissants, cookies, biscuits,...), les

confiseries (bonbons, barres chocolatées...), et les potages en poudres.
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Les taux et la composition en AGT dépendent de plusieurs parametres : la nature et la
composition en AG des huiles, la nature du catalyseur, les conditions d’hydrogénation
(température, pression, agitation), et la texture de la matiere grasse souhaitée.

Lors de I'hydrogénation catalytique partielle des huiles végétales, les principaux AGT

formés sont les isomeres de I'acide oléique (Tableau 2) [4].

Tableau 2 : AGT produits lors de I’hydrogénation catalytique partielle [4]

Acide gras trans Taux (% en AGT)
Trans 18:1 85-95%
Trans 18 :2 5-15%
Trans 18 :3 <1%
Trans 16 :1 0,04%

Une étude de I'équipe d’Aro, en 1998 a mis en évidence que les AGT en C18 :1 formés au
cours de '’hydrogénation catalytique partielle ont principalement leurs doubles liaisons

trans en position 9, ce qui correspond a I'acide élaidique (ELA) (Figure 4) [11].

OPoisson ]

B Colza [

HSoja

% AG Totaux
n

Position Double Liaison

Figure 4: Distribution des isoméres C18 :1 trans dans trois huiles partiellement

hydrogenées [11]
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Il apparait donc clairement que dans les huiles partiellement hydrogénées, les AGT les
plus présents sont ceux en C18:1 et plus particulierement en position 9, c'est-a-dire

'acide élaidique (Figure 5).

[8] Hi

SN |

Figure 5 : Représentation de [’acide gras trans élaidique

Ces AGT se retrouvent dans notre organisme et interférent avec le métabolisme de
lipides. Ainsi il a notamment été montré que la cellule hépatique incorporait
préférentiellement 'acide oléique dans les structures lipidiques plus complexes plutot

que 'ELA et que celui-ci est préférentiellement dégradé par (-oxydation [12].

L’organisme est donc susceptible d’incorporés des AGT d’origine naturelle ou
industrielle issu de I'alimentation. Cependant, il est également capable de synthétiser

certains AG.

Chez 'homme, la synthese de novo des AG se déroule principalement dans les tissus
lipogéniques tels que le foie, le tissu adipeux, les glandes mammaires et les reins. Dans
certaines maladies telles que le cancer, une lipogenese accrue est également observée
dans les tissus touchés par la pathologie.

La biosynthese des AGI a longue et tres longue chaine est initiée a partir de différents
précurseurs synthétisés de novo (acétyl-CoA et malonyl-CoA) ou alimentaires pour les
AGPI des familles en n-3 et n-6 - n étant le nombre d’atomes de carbone compris entre le
groupement méthyl terminal et le premier atome de carbone impliqué dans une double
liaison. Par exemple, pour le C18:2 n-6, cet AG est formé de 18 atomes de carbone,
comprenant deux double liaisons a compter du sixieme carbone a partir de I'extrémité

meéthyl terminale.
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1. Synthese des acides gras polyinsaturés des familles en n-3 n-6 :

Les mammiferes n’ont pas la capacité de produire les précurseurs des AGPI des familles
en n-3 et n-6 qui sont respectivement les acides a-linolénique et linoléique [13, 14] . La
seule source de ces précurseurs est I'alimentation. Ces AG sont dits indispensables.

Ces AG a 2 et 3 doubles liaisons sont alors pris en charge par la machinerie enzymatique
(désaturases et/ou élongases) de notre organisme pour produire les différents AGPI des

familles n-3 et n-6 (Figure 6) [13, 15].

Ainsi, I'acide linoléique (LA) (C18:2 n-6) peut étre converti en acide y-linolénique
(GLA)(C18:3 n-6) par une A6 désaturase. L’acide dihomo-y-linolénique (DGLA) (C20:3
n-6) est issu de I’élongation de 'acide y-linolénique (C18 :3 n-6) par élongase. Le DGLA
(C20:3 n-6) est substrat d'une A5désaturase ayant pour produit I'acide arachidonique
(AA) (C20:4 n-6) qui sous l'action d’élongase va aboutir a la formation de l'acide
adrénique (C22:4 n-6). Ce dernier peut étre converti en C24:4 n-6 par une étape
d’élongation. La désaturation du C24 :4 n-6 par une A6 désaturase permet la formation
de C24 :5 n-6 (Figure 6) [13, 15].

L’acide a-linolénique (ALA) (C18:3 n-3) peut étre converti par une A6 désaturase en
acide stéaridonique (SDA) (C18:4 n-3) qui sous l'action d’'une élongase est converti en
acide eicosatetraénoique (C20:4 n-3). Ce dernier peut alors étre substrat d'une A5
désaturase formant l'acide eicosapentaénoique (EPA) (C20:5 n-3), lui-méme pouvant
étre converti en acide docosapentaénoique (DPA) (C22:5 n-3) par une élongase. Ce
dernier est converti en acide tetracosapentaénoique (C24:5 n-3), qui peut alors subir
une A6 désaturation pour fournir l'acide tetracosahexaénoique (C24:6 n-3) (Figure 6)
[13, 15].

Les C24:5 n-6 et C24:6 n-3 peuvent alors entrer dans la voie de [-oxydation
peroxisomale pour fournir respectivement les 22 :5 n-6 et 22 :6 n-3 (DHA) (Figure 6)

[13, 15].
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Famille en n-6 Famille en n-3

LA 18:2 n-6 ALA 18:3 n-3
l elta-o desaturation l
GLA 18:3 n-6 SDA 18:4 n-3
elongation ¢
DGLA 20:3 n-6 20:4 n-3
Delta-6 desaturation \l{
AA 20:4 n-6 EPA 20:5 n-3
¢ elongation
22:4 n-6 DPA 22:5 n-3
Cl1OonNgAation ¢
24:4 n-6 24:5n-3
¢ Delta-b desaturation l:

24:5 n-6 24:6 n-3
l D-OXVaaiLtion l
peroxvsomale

22:5n-6 DHA 22:6 n-3

Figure 6: Biosynthése des AGPI de la série n-3 et n-6 chez les mammiféres

LA : lacide linoléique, GLA : acide y-linolénique, DGLA : acide dihomo-y-linolénique, AA :
l’acide arachidonique, ALA : acide a-linolénique, SDA : acide stéaridonique, EPA : acide

eicosapentaénoique, DPA : acide docosapentaénoique, DHA : acide docosahexaénoique
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2.  Synthese des acides gras monoinsaturés en C16 et C18: ACC, FAS et SCD

La synthese des AGMI a moyenne et longue chaine (C16 et C18) débute par la formation
d’acide palmitique qui est obtenu par l'action successive de deux enzyme : I'acétyl-coA
carboxylase(ACC) et la fatty acid synthase (FAS).

ACC catalyse la premiere étape de la biosynthese des AG. Elle convertit 'acétyl-CoA en
malonyl-CoA, intermédiaire métabolique qui d’'une part participe a la biosynthese des
AG et d’autre part inhibe leur transport vers le site de la -oxydation (Figure 7)[16].

Il existe deux isoformes d’ACC (ACC1 et ACC2) se distinguant par une extension de 146
acides aminés en NH2 terminal [17]. Les deux isoformes présentent plus de 70%
d’homologie de séquence et une activité enzymatique similaire [17].

Les deux isoformes d’ACC sont localisées dans le tissu adipeux brun, le foie et le cerveau,
tandis que le tissu adipeux blanc n’exprime que I'isoforme ACC1. ACC2 est prédominant

dans le muscle squelettique et cardiaque [17, 18].

ATP ADP malonyl CoA

acetyl CoA biotine O /O-
T8 , g
77N\ (]:H 2
d” SCoA A
COo Pi  d SCoA

<

Figure 7 : Conversion de [’acétyl CoA en malonyl CoA par [’Acétyl-CoA Carboxylase (ACC)

Le malonyl-CoA synthétisé par 'action d’ACC est ensuite pris en charge par FAS qui est
une enzyme multifonctionnelle constituée de deux chaines polypeptidiques avec sept
activités enzymatiques nécessaires a la biosynthese des AG (Figure 8)[16]. Ces activités
sont l'acetyl/malonyl-CoA transferase, (-cétoacyl synthase, B-cétoacyl reductase, [3-
hydroxyacyl dehydratase, enoyl reductase, ACP et thioesterase. Le nombre de cycles
réactionnels peut varier de deux a huit aboutissant a la formation de tous les AG
intermédiaires entre les AG a trés courte chaine (C4 :0) et l'acide stéarique (C18 :0).
L’activité de FAS conduit principalement par la succession de sept cycles a la formation

de l'acide palmitique (C16 :0) (Figure 8) [16].
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Figure 8 : Séquence de réactions de la biosynthese des AG [19]

L’acide palmitique synthétisé a partir de I'action d’ACC et de FAS pourra ensuite étre
prise en charge par des enzymes modifiant sa longueur de chaine et/ou insérant une
double liaison. Nous nous intéresserons tout particulierement a I'enzyme stearoyl-CoA
désaturase (SCD) qui introduit une double liaison cis en position A9 de l'acide
palmitique (C16:0) et de I'acide stéarique (C18:0) obtenu suite a une élongation de
'acide palmitique (Figure 9) [13]. Il en résulte la formation des AGMI C16 :1 n-7 (acide
palmitoléique) et C18 :1 n-9 (acide oléique) (Figure 9) [13].
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Figure 9: Biosynthése des AG a longue chaine chez les mammiferes [13]

. L’'enzyme de biosynthese des acides gras

monoinsaturés en n-9 : la stéaroyl-CoA désaturase

L’enzyme responsable de la désaturation des AG en n-9 et le processus enzymatique a
'origine de I'addition de cette double liaison, ont été décrits pour la premiere fois chez la
levure en 1960 par Bloomfield et Bloch [20]. L’enzyme responsable, la stéaroyl-CoA
désaturase (SCD) a été purifiée en 1977 par I'équipe de James dans le foie de rat et en
1982 par I'équipe de Stumpf dans le carthame [21, 22]. La purification de 'enzyme est
cependant partielle puisqu’in vitro, 'enzyme et ses différents cofacteurs n’induisent pas
de réaction de désaturation ; la présence de microsomes reste indispensable.

SCD est une enzyme au carrefour de la synthese lipidique et apparait comme un élément
clé du métabolisme lipidique.

L’activité SCD est dépendante de la présence de cofacteurs NADPH et de deux autres
protéines, l'accepteur d’électrons cytochrome b5 et la flavoprotéine cytochrome b5

reductase.
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SCD qui possede une activité A9 désaturase, introduit une double liaison cis en position

9 des acyl-CoA saturés (Figure 10) [4-6].

R
NADPH+H* Fytochrome bE}) Cytochrorpe b5 R/ +2HO
réductase oxydée oxydée HoH
SCD
Cytochrome b5 Cytochrome b5 R H H R
NADPH réductase réduit réduit H>_<H + 0y 2H’

Figure 10 : Co-facteurs intervenant dans [ activité delta9 désaturase de SCD [23]

Ses substrats préférentiels sont le palmitoyl-CoA et le stearoyl-CoA qu’elle convertit
respectivement en palmitoleoyl-CoA et oléoyl-CoA [24, 25]. Les AGMI ainsi synthétisés
entrent dans la composition de plusieurs classes lipidiques majeures, telles que les
phospholipides (PL) - composants majoritaires des membranes biologiques-, les

triglycérides (TG) et des esters de cholestérol (CE) (Figure 11) [23].

Acétyl-CoA

\/\/\/‘\/\/WO palmitoyl-CoA S stéaroyl-CoA

Q
s SCD s——)
0
/WM/J'I‘-\OH
/l/ palmitoleoyl-CoA oléoyl-CoA W\/\/\/\/‘i
; — o
. . - Estersde
Phospholipides Triglycérides cholestérol

Figure 11 : Implication de SCD dans la synthése lipidique [26]
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SCD a été clonée dans différentes espéces telles que la levure, C.elegans, le mouton, le

hamster, le rat, la souris et’'Homme et existe sous plusieurs isoformes [27-36].

Chez 'Homme, deux isoformes ont été identifiées : SCD1 et SCD5. Le gene SCD1 est porté
par le chromosome 10. Sa transcription donne lieu a la synthese de deux ARNm de taille
différente (3,9 et 5,2kb), conséquence de deux signaux de polyadénylation [36]. La
protéine SCD1 est ubiquitaire mais présente a des taux variables selon le tissu considéré.
Elle est fortement exprimée dans le foie. Un pseudogéne SCD1, transcriptionnellement
inactif, a également été découvert sur le chromosome 17. L’isoforme SCD5, découverte
plus récemment, est codée par le géne ACOD4 du chromosome 4 [37]. Chez le feetus,
I'expression de SCD5 est exclusivement cérébrale. Chez I'adulte, la protéine SCD5 est
présente dans le cerveau et le pancréas. Les protéines SCD1 et SCD5 possédent une

homologie de séquence de 58% [37].

Chez la souris, il existe 4 isoformes de SCD codées par 4 génes distincts portés par le
chromosome 19. Ces différentes isoformes possedent une homologie de séquence en
acides aminés comprise entre 85 et 88% [37]. La distribution tissulaire de chacune des
isoformes dépend de la région 5’ des genes correspondants [37]. La protéine SCD1 est la
plus exprimée. Elle est retrouvée a des taux variables dans I'’ensemble des tissus. Le foie
présente la plus forte expression de SCD1, la seule isoforme dans cet organe. SCD1 est
également présente dans les reins, les poumons, I'estomac, les muscles et la peau. La
protéine SCD2 est détectée au niveau du cerveau, des reins, des poumons, de la rate, de
la peau, des testicules, et du tissu adipeux. Les isoformes SCD3 et SCD4 sont quant a elles
exclusivement présentes dans la peau et le cceur respectivement [32, 38, 39]. Les
différentes isoformes de SCD ne possedent pas la méme capacité a désaturer les
substrats acides palmitique et stéarique. En effet, les deux AG sont substrats de SCD1,

SCD2, et SCD4 tandis que SCD3 utilise préférentiellement I'acide palmitique [38].

Chez le rat, seules deux isoformes ont pour l'instant été identifiées : SCD1 et SCD2. Ces
deux isoformes possedent une répartition tissulaire et une homologie de séquence avec

les isoformes SCD1 et SCD2 de la souris [31, 40].
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La protéine SCD1 a une taille de 37kDa. C’est une enzyme ancrée dans la membrane du

réticulum endoplasmique (RE) (Figure 12).

Figure 12: Localisation de la SCD dans le RE - Les cellules U20S sont transfectées avec un plasmide contenant
SCD couplés a la molécule fluorescence EGFP.

Elle contient quatre domaines transmembranaires avec les extrémités NH2 et COOH
situées dans le cytoplasme (Figure 13). Les deux boucles présentes au niveau de la
lumiere du RE sont assez courtes. L'unique boucle cytosolique est plus longue et
contient deux domaines riches en histidine, chacun formant une boite His. Ces deux

boites-associées a une troisieme située du co6té C-terminal forment le site catalytique de

I'enzyme [41].

\753@%) %E)@‘} gg% @}E} DG 30 c
0 ) & @ q ) O 0 O K
%‘)p% @%3 P>®©h%©%(y oo@%é}%@g
® © D @ ® 8 ® : Q
98 $29 GoC Heec 2 § 008 &8
@ ® dq ® ® Q 0 © @ ® (Q ® ;A, ® © ® @ o @ @
ND @ é) ®0 20 0O®pb o @ ® 3o 8 9§
U] 0O @ (6] ® ® p ®O ® ®© @ © & O 2 o
y 8% P) Q‘ ¢ ® S 0} : D ® @
> @ 2 ol B @ ® 4 ® @ o ® @
Se o 8 %\cm; B)(,SE %0 & 208 %:) ;ﬂ‘@éj g £ Qo
- © @ . O O 0 @ﬁv\
® Lo g* 222 @ 272 322
®

Cytoplasm o L Oy

S -
o
@@
"\@ 2

©
260
&
(=]

ER Lumen S ) W
C ‘\,\ )
924:?\'3 (B0 97 233 Qr@@

©
@,
=
8
&

Figure 13 : Topologie membranaire de SCD [41]
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SCD posséde un role clé dans la syntheése des AGMI et participe indirectement au
renouvellement des membranes cellulaires, et au stockage des lipides excédentaires
issus d'un surplus d’absorption lipidique et glucidique. De nombreux facteurs
hormonaux et alimentaires régulent SCD (Tableau 3)[26]. Les régimes hyper-
glucidiques, I'insuline, le glucose, le fructose, et le cholestérol par exemple induisent une
augmentation de I'expression hépatique de SCD1. Tandis que les AGPI alimentaires, les
isomeres conjugués de l'acide linoléique (CLA), les hormones thyroidiennes et TNF-a

inhibent I'expression hépatique de SCD1 (Tableau 3)[26].

Tableau 3 : Principaux facteurs régulant SCD

Facteurs alimentaires Facteurs hormonaux Autres

¥ Glucose “ Insuline “ Peroxysome

“ Fructose A “ Hormones de croissances “ Température

“ Vitamine A “ Estrogénes “ Fer

“ Cholestérol “ Androgénes “ Agoniste LXR

“ Vitamine D Y Leptine “TGF-B

¥ AGPI ¥ Glucagon “ Lumiere

v 4 Alcool Y Hormones thyroidiennes “ b-amiloid

“ vY(CLA “ ¥ Dehydroepiandrosterone ¥ Thiazolidinediones
¥ Cadmium
¥ TNF-«a

L’expression du gene SCD est finement régulée. Une dérégulation de I'expression de SCD
posséde de nombreuses conséquences et aboutissent généralement au développement
de pathologies tels que l'obésité, les dyslipidémies, le cancer ou les maladies
cardiovasculaires.

Des études ont montré que la transcription de ce gene était finement contrélée [26].
L’analyse informatique du promoteur de SCD1 humain et de souris montre la présence
d’éléments de réponse a des facteurs de transcription connus pour leurs implications
dans la régulation du métabolisme lipidique et qui pour certains se sont avérés réguler

'expression génique de SCD1 [36, 42].
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1. Réqulation transcriptionnelle :

Le promoteur SCD1 a été initialement décrit comme contenant un élément de réponse
aux AGPI (PUFA-RE). Cet élément fut par la suite plus précisément caractérisé comme un

élément de réponse au stérol (SRE) (Figure 14) [43].
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Figure 14: Localisation des éléments de réponse sur les
promoteurs SCD1 et 2 murin et SCD1 humain [43]

a)  SREBP:

Le facteur de transcription SREBP, est connu comme étant un régulateur important de
SCD en se fixant sur le SRE situé en amont du site d’initiation de la transcription a -
422pb pour SCD1 de souris et a-364pb pour SCD1 humain.

SREBP fait partie de la famille des leucine zipper hélice-boucle-hélice. Il fiit initialement
identifié comme un facteur liant le SRE sur le promoteur du géne des récepteurs aux LDL
[44]. 1l existe deux isoformes : SREBP-1 et SREBP-2 issues de la transcription de deux
genes différents. SREBP-1 posséde deux isoformes : SREBP-1a et SREBP-1c issues de la
transcription du méme géne mais par deux sites d’initiation de transcription différents
[45]. SREBP-2 est plus particulierement impliquée dans la régulation du métabolisme du
cholestérol. SREBP-1c cible les enzymes de synthese des AG tandis que SREBP-1a cible a
la fois les enzymes de la synthéese du cholestérol et des AG (Figure 15) [46].
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Figure 15: Régulation de la biosynthése des AG et du cholestérol par SREBP [46]

Les génes régulés par SREBP sont en italique -CYP51, lanosterol 14a-demethylase; DHCR,
7-dehydrocholesterol reductase; FPP, farnesyl diphosphate; G6PD, glucose 6-phosphate
dehydrogenase; GPAT, glycerol 3-phosphate acyltransferase ; GPP, geranylgeranyl
pyrophosphate synthase ; HMG-CoA, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA ; IPP, isopentenyl
pyrophosphate; LDL, low density lipoprotein ; PGDH, 6-phosphogluconate dehydrogenase.

SREBP est synthétisé sous forme de précurseurs d’environ 1150 acide aminés accrochés
au RE. Les précurseurs de SREBP sont organisés en différents domaines : le domaine N-
terminal d’environ 500 acides aminés contenant la région bHLH-Zip; deux segments
transmembranaires hydrophobes interrompus par un court segment d’environ 30
acides aminés dans le lumen du RE; et le domaine C terminal d’approximativement 590
acides aminés. Pour étre activé, le précurseur SREBP doit étre libéré de la membrane
afin d’étre transloqué au noyau cellulaire [46].

Cette activation est réalisée par clivage protéolytique qui se déroule en deux temps et
fait intervenir trois autres protéines (Figure 16) [46]. La protéine SCAP (SREBP
cleavage-activating protein) sert a la fois d’escorte et de senseur de stérol. La protéine
SCAP est ancrée dans le RE par huit domaines transmembranaires, dont cinq d’entre eux
sont importants dans la perception aux stérols. Le domaine C-terminal de SCAP contient

des régions hydrophiles qui médient I'interaction avec le domaine C terminal de SREBP.
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Lorsque la demande cellulaire en lipides est augmentée, SCAP percoit ces besoins et
escorte SREBP du RE a I'appareil de Golgi. La protéase Site-1 clive alors SREBP au niveau
de la boucle luminale hydrophile (Figure 16).

Le second clivage protéolytique est réalisé par la protéase Site-2, qui clive SREBP dans le

premier segment transmembranaire, libérant ainsi le segment N-terminal de la

SREBP Nucleus

@ Sterols

D
Golgi ]

membrane.

——p

Figure 16: Clivage protéolytique de SREBP par les stérols [46]

bHLH, basic-helix-loop-helix-leucine zipper domain of SREBP; REG, regulatory domain
of SREBP; WD, WD-repeat domain of SCAP; S1P, Site-1 protease; S2P, Site-2 protease.

Les facteurs de transcription de la famille SREBP mature peuvent alors se fixer sur
I’élément cis du promoteur de SCD1 et ainsi réguler son expression.

Il a été montré que la répression de I'expression de SCD1 par les AGPI et le cholestérol
est régulée par une inhibition de la maturation de SREBP1 et SREBP2 [23]. En effet,
I’équipe de Ntambi a mis en évidence une répression de I'activité du promoteur de SCD1
lors de traitement par le cholestérol et les AGPI docohexahénoique (DHA),
arachidonique (AA) et eicosapentaenoique (EPA) dans des cellules d’hépatocarcinomes.
L’acide oléique ne semble pas modifier I'activité du promoteur SCD dans ces cellules
[43].

Par ailleurs, I'induction de la prolifération cellulaire a partir de cellules quiescentes par
'ajout d’un facteur de croissance (PDGF-BB, KGF) est corrélée a une augmentation de
I'expression de genes impliqués dans le métabolisme lipidique - dont SCD1- via
I'induction de la voie PI3K et JNK/SREBP dans des cellules fibroblastiques et de cancer
du poumon [47, 48].
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b) LXR :
La transcription de SCD1 est également régulée par le récepteur X hépatique (LXR) via
son élément de réponse sur le promoteur (LXRE) [49]. LXR appartient a la superfamille
des récepteurs nucléaires aux hormones et forme des hétérodimeres avec les récepteurs
X aux rétinoids (RXR). Il en existe deux isoformes : LXRa et LXR[. Lorsque qu’un ligand
tel que les oxysterols, se fixe sur LXR, le complexe régule des genes impliqués dans le
transport inverse du cholestérol et dans le métabolisme lipidique [49-51]. Des
traitements avec le ligand synthétique agoniste de LXR (T0901317) augmentent
I'expression de SCD1 dans le foie de souris et dans les cellules endothéliales humaines,
les protégeant ainsi de la lipotoxicité des AGS [49, 52]. Il a également été démontré
qu’'une activation du facteur de transcription LXR participait a l'installation d’une
hypertriglycéridémie, via une induction de SCD1 par des voies SREBP dépendantes et

indépendantes [49, 53].

c)  PPAR:

Le promoteur de SCD1 contient également des éléments de réponse aux PPAR (PPRE).
Les peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) se fixent sur les PPRE en
association avec RXR. Les PPARs sont également des facteurs de transcription pouvant
réguler I'expression de SCD1. Trois genes de PPAR (a,[3,y) ont été clonés et séquencés
dans différentes especes: la xénope, la souris, le rat et 'humain [54]. Les différents
tissus d'un organisme expriment préférentiellement I'une des trois isoformes de PPAR.
Ainsi PPARa est exprimé dans le foie, le tissu adipeux brun, le cceur, et les reins et est
plus particulierement responsable de l'induction des genes du catabolisme lipidique.
Chez les souris PPARa -/-, la capacité d'induire SCD1 est fortement diminuée [55].
PPARP est ubiquitaire et régule les genes impliqués dans la [3-oxydation. L’agoniste
GWO0742 de PPARP inhibe également |'expression de SCD1 in vitro [56]. PPARy, exprimé
préférentiellement dans le tissu adipeux, est impliqué dans la différenciation
adipocytaire et régule les genes impliqués dans le stockage lipidique. Une délétion des
deux alleles de PPARYy est 1étale dés le stade embryonnaire. Cependant une délétion d’'un
seul alléle induit une augmentation de la sensibilité a I'insuline et diminue 'impact des

régimes induisant 'obésité [57, 58]. Les conséquences de la délétion de PPARy peuvent
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étre mis en relation avec le fait que PPARy augmente la transcription du gene SCD1 dans
le foie de souris [59, 60].

Des médicaments anti-diabetiques comme le thiazolidinediones (TZD) agissent comme
des ligands synthétiques de PPARy. Parmi trois formes de TZD que sont la troglitazone,
rosiglitazone et la pioglitazone, la pioglitazone n’induit aucune modification de
I'expression de SCD1 dans le sérum et le foie de rat Zucker [61]. En revanche, la
rosiglitazone et la troglitazone ont des effets inverses puisque la rosiglitazone induit
I'expression de SCD1 dans le tissu adipeux humain tandis que la troglitazone réprime le
gene de SCD1 [62, 63]. Les mécanismes d’action des trois TZD sur SCD1 restent

indéterminés.

d) Les récepteurs aux aestrogénes:

Les récepteurs aux cestrogenes constituent une autre classe de récepteurs nucléaires
pouvant réguler 'expression de SCD. Ils existent sous deux formes: a et . Lorsqu’un
ligand s’y fixe, ils forment des homodimeres ou des héterodimeres entre eux afin de
réguler transcriptionnellement un certain nombre de génes impliqués notamment dans
le métabolisme lipidique. Chez les souris, dépourvues en récepteur, il a été montré une
forte augmentation des enzymes de la lipogenése dans le foie et le tissu adipeux. Plus
particulierement, une augmentation de SCD1 a été reliée a une augmentation de
'adiposité et de la résistance a l'insuline [64, 65]. L’équipe de Dahlman-Wright a montré
la répression directe de l'activité du promoteur de SCD1 en présence d’cestrogenes,
permettant chez des souris sous régime hyper-lipidique de réduire I'expression de SCD1

d’environ 80% [64].

2. Réqulation de la stabilité de I’ARN:

La modulation de l'expression de SCD1 peut également avoir lieu au niveau post
transcriptionnel. En effet, 'équipe de Ntambi montre une régulation de SCD1 au niveau
de la stabilité de 'ARNm [66]. Dans des pré-adypocytes de souris 3T3-L1, la stabilité de
I’ARNm de SCD1 est fortement réduite lors de traitements par I'acide arachidonique et

conduit a une répression de I'activité de SCD1 d’environ 60% [66]. En effet, la demi-vie
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de I'ARNm est réduite de 25h10 a 8h30. Des traitements par les AGPI linoléique et
linolénique induisent également une inhibition de I'expression en ARNm de SCD1 tandis
que l'acide oléique - un AGMI- et l'acide stéarique - un AGS- n’induisent aucune
modification de 'expression en ARNm de SCD1 dans les adipocytes. Les AGPI répriment
donc l'expression de SCD1 en diminuant la stabilité de son ARNm [66]. Une seconde
étude conduite chez la levure conforte ces résultats. En effet, la demi-vie de 'TARNm de
I'olel -géne codant la A9 désaturase chez la levure- est fortement diminuée lors de
traitements par I'’AGPI linoleique passant de 10min a moins de 2,5min. Les AGS en
revanche ne régulent pas la stabilité de ’ARNm olel [67].

Ces résultats sont observés pour d’autres ARNm codant des facteurs liés au métabolisme
lipidique telle que FAS. L’étude de la demi-vie de 'ARNm de la FAS dans des cellules
pulmonaires feetales lors de traitements par des glucocorticoides révele une
augmentation de la stabilité de 'TARNm de FAS -la demi-vie de 'TARNm passant de 4h a
7h21 [68].

3. Régulation post-traductionnelle de la stéaroyl-CoA :

Depuis déja plus d’'une quarantaine d’années, la régulation post-traductionnelle de SCD1
est envisagée. En effet, des souris soumises a un régime restreint en matiere grasse
présentent une augmentation de 'expression protéique de SCD1 de plus de 50 fois. Cette
surexpression diminue rapidement, apres un retour a une alimentation standard jusqu’a
des niveaux indétectables suggérant une dégradation rapide de la protéine SCD1,
indépendamment d’une régulation transcriptionnelle [69].

SCD1 est une protéine a demi-vie courte d’environ 3h30 dont la dégradation peut étre a
la fois dépendante et indépendante du protéasome [70-72].

Il a tout d’abord été montré que dans le foie, SCD1 est dégradée par une voie
indépendante du protéasome [70]. L’équipe d’Ozols a caractérisé et purifié une protéase
de type ER plasminogene (PLG) responsable de la dégradation de SCD dans des
microsomes de foie de rat [70, 71, 73, 74]. Ils mettent en évidence I'importance d'un
résidu lysine en N-terminal dans la dégradation de la protéine SCD1. Une mutation de ce
résidu par un résidu alanine induit une augmentation de la stabilité de la protéine SCD1

sans modifier son activité [75].
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Une seconde étude a démontré I'implication du protéasome dans la dégradation de
SCD1. L’équipe de Kato décrit que la dégradation SCD1 peut étre réduite par des
inhibiteurs du protéasome et que la protéine SCD1 avec I'étiquette de polyubiquitine
s’accumule dans le RE [72]. IIs ont montré que la modification post-traductionnelle de
SCD1 était corrélée avec son interaction avec AAA-ATPase p97. Cette derniére est
recrutée par la voie proteasome-dependant ER associated degradation (ERAD),
indiquant une possible implication de cette voie dans la régulation du taux de SCD1,
dans les cellules de mammifere. De plus, cette équipe démontre I'importance de la
séquence PEST - riche en proline, glutamine, sérine et thréonine - et plus
particulierement du résidu 66 du segment N-terminal de SCD1, dans la régulation de sa

dégradation par le protéasome dans le RE [72, 76].

4. Réqulation allostérique :

Depuis quelques années, nous assistons au développement de nouveaux outils
moléculaires qui permettent une meilleure compréhension des fonctions biologiques de
SCD1 tels que les souris SCD1-/- ou asebia (qui posseédent une mutation naturelle de
SCD1), les oligonucléotides antisens et les inhibiteurs de 'activité SCD.

Des inhibiteurs de SCD1 ont été rapportés initialement, tels que I'acide 9-thiastéarique,
'acide sterculique et I'isomere conjugué de I'acide linoléique (t10c12CLA) [77]. Leur
manque de spécificité ne permet pas de les utiliser comme inhibiteurs de SCD et le
developpement d’outils plus appropriés était nécéssaire.

De grands groupes pharmaceutiques ont pris l'initiative de développer des inhibiteurs
synthétiques de SCD, afin de déterminer son implication dans des pathologies tels que
I'obésité, les maladies cardiovasculaires et le cancer. Les enjeux commerciaux sont
importants et une véritable compétition s’est installée. En effet, plus de 70 inhibiteurs de
SCD1 ont été recensés ces 5 dernieres années [77, 78].

La localisation membranaire de SCD rend difficile l'obtention d’une structure
cristallographique de cette protéine, qui permettrait de guider la conception de
médicaments basés sur sa structure. Ainsi, la découverte de molécules inhibant SCD est
fondée sur le dépistage a haut débit de dérivés moléculaires. Il existe plusieurs familles

d’inhibiteurs. Nous pouvons citer par exemple les dérivés de la famille azine (pyridazine,
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pyrazine, piperidine), d’acides tétrazoleacétique, de pteridione, de pyrazolyl,
d’azolanone et les bicyclique pyrrolopyrrolodiamine.

Tous ces dérivés sont des inhibiteurs de SCD mais les effets biologiques in vivo de ces
composés demeurent pour la plupart inconnus. Les données dont ont dispose
actuellement sur ces inhibiteurs concernent essentiellement ceux de la famille des
azines. En effet, des souris ob/ob traitées par un dérivé pyridazine-piperidine-urée
pendant 4 jours présentent un index de désaturation (ratio C16:0/C16:1 et
C18:0/C18:1) plus faible dans leurs triglycérides, phospholipides et esters de
cholestérol (sans effet secondaire apparent). Une seconde étude portant sur des souris
sous régime induisant 'obésité pendant trois semaines met en évidence que ce méme
composé, induit comme précédemment une diminution des index de désaturation dans
les triglycérides, phospholipides et esters de cholestérol. Cependant, cette étude met
également en évidence des effets secondaires importants -développement de problémes
de peau, alopécie.

Plus récemment, I'équipe de Zablocki a mis au point un certains nombre d'inhibiteurs de
SCD1 dérivés de pyrazine acetamide [79-81]. Le plus prometteur d’entre eux, le CVT-
11127, testé sur des microsomes de foie de rat et des cellules humaines HepG2, inhibe
spécifiquement SCD sans inhiber les A5 et A6 désaturases. De plus, des dosages aux
niveaux de différents organes et du plasma montrent une bonne biodisponibilité de la
molécule et une bonne incorporation au niveau du foie - principal organe impliqué dans
la biosynthese lipidique. L’équipe d’Igal a décrit plus spécifiquement les effets
biologiques de cet inhibiteur - le composé CVT-11127 - sur trois lignées de cancers
pulmonaires (H1299, H460, et A549). IIs ont montré une inhibition spécifique de SCD1
dans les trois lignées ainsi qu'une diminution du ratio AGMI sur AGS [82].

Ces composés fournissent de nouveaux outils et molécules pharmacologiques de pointe
afin d’appréhender le réole de SCD1. Malheureusement, de nombreuses molécules
inhibant SCD sont soumises a des brevets ne permettant pas de connaitre I'état
d’avancement des données in vivo.

Néanmoins, des progres importants dans la découverte et la caractérisation de
nouveaux inhibiteurs de SCD1 apportent de nouvelles données sur les mécanismes
d'action, la gamme d’index chimique de désaturation et a I'optimisation chimique de ces
composés. Ces avancées aideront a fournir les informations nécessaires pour développer la

prochaine génération des inhibiteurs de SCD1 plus spécifiques nécessaires en thérapie.
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Chapitre 1 : Métabolisme des acides

gras monoinsatureés et cancer
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Introduction:

|. Généralités:

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) décrit le cancer comme “un terme général
appliqué a un grand groupe de maladies qui peuvent toucher n'importe quelle partie de
l'organisme. L'une de ses caractéristiques est la prolifération rapide de cellules anormales
qui peuvent essaimer dans d'autres organes, formant ce qu'on appelle des métastases. De
nombreux cancers peuvent étre prévenus en évitant les principaux facteurs de risque,
comme le tabagisme. Un nombre significatif de cancers peuvent étre soignés par la
chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie surtout s'ils sont détectés suffisamment

tot.”

En 1965, 'OMS a créé un centre épidémiologique propre a I'étude de l'incidence des
cancers. Le département d’épidémiologie descriptive du Centre International de
Recherche sur le Cancer (CIRC) a permis de réaliser des estimations sur l'incidence du
cancer dans le monde. Ces données ont été récoltées dans le cadre du projet GLOBOCAN
2002.

L’'union Européenne a mis a disposition des chercheurs un réseau européen des
registres des cancers (ENCR) chargé depuis 1989 de rassembler les données sur les
cancers européens et de les homogeénéiser. Ces organismes ont permis de dresser un
état des lieux de l'incidence des cancers dans le monde et plus particulierement en
Europe.

Le cancer touche environ 10 millions de personnes dans le monde. Plus de 4,4 millions
des cas proviennent d’Asie, dont 2,5 millions d’Asie Orientale qui a l'incidence la plus
élevée. Le nombre de cas diagnostiqués en Amérique du Nord est estimé a 1,4 millions,
en Afrique a 630 000 et en Europe a 3,2 millions. Au niveau de I'Europe, 'équipe de
Ferlay a d’aileurs publié en 2007 I'incidence -nombre de nouveaux cas diagnostiqués - et

la mortalité des cancers (Figure 17) [83].
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Figure 17 : Estimation en milliers de I'incidence (A) et de la mortalité (B) des différents

cancers en Europe [83]

En 2006 en Europe, I'estimation du nombre de cancers diagnostiqués est de 2 288 100
et 'estimation de mort par cancer est de 1 165 500.

Le cancer est donc un probleme de santé publique majeur et particulierement dans les
pays industrialisés. Les efforts engagés dans les domaines de la recherche, de la

prévention et du soin ont néanmoins permis de réduire les taux de mortalité.
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Les principaux facteurs de risque sont d’'une part héréditaires (en particulier pour le
cancer du sein et du c6lon) et d’autre part environnementaux. Le développement de
cancer suite a une exposition environnementale est estimé a 70% des cas. La
transmission héréditaire de mutations aboutissant au cancer représente cinq a dix
pourcents des cas. Vingt a vingt cinq pourcents des cas restant sont dus a des mutations
touchant des cellules somatiques suite a une absence de réparation (systeme de contréle
du cycle cellulaire ou machinerie de réparation défaillante). Le risque de développer un
cancer augmente également considérablement avec 1'dge. En effet, de nombreuses
mutations sont nécessaires a 'aboutissement d’'une tumeur, et son apparition nécessite
souvent de nombreuses années.

Parmi les facteurs environnementaux, nous pouvons citer le tabac, la pollution —forte
incidence sur les cancers du poumon et des voies aériennes-, I'alcool - fortement
impliqué dans les cancers du foie, bouche, gorge et cesophage. De plus en plus d’études
tendent a démontrer 'importance de 'alimentation comme facteur de risque dans le
développement de cancers. Celle-ci a notamment été mise en cause dans les cancers du
foie, du sein, de la prostate et du colon. De plus, plusieurs études ont montré un role
chimioprotecteur de certains aliments qui pourraient interompre I’évolution de cancer a

différent stade [84-86].

1. Généralités :

La prolifération, la différenciation, et la survie des différentes cellules sont ajustées en
conformité avec les besoins de I'organisme. Au cours du développement normal et tout
au long de la vie, des mécanismes cellulaires régulent I’'équilibre entre la prolifération et
la mort cellulaire en réponse aux signaux environnants et a la différenciation. Dans un
organisme “sain”, la prolifération des cellules différenciées d’un tissu varie en fonction
du besoin de renouvellement cellulaire. Par exemple, les cellules épithéliales intestinales
ont une durée de vie courte -3 a 4 jours- et proliferent rapidement. En revanche, les

cellules de nombreux tissus adultes normaux -tels que les cellules musculaires lisses
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vasculaires - proliferent tres peu. Ces cellules restent fonctionnelles pendant de longues
périodes. Elles proliferent surtout pendant les processus de réparations tissulaires [87,
88].

La perte de la régulation cellulaire orchestrée par des mutations, conduit a la plupart des
cancers. Les mutations aboutissant aux cancers sont principalement dues a des
expositions a des agents cancérigenes, ou a l'irradiation par des ultra-violets. De telles
mutations interviennent surtout au niveau des cellules somatiques et plus rarement au
niveau des cellules germinales, et ne sera transmis au descendant qu’en cas de mutation
sur les cellules germinales.

La mutation d'un seul géne conduit rarement a un cancer. C'est la succession de
plusieurs mutations dans la cellule qui lui conféere un avantage prolifératif et de survie
entrainant l'apparition d’une cellule cancéreuse, qui va alors se multiplier de facon
anarchique formant une tumeur.

Des mutations de deux grandes classes de genes sont impliquées dans la formation de
cancer : les proto-oncogenes et les génes suppresseur de tumeur. Suite a une mutation,
les proto-oncogenes deviennent des oncogénes qui amplifient de maniére excessive leur
activité inductrice de prolifération. Les genes suppresseurs de tumeur inhibent la
croissance cellulaire. Leur déficience entralne une prolifération accrue et le
développement de la tumeur [89, 90].

Le passage de la cellule normale a la cellule cancéreuse, - processus appelé
transformation-, correspond a I'acquisition de propriétés caractéristiques : prolifération
incontrolée, envahissement des tissus adjacents, colonisation d’organes a distance,
instabilité génétique, etc. La transformation passe par l'acquisition de six propriétés:
indépendance vis-a-vis des signaux stimulant la prolifération, insensibilité aux signaux
inhibiteurs, abolition de I'apoptose, capacité proliférative illimitée, capacité de susciter
I'angiogenése (création de nouveaux vaisseaux sanguins), acquisition d’'un pouvoir
invasif (Figure 18) [91].

L’apparition des sites secondaires de cancer ont un impact plus lourd sur la santé. Le
processus métastatique est complexe et comprend plusieurs étapes. L’invasion de
nouveaux tissus n’est pas aléatoire. Elle dépend de la cellule qui métastase et du tissu
envahi. La dissémination est favorisée par la production de facteurs de croissances et

d’agents favorisant 'angiogenese [92].
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Figure 18 : Acquisition des propriétés de la cellule cancéreuse [91].

Au cours de la cancérogeneése, les propriétés cellulaires fondamentales représentées sont fortement altérées.

2. Autosuffisance en facteur de croissance :

Une cellule normale requiert des signaux de croissance mitogénique afin de rentrer dans
le cycle cellulaire (passage de la phase GO a G1) et pouvoir se diviser. Ces signaux sont
transmis a la cellule par des récepteurs transmembranaires qui fixent différentes classes
de molécules de signalisation : des facteurs de croissances, des composants de matrice
extracellulaire et des molécules d’interaction (adhésion) de cellules a cellules. Aucune
cellule normale ne peut proliférer sans de tels signaux. De nombreux oncogenes agissent
en mimant des signaux de croissance normaux. Les cellules tumorales générent ainsi
leurs propres signaux de croissances, réduisant ainsi leurs dépendances aux

stimulations micro-environnementales du tissu sain.
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La libération de cette dépendance perturbe gravement les mécanismes homéostatiques
opérant normalement pour assurer un comportement approprié aux différentes cellules
constituant un tissu.

L’acquisition de I'autonomie au facteur de croissance est la premiere étape du processus
de transformation d’une cellule cancéreuse.

Trois stratégies moléculaires pour acquérir cette autonomie sont mises en place :
'altération des signaux extracellulaires de croissances, la transmission trans-cellulaire
de signaux de croissance ou de signaux intracellulaires. Comme la plupart des facteurs
de croissance sont fabriqués par un type cellulaire pour promouvoir la prolifération
d’autre type de cellules - processus hétérotypique de signalisation-, de nombreuses
cellules cancéreuses sont capables de synthétiser des facteurs de croissances auxquels
elles sont sensibles créant un rétrocontrole positif - stimulation autocrine. La
production de facteur de croissance par les cellules cancéreuses leur permet de
s’affranchir des facteurs de croissances des autres cellules formant le tissu. Par exemple,
les glioblastomes et les sarcomes secretent respectivement du PDGF et du TGFa [93, 94].
Pendant le développement de la pathologie, les récepteurs de surfaces qui transmettent
les signaux de croissances sont également dérégulés. Dans de nombreux cancers, les
récepteurs aux facteurs de croissances —qui possedent la plupart du temps une activité
tyrosine kinase dans leurs domaines cytoplasmiques- sont surexprimés. Cette
surexpression de récepteurs permettrait aux cellules de devenir plus sensible aux
facteurs de croissances présents dans l’environnement qui en temps normal
n'induiraient pas de prolifération cellulaire. Par exemple, les récepteurs aux facteurs de
croissance épidermiques EGF-R/erbB et HER/neu sont surexprimés dans les tumeurs de
I'estomac et du sein [95, 96].

De plus, une surexpression des récepteurs aux facteurs de croissance peut provoquer
des signaux indépendamment de la fixation d'un ligand [97]. Les signaux indépendants
des ligands peuvent également étre obtenus par des modifications de structure aux
récepteurs. Par exemple, dans des versions tronquées aux récepteurs EGF, une partie du
domaine cytoplasmique est manquante [98].

Les cellules cancéreuses expriment différentes intégrines - récepteur hétérodimérique
reliant la cellule cancéreuse a la matrice extracellulaire (MEC) - et elles peuvent
favoriser I'expression des intégrines induisant des signaux de prolifération [99, 100]. La

fixation de ligand de la MEC aux intégrines des cellules cancéreuses, est capable de
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transduire le signal dans le cytoplasme et influencer le comportement cellulaire tels que
I'entrée en prolifération, la résistance a I'apoptose, et la motilité cellulaire. Inversement,
un disfonctionnement des intégrines conduit la cellule a la perte de mobilité, la mort par
apoptose ou un arrét de la prolifération [100]. Les ligands des récepteurs aux facteurs de
croissance et aux intégrines pro-prolifératives peuvent également activés les voies de

signalisation SOS-Ras-Raf-MAP kinase (Figure 19) [100, 101].

La cascade de SOS-Ras-Raf-MAPK joue un role central dans I'indépendance des signaux
de croissance. Dans environ 25% des tumeurs chez I'homme, la protéine Ras est
présente sous la forme de sa structure altérées, permettant de libérer un flux de signaux

mitogéniques dans les cellules [102].

Une dérégulation des voies de signalisation induite par les facteurs de croissance est
soupconnée dans toutes les tumeurs humaines. Bien qu’il soit difficile le prouver
rigoureusement, il existe de nombreux indices pouvant suggérer cette hypothese [103].

Par exemple, dans les carcinomes coliques humains, environ la moitié des tumeurs
présente des mutations au niveau de l'oncogéne ras [104]. Des mutations au niveau

d’autres éléments des voies de signalisation sont suspectées dans I'autre moitié des cas.

Les études des 20 derniéres années ont permis de mieux définir les mécanismes de
prolifération des cellules de mammifere (Figure 19). La voie de signalisation principale
est la voie SOS-Ras-Raf-MAPK, mais chaque effecteur de cette voie peut induire d’autres
voies - qui restent minoritaire- et qui explique les multiples effets biologiques observés

(Figure 19) [103, 105].
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Figure 19: Mécanisme du maintien de la balance prolifération/apoptose d une cellule de

mammifére selon D.Hanahan et Weinberg [91]

3. Insensibilité aux sighaux anti-croissance :

Dans un tissu normal, de multiples signaux antiprolifératifs permettent un maintient des
cellules en quiescence. Ces signaux sont issus a la fois d’inhibiteurs de croissance
solubles et d’inhibiteurs d’immobilité incorporés dans la MEC et sur les surfaces des
cellules voisines. Ces signaux d'inhibition de la croissance, tout comme les facteurs de
croissance, sont des ligands des récepteurs transmembranaires.

Les signaux anti-prolifératifs peuvent contraindre les cellules a quitter le cycle cellulaire
et de rentrer en phase de quiescence GO. Les cellules cancéreuses naissantes doivent se
soustraire a ces signaux antiprolifératifs si elles veulent se développer pour former des
tumeurs.

Dans une cellule saine, I'’entrée dans le cycle cellulaire par la phase G1 est étroitement

corrélée aux signaux environnant la cellule. Un point de passage permet d’indiquer a la
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cellule si elle peut se diviser, ou si elle doit rester en phase de quiescence GO. Cette étape
est donc treés controlée et peut-étre régulée au niveau moléculaire par les protéines du
rétinoblastome (pRb), p107 et p130. Lorsque la protéine pRb n’est pas phosphorylée,
elle bloque la prolifération en séquestrant et en altérant la fonction du facteur de
transcription E2F - qui contréle 'expression de nombreux genes essentiel a la cellule
pour le passage de la phase G1 a S (Figure 19) [106].

Dans les cellules cancéreuses, la perturbation de la voie pRb libére E2F et permet ainsi la
prolifération cellulaire. Les cellules deviennent alors insensibles aux facteurs anti-
croissance qui operent en utilisant cette voie pour bloquer la progression des cellules
dans le cycle cellulaire a travers la phase G1.

Parmi les facteurs anti-croissance, TGF[3 agit en prévenant la phosphorylation de pRb -
sa forme inactive- et bloquant ainsi le cycle cellulaire.

Dans certains types de cellules, TGF réprime 1'expression du gene c-myc - régulant le
cycle cellulaire au niveau de la phase G1- par des voies encore inconnues [107].

Plus directement, TGF(3 est responsable de la synthese des protéines p21 et p15NK4B qui
bloquent les complexes cycline/CDK responsables de la phosphorylation de pRb (Figure
19)[108, 109].

Dans différents types de tumeurs humaines, il a été retrouvé des perturbations les voies

de signalisation emprunté par les facteurs anti-croissance et notamment TGF3 [110].

Ainsi, la signalisation des facteurs anti-croissance convergent sur Rb et le cycle cellulaire

qui sont altérés dans la majorité des cancers humains.

4. [nhibition de [’apoptose :

Les cellules tumorales possédent également la capacité de résister a la mort cellulaire
programmée : I'apoptose.

Le consensus selon lequel 'apoptose serait une barriére au développement du cancer a
été énoncé la premiere fois en 1972 par Kerr, Wyllie et Currie [111]. IIs décrivent une
apoptose massive dans les cellules en croissance rapide dans des tumeurs hormo-

dépendantes.
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De plus, chez les souris transgéniques ou le suppresseur de tumeur pRb a été inactivé
dans le plexus choroide, les tumeurs sont a croissance lente, présentent une forme
massive d'apoptose, et la protéine p53 suppresseur tumeur est inactive[112].

Des souris transgéniques déléteres de l'expression du gene IGF-2 sont sujettes aux
tumeurs des flots pancréatiques. La croissance et la progression tumorale est affaiblies,
comme en témoigne l'apparition de tumeurs bénignes relativement petite, avec des taux
élevés d'apoptose [113]. Dans ces cellules, I'absence de I'lGF-2 n'a pas d'incidence sur les
taux de prolifération cellulaire, clairement identifié comme un facteur de survie anti-
apoptotiques.

La résistance a l'apoptose des cellules cancéreuses peut-étre acquise a travers une
variété de stratégies.

La plus fréquente est la perte de fonctionnalité du gene suppresseur de tumeur p53. Sa
perte de fonctionnalité est considérée responsable de plus de 50% des cancers chez
I’'homme. Au cours de stress de cellules saines tels que I'hypoxie ou I'hypertension,
celles-ci meurt par apoptose via un mécanisme p53 dépendant. En cas de perte de la
fonctionnalité de p53, les cellules ne vont pas mourir par apoptose, et ainsi continuer
leur prolifération en ayant des dommages a I’ADN, pouvant aboutir au développement
d’'une tumeur [114].

De plus, la voie PI3 kinase-AKT/PKB, qui transmet des signaux de survie anti-
apoptotiques, est vraisemblablement impliquée dans l'apoptose et atténuée dans la
plupart des tumeurs humaines. Cette voie de signalisation de survie peut étre activée
par des facteurs extracellulaires tels que I'lGF-1 / 2 ou d'IL-3, par des signaux
intracellulaires émanant de Ras, ou par la perte du suppresseur de tumeur PTEN, [115-
117].

De méme, dans de nombreuses lignées de cancer du poumon et du c6lon, il a été montré
que le signal initiateur d’apoptose FAS était inactif [118]. Un récepteur mimant FAS mais
n’induisant aucun signal, est surexprimé dans ces cellules, rendant le récepteur de mort
FAS inactif.

Toutes ces stratégies ont pour but ultime de contourner les effets de I'apoptose et de

permettre a la cellule cancéreuse de poursuivre sa propagation.
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5. Potentiel réplicatif illimité :

L’acquisition des trois capacités autosuffisance en facteur de croissance, insensibilité
aux signaux anti-croissances, et résistance a I'apoptose crée un microenvironnement
propice a la croissance cellulaire. Toutes ces perturbations cellulaires ne sont en général,
pas suffisantes a la génération de la majorité des populations de cellules qui constituent
les tumeurs macroscopiques et ne garantissent pas une croissance tumorale expansive.
Les premiers travaux de Hayflick démontrent que les cellules en culture ont un potentiel
réplicative déterminer [119]. Une fois que les populations cellulaires ont progressé a
travers un certain nombre de doublements, elles cessent de croitre, ce processus est
appelé la sénescence. La sénescence des fibroblastes humains en culture peut étre
contournée en désactivant leur pRb et des protéines suppresseur de tumeur p53,
permettant a ces cellules de continuer a se multiplier pour les générations
supplémentaires jusqu'a ce qu'elles entrent dans un second état qualifié de crise. L'état
de crise se caractérise par une mort cellulaire massive, un désordre caryotypiques
associés a la fusion de bout en bout des chromosomes, et a I'émergence de cellule
immortalisée, qui ont acquis la capacité a se multiplier sans limite, une variante
occasionnelle [120] .

La plupart des types de cellules tumorales en culture semblent étre immortalisé, ce qui
suggere que le potentiel réplicatif illimité est un phénotype qui a été acquise in vivo au
cours de la progression tumorale et a été essentiel pour le développement de leur état
de croissance maligne [119]. Ce résultat suggere que, a un moment donné au cours de la
progression tumorale en plusieurs étapes, l'évolution des populations de cellules
précancéreuses ont épuisé leurs nombres de doublements permis et ne peuvent remplir
leur fonction tumorigénes que par le franchissement de la barriére de mortalité et
'acquisition d’un potentiel de réplication illimité.

Les observations de cellules cultivées indiquent que divers types de cellules normales de
'homme ont une capacité de 60-70 doublements. A premiére vue, ces chiffres ont peu de
sens lorsque l'on tente d'invoquer la mortalité cellulaire comme un obstacle a la
formation du cancer: 60-70 doublements devraient permettre a des clones de cellules
tumorales de I'étendre a des chiffres qui dépassent largement le nombre de cellules dans
le corps humain. Le dispositif de comptage pour les générations de cellules a été

découvert au cours de la derniere décennie: les extrémités des chromosomes, les
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télomeres, qui sont composées de plusieurs milliers de répétitions d'un court 6 élément
pb. Les générations réplicative sont comptées par la perte 50-100 pb de I'ADN
télomérique aux extrémités de chaque chromosome au cours de chaque cycle cellulaire.
Ce raccourcissement progressif a été attribué a l'incapacité des ADN polymérases a
répliquer compléetement l'extrémité 3 'de I'ADN chromosomique au cours de chaque
phase S. L'érosion progressive des télomeres par des cycles successifs de réplication
provoque la perte de leur capacité de protection des extrémités chromosomiques. Les
extrémités chromosomiques non protégés participer au désordre caryotypique
associées a la crise et entralnant, presque inévitablement, la mort de la cellule affectée
[121]. Le maintien des télomeres est effectif dans presque tous les types de cellules
malignes [122]; 85% -90% d'entre eux réussissent a le faire en stimulant I'expression de
la télomérase, une enzyme qui ajoute les répétitions d’hexanucléotides sur les
extrémités de 1'ADN télomérique [123], tandis que les autres ont inventé un moyen
d'activer un mécanisme, appelé ALT, qui maintient les télomeéres par recombinaison
basé sur des échanges d'informations de séquence interchromosomique [124]. Par ces
deux mécanismes, les télomeres sont maintenus a une longueur supérieure a un seuil
critique, ce qui permet a son tour la multiplication illimitée des cellules filles. Les deux
mécanismes semblent étre fortement réduits dans la plupart des cellules humaines
normales, afin de leur refuser un potentiel de réplication illimité. Le rdle de la
télomérase dans les cellules immortalisées peut étre démontré directement par
I'expression ectopique de I'enzyme dans les cellules normales presenescent, qui peuvent
alors exprimer un potentiel réplicatif illimité, in vitro [125, 126]. En outre, le passage
des cellules prétent a entrer en crise continuent de proliférer sans donner aucun signe
de crise lorsqu'elles surexpriment cette enzyme [127-129]. Des indices supplémentaires
sur l'importance du maintien des télomeres dans le cancer proviennent de l'analyse de
souris dépourvues de la fonction télomérase. Par exemple, des souris homozygotes
knock-out pour un inhibiteur du cycle cellulaire p16INK4a sont sujettes aux
développements tumorales, en particulier lorsqu'elles sont exposés a des agents
cancérigénes; les tumeurs se développant montrant une activité télomérase
relativement élevée. Lorsque des agents cancérigenes ont été appliquées a des souris
p16INK4a nulles a qui il manque également la télomérase, l'incidence des tumeurs a été
réduite, phénomene concomitant avec le raccourcissement des télomeres et le désordre

caryotypique dans les tumeurs [130].
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6. Angiogenese :

Les nutriments et 'oxygene apportés par le systeme sanguin sont crutiaux a la fonction
et a la survie cellulaire, obligeant chaque cellule d’un tissu a se trouver théoriquement a
moins de 100um d'un apport sanguin. Pendant l'organogenése, cette proximité est
assurée par la croissance coordonnée de vaisseaux et de parenchyme. Lorsque les tissus
sont formés, la formation de nouveaux vaisseaux sanguins -processus d’angiogenese-
est transitoire et tres régulée. Du fait de la necessité de vaisseau sanguin a proximité, il
semblerait que les cellules en prolifération auraient la capacité intrinseque d’induire la
croissance de vaisseaux.

Le manque de capacité angiogénique d’une tumeur, ne permet pas leur expansion. Afin
de progresser vers une plus grande taille, les néoplasies naissantes doivent développer
une capacité angiogénique [131-133].

L’angiogenese est régulée par des siganux positif ou négatif. Une classe de ces signaux
est transmise par des facteurs solubles et leurs récepteurs, qui sont présents sur la
membrane externe des cellules endothéliales. Les intégrines et les molécules d'adhésion
cellule-matrice jouent également un réle important.

L'angiogenese peut-étre activée par le facteur de croissance endothélial vasculaire
(VEGF) et les facteurs de croissance des fibroblastes (FGF1 / 2), qui lient les récepteurs
transmembranaire a tyrosine kinase des cellules endothéliales [134].

L'angiogenese peut également étre inhibée par la thrombospondine-1, qui se lie a CD36,
un récepteur transmembranaire des cellules endothéliales couplé a un récepteur
intracellulaire Src-like tyrosine kinases [135].

Il existe actuellement plus d’'une dizaine de molécules connues comme activatrice ou
inhibitrice de 'angiogeneése.

La signalisation des intégrines contribue également a la régulation de cette balance. Les
vaisseaux expriment une classe d’'intégrine tandis que les capillaires en expriment une
autre. Des interférences dans la signalisation des intégrines peuvent inhiber
I'angiogeneése, soulignant l'importante de la contribution de l'adhérence cellulaire au
programme angiogénique [100, 136]. Les protéases extracellulaires sont physiquement
et fonctionnellement reliées aux intégrines pro-angiogénique, et permettent de définir la

capacité invasive des cellules endothéliales angiogéniques [137].
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L’'importance du role de 'angiogenese dans le développement des tumeurs est étudiée
depuis de nombreuses années. L’équipe de Folkman, a démontré in vivo la nécessité de
I'angiogenése pour la croissance d’explants de tumeurs et que I'ajout d’anticorp anti-
VEGF inhibe la néovascularisation et la croissance des tumeurs sous-cutanées chez la
souris [137-139]. Ces résultats ont motivé le développement d'inhibiteurs spécifiques
VEGF VEGF-R / en cours d’essais cliniques de stade avancé.

La capacité a induire et a maintenir l'angiogenese semble étre acquis dans une étape
distincte au cours du développement tumoral, via un "changement angiogénique" de
quiescence vasculaire. Dans trois modeles de souris transgéniques, de I'angiogenese a
été détectée dans les lésions précancéreuses telles que le col, le sein et la peau
(mélanocytes). Ces observations indiquent que la néovascularisation est une condition
préalable a Il'expansion rapide de clones associés a la formation de tumeurs

macroscopiques.

7. Invasion tissulaire et métastase:

T6t ou tard, au cours du développement de la plupart des types de cancer chez I'homme,
des masses tumorales primaires colonisent et envahissent les tissus adjacents. Les
cellules tumorales peuvent également empruntés les systemes sanguins et lymphatique
pour coloniser des endroits éloignés de la tumeur primaire. La formation d’'une nouvelle
colonie est appelée métastase. Celles-ci sont responsables de 90% des déces par cancer
de I'homme [140].

La capacité de l'invasion et la métastase des cellules cancéreuses permet d'échapper a la
tumeur primitive et de coloniser de nouveaux terrains dans le corps ou, au moins au
début, les nutriments et l'espace ne sont pas limitatifs. Les métastases - ou foyer
secondaire de tumeur- sont des amalgames de cellules cancéreuses et les cellules
normales qui sont incorporées a partir de tissus de 1'hote. Le développement des
métastases répond aux mémes critéres qu'au développement de la tumeur primaire,
c'est-a-dire, I'autosuffisance aux facteurs de croissance, 'insensibilité aux signaux anti-
croissance, l'insensibilité a I'apoptose, 'angiogenese continu, et un potentiel réplicatif

illimité.
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Cependant, l'invasion et les métastases sont issues de processus extrémement
complexes, et leurs déterminants génétiques et biochimiques sont encore mal compris.
Les cellules aux capacités métastatiques possedent des modifications aux niveaux de
leurs interactions avec l'environnement. Les principales modifications observées sont
aux niveaux des molécules d'adhérence cellule-cellule (CAM) et plus particulierement
elles touchent les membres des familles des immunoglobulines et de la cadhérine
calcium-dépendante - intervenant dans les interactions cellule a cellule- et les intégrines
- reliant les cellules a la MEC via des substrats [101].

Il a notamment été montré dans le cancer des modifications de I'E-cadhérine -impliquée
dans les interactions de cellule a I'environnement -, une molécule exprimée de facon
ubiquitaire sur les cellules épithéliales. La transmission des signaux aux facteurs anti-
croissance passe d’'une cellule a une autre cellule avoisinante via les ponts E-cadhérine.
La fonction de I'E-cadhérine est apparemment perdue dans la majorité des cancers
épithéliaux, par des mécanismes qui comprennent l'inactivation par mutation de I'E-
cadhérine ou des génes [3-caténine, la répression de la transcription ou la protéolyse du
domaine extracellulaire cadhérine [141]. Une surexpression de I'E-cadhérine dans un
modele de culture in vitro et un modele de souris transgénique diminue les phénotypes
invasifs et métastatiques [141]. Ainsi, 'E-cadhérine sert comme un suppresseur de
l'invasion et les métastases des cancers épithéliaux. La perte de la fonctionnalité de I’E-
cadhérine représente une étape clé dans l'acquisition de cette capacité.

Les changements dans l'expression des CAM de la superfamille des immunoglobulines
semblent également jouer un role crucial dans le processus d'invasion et de métastase
[142]. Le cas le plus étudié implique N-CAM, qui subit une modification dans ses
propriétés passant d'une forme tres adhérente a tres peu adhérente dans les
neuroblastomes et le cancer du poumon [142, 143]. Une réduction d’expression de N-
CAM est également retrouvée au niveau des cancers invasifs du pancréas et le cancer
colorectal [144]. La capacité acquise par l'invasion et la métastase représente la derniere
grande frontiere de recherche sur le cancer. L'évolution des techniques d'analyse
permettra bientdt de construire des profils complets de I'expression et des activités
fonctionnelles des CAM dans une grande variété de types de cancer, a la fois avant et
apres qu'ils acquierent les capacités invasives et métastatiques. Le défi sera alors
d'appliquer les nouvelles connaissances moléculaires sur '’envahissement des tissus et

des métastases au développement de stratégies thérapeutiques efficaces.
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Le traitement des cancers varie en fonction de la tumeur et de son d’évolution. Plusieurs
techniques peuvent étre combinées pour éradiquer les cellules tumorales de
I'organisme : la chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie.

La chirurgie a pour but de retirer la tumeur et d’évaluer sa gravité et son étendue. Une
intervention chirurgicale est le plus souvent suivie d'autres traitements comme la
chimiothérapie ou la radiothérapie afin de prévenir les récidives et l'apparition ou le
développement des métastases.

Le traitement des cancers repose donc principalement sur la chirurgie, la radiothérapie
et la chimiothérapie. Ces méthodes sont lourdes et invasives. Les traitements
médicamenteux tels que la chimiothérapie sont des traitements qui visent
principalement les cellules en prolifération et non les cellules cancéreuses. De ce fait, de
nombreuses cellules normales sont touchées et les effets secondaires de tels traitements
sont importants. C’est pourquoi il est important de chercher de nouveaux agents
thérapeutiques.

Certaines recherches s'orientent sur l'effet anticancéreux de certains
aliments/nutriments parmi lesquels les AG alimentaires. Parmi les AG alimentaires, les
acides linoléique conjugué (CLA), retrouvés principalement dans les produits laitiers,
dans les huiles hydrogénés et dans compléments alimentaires présentent des propriétés
anticancéreuses interessantes [145].

En effet, une étude épidémiologique indique que la consommation a long terme de CLA
est inversement corrélée a l'incidence du cancer colorectal [146]. Par ailleurs, les
isomeres c9,t11 et t10,c12 CLA incorporés a un régime comme nutriments purifiés
exercent des effets anti-cancérigenes dans des modeles de tumeur (induite
chimiquement ou greffes de cellule tumorales) chez le rongeurs [147-152]. La
suppression de la croissance tumorale lors de traitement par les isomeres CLA peut étre
attribuée a une induction de l'apoptose et/ou une inhibition de la prolifération ou de
I'angiogenése [153-156]. Selon le modele de cellules cancéreuses, les isomeres c9,t11 et
t10,c12 CLA possedent des modes d’action différents sur la mort des cellules
cancéreuses [157]. Dans les cellules de cancer colique, I'isomere t10, c12 CLA déclenche

des effets cytotoxiques plus prononcé que I'isomere c9, t11 CLA [158].
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Toutefois, il a été rapporté que la mort cellulaire médiée par I'isomere t10, c12 CLA est
une apoptose caspase dépendante via l'activation des caspases 9 et 3 en association avec
des événements tels que l'altération du potentiel de membrane mitochondriale et la
libération de cytochrome C [159]. La relation entre l'apport alimentaire en CLA et

l'incidence de la tumeur reste a étre vérifiée chez I'homme [160, 161].

II. Cancer et altération du métabolisme glucidique et

lipidique :

Une cible trés prometteuse dans la recherche contre le cancer est I'abolition des
substrats énergétiques de la cellule cancéreuse.

La cellule cancéreuse présente un métabolisme modifié qui la distingue d’'une cellule
normale, agir sur ce métabolisme pourrait s’avérer un agent thérapeutique efficace et

spécifique.

1. Effet Warburg :

Au cours du développement tumoral, la réplication illimitée des cellules cancéreuses
entraine des besoins accrus en glucides et en lipides entrainant des altérations
importantes du métabolisme glucidique et lipidique [162-165].

En effet, en 1956, Warburg a été le premier a montrer que les tumeurs cancéreuses
utilisaient rapidement et a des taux élevés, le glucose [163]. Depuis, de nombreuses
études reconnaissent que I'augmentation du métabolisme glucidique est un marqueur
de cellules en prolifération, corrélé au phénotype de transformation des cellules
cancéreuses [162].

L’augmentation de la glycolyse permet de fournir de nombreux facteurs -tels que le
pyruvate, I’ATP et le NADPH- nécessaires également a la biosynthése lipidique. Il existe
donc des relations étroites entre la glycolyse et la biosynthése des AG au cours de la

prolifération (Figure 20) [164].
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Figure 20: Interaction entre le métabolisme glucidique et lipidique au cours de la

prolifération [164]

La Figure 20 montre, que les cellules quiescentes (a gauche) convertissent le glucose en
pyruvate, qui est ensuite pris en charge par le cycle de Krebs. Dans des cellules saines
quiescentes, la majeure partie de I’ATP (étoile jaune) provient essentiellement de la
phosphorylation mitochondriale.

En cas de prolifération des cellules cancéreuses (a droite), I'augmentation massive de la
glycolyse génere rapidement de I'ATP dans le cytoplasme, réduisant le ratio
NAD+/NADH. La plupart du pyruvate est alors converti en lactate (lac) par la lactate
déshydrogénase A (LDH-A) qui régénere alors le NAD+ en NADH.

Le NAD+ permet le maintien de la glycolyse et le lactate est excrété par les cellules. Une
partie du pyruvate est convertie en acétyl-CoA (Ac-CoA) par la pyruvate déshydrogénase
(PHD) et entre dans le cycle de Krebs ou il est converti en intermédiaire citrate utilisé

pour la biosynthese des AG et du cholestérol. Dans le cytoplasme, I’ATP citrate lyase
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(ACL) clive le citrate en acétyl-CoA - précurseur de la voie de biosynthese des AG, et
substrat de I’ACC- et en oxaloacétate (OAA) qui est converti en malate (mal) par la
malate déshydrogénase (MDH). Le malate retourne dans la mitochondrie pour alimenter
le cycle de Krebs, ou il est converti en pyruvate par '’enzyme malique (ME) dans le
cytoplasme afin de générer du NADPH nécessaire a la biosynthese des AG.

Au cours du développement tumoral, la cellule cancéreuse utilise la voie de glycolyse
conduisant a la formation du lactate, méme en condition aérobie, tandis que dans les
cellules saines, cette voie ne se met en place qu’en condition d’anaérobie. Ce phénomene
est apppellé effet Warburg [166-168].

Cependant, l'augmentation de la teneur en pyruvate entralne également une
augmentation de la formation d’acétyl-CoA. Ce dernier va permettre une augmentation

de la lipogeneése [164, 165, 167].

2. Modifications lipidiques et altérations de ['expression des enzymes de la

lipogeneése :

Les cellules cancéreuses présentent a la fois une modification qualitative et quantitative
du métabolisme lipidique, pouvant affecter la fluidité, la transduction de signaux et
'expression de certains genes [169, 170].

De nombreux cancers présentes des modifications de composition lipidiques avec pour
principale caractéristique une accumulation d’AGS, d’AGMI et de certains AGPI.

En effet, au niveau des cancers de l'ovaire et du colon, il a été mis en évidence une
accumulation des acides palmitique, oléique et arachidonique [171-173].

De plus, des études nutritionnelles montrent que les AGS —palmitique et stéarique- et les
AGPI de la famille n-6 - acide linoleique et arachidonique- ont tendance a augmenter le
volume tumoral tandis que les AGPI de la famille n-3 tendraient a le diminuer [173].
Cependant, 'accumulation cellulaire d’AGS et AGMI est principalement liée a une
synthese lipidique accrue plutot qu’a un captage des AG circulants [171-178] .

En effet, ces modifications du contenu en AGS et en AGMI au sein des tumeurs sont
associées a une modulation de I'expression d’enzyme de la lipogenese. Certain cancers
présentent d’ailleurs une augmentation de l'expression des trois enzymes-clé du
métabolisme des AG : ACC, FAS et SCD qui catalysent a partir d’acétyl-CoA, la formation
d’AGMI [179-184].
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Le métabolisme lipidique des cellules cancéreuses apparait modifié par rapport aux
cellules “saines”. Cette altération est intéressante d’un point de vue thérapeutique. En
effet, 1a recherche est désormais de plus en plus tournée vers des thérapies ciblant des
caractéristiques spécifiques des cellules cancéreuses - l'altération du métabolisme
lipidique par exemple - n’étant pas affectées dans les cellules saines.

Les modifications de l'expression des enzymes essentielles a la synthese des AGMI
conferent sans aucun doute un avantage a la cellule cancéreuse et lui donne une
autonomie vis-a-vis du microenvironnement.

Une augmentation de l'expression d’ACC a notamment été mise en évidence dans les
cancers de la prostate, du foie et du sein [185].

Il a également été montré une augmentation de I'’expression de FAS dans de nombreux
cancers tels que la prostate, le sein, le colon, les ovaires, I'endomeétre, les poumons, la
vessie, les mélanomes, les rétinoblastomes, les sarcomes et les nephroblastomes [186-
188] ainsi que dans le sang et les métastases de patientes atteintes d'un cancer du sein,
suggérant également le role de cette enzyme dans l'invasion tumorale [189, 190].
L’augmentation de I'’expression d’ACC et FAS aboutit a une augmentation de la teneur en
AGS dans les cellules cancéreuses qui peuvent étre convertis en AGMI sous l'action de
SCD [191-193].

SCD est également fortement augmentée dans les cellules transformées de nombreux
cancers [194-198]. En effet, une augmentation en ARNm de SCD1 est présente dans les
cancers de I'cesophage, du colon, hépatique ou dans les tumeurs induites chimiquement
[194-196]. En ce qui concerne la prostate, deux études montrent a la fois une
augmentation ou une diminution de 'expression de SCD1 [197, 198]. La transformation
des cellules cancéreuses est corrélée a une induction de SCD1 et une modification de la
composition en AG. Cette altération métabolique est associée a une augmentation de
'expression du facteur de transcription PPARy. Il en résulte une augmentation d’AGMI
corrélée a une augmentation de la fluidité membranaire [191].

De plus, I'induction de la prolifération par des facteurs de croissance tels PDGF-BB
stimule la biosynthese lipidique en augmentant l'expression de SCD1 dans des
fibroblastes normaux [47].

La surexpression des enzymes de la lipogenese (ACC, FAS et SCD) est associée aux
changements métaboliques corrélés avec la transformation cellulaire. Inhiber ces voies

de lipogenese semblent donc des cibles thérapeutiques possibles.
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[1l. La mort cellulaire par apoptose : la voie du stress

du réticulum endoplasmique

L’apoptose est une mort cellulaire génétiquement programmée et un processus physiologique
tres régule. Elle est retrouvée dans des régulations non pathologiques telles que la
morphogenese des doigts, la régulation du systeme immunitaire et le renouvellement
cellulaire. Dans le cas de stress, I’apoptose est caractérisée par des changements
morphologiques tels qu’une exposition de phosphatidyl-sérine a la surface externe de la
membrane plasmique, une condensation puis une fragmentation de la chromatine entrainant la

formation de corps apoptotiques (Figure 21).

Figure 21: Modifications morphologiques de I'apoptose — SW480 traitées par CLA2 a 50uM

pendant 72h apres coloration au Hoeschst

L’apoptose suit un scénario bien établi : perte de la fonction mitochondriale, condensation de
la chromatine, dégradation de I’ADN par des nucléases -echelle de fragments d’ADN -, perte
de I’intégrité de la membrane plasmique - signal de reconnaissance de la phagocytose. Elle
peut-étre déclenchée par des signaux issus de la voie intrinséque ou extrinseque (Figure 22)
[199].
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Figure 22 : Voies de signalisation intrinséeque et extrinséque de I’apoptose [200]
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1. Lavoie intrinséque :

La voie intrinseque ou mitochondriale, peut-étre activée par une perte d’homéostasie
tels que des perturbations internes du fonctionnement de la mitochondrie, du RE, de la
synthése d’ADN, 'activation de facteurs oncogénes ou des signaux externes tels que le
rayonnement UV, des radiations y (Figure 23) [200-202]. Ces signaux protegent de la
néoplasie, et de l'infection virale en induisant la mort des cellules dérégulées ou
infectées. La voie intrinseque peut aussi étre activée par la perte de signaux de survie
générés par les récepteurs de cytokines ou par les intégrines [200, 203].

Un déclenchement possible de cette voie est initié par la liaison de la molécule
adaptatrice Apaf-1 (apoptotic protéase activating factor 1) au cytochrome C dont le
relargage par la mitochondrie est un événement précoce du déclenchement de
I'apoptose via la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale qui laisse
alors diffuser des proteines de l'espace intermembranaire, dont le cytochrome C.
L’association de la procaspase 9 initiatrice a un heptamere d’Apaf-cytochrome C est
appelé apoptosome et permet la maturation de la caspase 9 qui peut alors activer les
caspase effectrices (Figure 23) [204]. Parmi les régulations possibles de 'apoptose, il y a
celle de la famille Bcl-2 -impliqués dans la perméabilisation de la mitochondrie- qui
inhibe la voie intrinseque en inhibant les membres de la famille BAX, BAK, des protéines

pro-apoptotiques (Figure 23) [204, 205].
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2. Lavoie extrinséque :

Au cours de I’activation de la voie extrinseque (ou voie a domaine de mort), le signal est
déclenché par des membres de la famille des récepteurs TNF (Tumor Necrosis Factor) tels
que Fas (APO-1, CD95), DR4, et DR5, qui contiennent des domaines de mort dans leur
région cytoplasmique (Figure 24) [202, 206]. La fixation du ligand tels que FasL, le TNF, et
TRAIL (TNF related apoptosis-inducing ligand) induit leur aggrégation et la formation du
DISC (death inducing signaling complex) qui comprend les molécules adaptatrices FADD
(Fas associated death domain) et les procaspase 8 et 10 [202].

Ces procaspases ont une activité faible, mais suffisante pour cliver des procaspases en
caspases et les activer. Les caspases 8 et/ou 10 matures vont activer par protéolyse les
procaspases effectrices, déclenchant une cascade amplificatrice conduisant a 1’apoptose [202,
203, 207]. La voie extrinseque peut étre régulée par la protéine FLIP (FADD-like interleukin-
1 B-converting enzyme like proteases) qui entre en compétition avec les caspases 8 et 10 en se
liant a FADD et inhibant la maturation des procaspases 8 et 10 et de par ce fait ’apoptose via

la voie extrinseque (Figure 24) [202].
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3. Les caspases :

Les signaux d’initiation issus des voies intrinseque et extrinseque convergent ensuite pour
activer une cascade protéolytique caspase dépendante. Les caspases sont des protéases
contenant des cystéines dans leur site actif, clivant leur substrat au niveau de résidu acide
aspartique. Les signaux d’initiation de I’apoptose activent une cascade de caspases : la
caspase initiatrice active par clivage des caspases effectrices (3 et 7) qui effectuent des
clivages conduisant aux manifestations de 1’apoptose [208]. La caspase 3 et 7 inhibe
également par clivage la protéine PARP (polyADP-ribose polymérase) responsable des
réparations a I’ADN [199].

Les caspases sont donc les effecteurs principaux de I’apoptose, méme si des phénomeénes de
mort morphologiquement comparable a de I’apoptose sont caspases indépendantes [209] .
Elles sont la cible de nombreux mécanismes de régulation. La voie intrinséque peut étre
régulée plus en aval par des protéines de la famille des IAP (inhibitor of apoptosis proteins)

qui se lient directement aux caspases effectrices 3, 7 et 9.

4. Les intéractions entre les voies intrinséques et extrinséques :

Il existe également des interactions entre les voies intrinseque et extrinséque (Figure 25)
[208]. La fixation d’un ligand sur le récepteur de mort a pour conséquence le recrutement des
procaspases 8 et 10 sur des récepteurs complexes. Les procaspases s’auto-activent dans ce
complexe et activent directement la caspase exécutrice 3 ou clive Bid, une protéine de la
famille Bcl2 pour générer la protéine tronquée Bid (t-Bid) qui induit alors des
dysfonctionnements mitochondriaux aboutissant a 1’activation de la caspase initiatrice 9. Cette

derniére va a son tour clivée les caspases effectrices 3,6 et 7 (Figure 25) [202, 208].
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5. L’apoptose et le cancer :

L’apoptose est un mécanisme complexe qui fait intervenir de nombreuses voies et niveaux de
régulation. Celles-ci sont indispensable au maintient de 1’équilibre survie/mort cellulaire dans
les tissus sains. Une dérégulation des mécanismes apoptotiques peuvent étre a I’origine de la
carcinogenese.

En effet, des altérations de 1’expression de plusieurs protéines régulatrices de 1’apoptose ont

été identifiées dans certains cancers [205, 210-214].
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Au niveau de la voie intrinseque, il a été mis en évidence une augmentation de 1’expression
des protéines anti-apoptotique de la famille Bcl-2 (Bcl-2 et Bcl-X) associé a une augmentation
de I’expression des protéines pro-apoptotique de la famille Bax et Bak dans de nombreux
cancer [205]. De plus, la régulation de la voie intrinseque au cours de la carcinogenese peut
étre altérée au niveau des AP qui sont surexprimés dans certains cancers [211].

Des altérations de la régulation de la voie extrinseéque de I’apoptose est essentiellement du a

une augmentation de I’expression de FLIP, s’associant au DISC et inhibant I’apoptose [212].

Plus de 50% des tumeurs présentent des défauts dans leur machinerie apoptotique qui
proviennent généralement d’anomalies de la famille Bcl-2 ou de P53 — une protéine
suppresseur de tumeur. P53 - appelée ‘‘gardien du génome’’ — est responsable de la
prévention d’une prolifération abbérantes, et de la préservation de I’intégrité du génome en
activant la réparation a ’ADN ou en initiant I’apoptose en réponse principalement a des
dommages a I’ADN par des radiations, des agents chimiques, du stress oxydatif, et d’autres
agents [213].

P53 induit I’expression de protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (PUMA, NOXA, et
BAX) impliqués dans I’activation de la voie intrinséeque de I’apoptose. Elle peut également
intéragir avec les récepteurs a domaines de mort (Fas, DR4, DR5) [213].

De nombreux cancers présentent des mutations au niveau de P53. C’est le cas des cancers du

poumons, du colon, de I’estomac et du foie [214].

Récemment, une nouvelle voie intrinseque de I'apoptose a été décrite impliquant le RE
[215-221]. C’est le stress du réticulum endoplasmique (RE) qui emprunte la voie UPR
(unfolded protein response).

En condition non stressée, la protéine chaperonne GRP78 est liée aux effecteurs PERK
(pancreatic ER kinase), ATF6 (activating transcription factor 6), et IRE1 (inositol-
requiring enzyme 1), inactivant la voie de stress du RE (Figure 26) [219].
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En cas de modification de 'homéostasie du RE, GRP78 se dissocie de PERK, d’ATF6 et
d’'IRE1 - protéines initiatrices des différentes voies du stress du RE - pour s’associer aux
protéines avec un défaut de conformation. Cette dissociation conduit a l'activation de
PERK, d’ATF6 et d’'IRE1, initiant la voie du stress du RE.

L’activation des trois voies s’effectue de facon séquentielle [219]. La voie PERK est

initialement activée, puis la voie ATF6 et enfin, la voie IRE1 [219].

L’activation de PERK bloque la synthése protéique en phosphorylant eiF2a (eukaryotic
initiation factor 2a). Cette phosphorylation favorise la traduction d’ATF4 (activating
transcription factor 4) qui peut également étre activée d’'une maniére indépendante
d’eiF2a. Le facteur de transcription ATF4 migre alors vers le noyau et induit la
transcription de genes impliqués dans la restauration de I'homéostasie du RE.

Si le stress est trop important et que la voie PERK ne parvient pas a rétablir
I’'homéostasie du RE, la voie ATF6 va alors s’activer. ATF6 clivée va étre transloquée
dans le noyau pour induire la transcription de protéines chaperonnes et de XBP1 (X box-
binding protein 1), un autre facteur de transcription. L’/ARNm de ce dernier nécessite
d’étre épissé par IRE1 pour étre actif. XBP1 épissé est alors transloqué dans le noyau et
contrdle la transcription de protéines chaperonnes, de P58PK - |'inhibiteur de PERK, et
des genes impliqués dans la dégradation des protéines. Ces actions concertées visent a
restaurer les fonctions du RE en bloquant I'accumulation et en améliorant la dégradation

de protéines de mauvaise conformation (Figure 26) [215-221].

Lors de perturbations de 'homéostasie du RE, par fuite calcique, par une production de
protéines anormales, ou par une altération du métabolisme lipidique, la voie du stress
du RE se met en place. Dans un premier temps, les mécanismes décrit précedemment
tentent de rétablir 'homéostasie du RE. Si ce stress est trop important ou trop prolongé,
les cellules se dirigent alors vers une mort programmée via le facteur de transcription
CHOP qui va jouer son role de pro-apoptotique en diminuant I’expression de la protéine

anti-apoptotique Bcl2, activant ainsi la voie intrinseque de 'apoptose (Figure 27).
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Dans le méme temps, la mort par apoptose peut également étre induite par la caspase
12. En effet, en condition non stressée, la procaspase 12 -non active- est associée a une
molécule adaptatrice TRAF2, elle-méme associée a IREla. Lors du stress du RE,
'activation d’'IRE1la va permettre la dissociation de TRAF2 et de la procaspase 12. Celle-
ci va alors étre clivée par la protéine m-calpain, issue de la fuite calcique observée lors
de la perturabation de ’homéostasie du RE. La caspase 12 activée clive la caspase9, elle-
méme responsable de l'activation de la caspase effectrice 3 et de la mort par apoptose

(Figure 27) [222].
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Figure 27 : Induction de I'apoptose par le stress du RE
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V. Les enzymes de la lipogenese comme cible

thérapeutique :

Comme nous l'avons vu précédemment, au cours de la transformation de la cellule
cancéreuse, il survient une altération importante du métabolisme lipidique et plus
particulierement une augmentation de I'’expression des enzymes de biosynthese des AG.
Quelques études portent actuellement sur une diminution de I'’expression des enzymes

ACC, FAS, et SCD au cours du développement tumoral [191, 223-233].

La diminution de l'activité d’ACC semble étre un moyen de réduire la viabilité de la
cellule tumorale. L’inhibition d’ACC par une technique de siRNA a été testée sur des
cellules de cancer du sein, de I'ovaire, de la prostate, de poumons. Les premiers résultats
apparaissent encourageants [223, 224, 234].

En effet, ces études montrent qu'une extinction de l'activité d’ACC induit une inhibition
de la prolifération cellulaire, de 1a mort cellulaire par apoptose [223, 224, 234].

Ce phénomene concomitant avec 'augmentation d’especes réactives a 'oxygene (ROS)
lors de I'inhibition d’ACC ou de FAS par siRNA [224].

La suplémentation avec de l'acide palmitique, de 'acide oléique restaure complétement
la viabilité cellulaire [223, 224, 234].

Ces résultats apparaissent d’autant plus encourageants qu’aucun effet cytotoxique de
I'extinction d’ACC n’a été observé sur des cellules normales fibroblastiques, ou
d’épithélium mammaire, ce qui conforte I’hypothese qu’ACC pourrait étre une bonne

cible thérapeutique spécifique des cellules cancéreuses [223, 224].
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La surexpression de FAS suggere son réle important dans le développement tumoral.
Des programmes de recherche sont en cours pour développer des inhibiteurs de FAS.
L’utilisation d’inhibiteurs naturels de FAS -tels que les quercetine et les taxifoline- en
thérapeutique cancéreuse a rapidement été écartée du fait de leur faible
biodisponibilité. Le manque d’efficacité de ces inhibiteurs a conduit au développement
de molécules synthétiques qui possedent une meilleure biodisponibilité.

Parmi les inhibiteurs synthétiques actuels, deux sont actuellement commercialisés : la
cerulenin - un antibiotique - et le C75 - un analogue de la thiolactomycine [225, 226].
Les inhibiteurs de FAS semblent agir sur divers cancers. En effet, une étude a grande
échelle sur différentes lignées cellulaires cancéreuses a permis de démontrer I'efficacité
des inhibiteurs de FAS -cerulenin et C75- sur la diminution de la viabilité des cellules
d’hépatocarcinome, de mélanome malin, de cancer du poumon, d’adénocarcinome
colorectaux, de cancer du col de 'utérus, de cancer de la prostate, et de cancer du sein
[235].

Des modeéles in vitro utilisant une technique de siRNA dirigé contre FAS permettent de
mieux comprendre les mécanismes a l'origine de cette diminution de la viabilité des
cellules cancéreuses [223, 229]. Une voie parait impliquée dans I'induction de la mort
par apoptose de cellule de cancer de la prostate lors de l'extinction de FAS. En effet,
I'inhibition de FAS -par siRNA et molécule synthétique- induit I'activation de nombreux
marqueurs du stress du RE [230].

L’inhibition de la FAS a été testée sur des modeles in vivo et les résultats de ces
différentes études mettent en évidence une diminution du développement tumoral
induit chez des souris [227, 228].

Des souris transgéniques neu-N développent naturellement des tumeurs mammaires
dans les 300 premiers jours de leur existence. Des traitements avec l'inhibiteur de
I'activité de FAS -C75- pendant dix semaines montrent une diminution du volume
tumoral. Vingt pour cent des souris traitées par l'inhibiteur ne développeront jamais de
tumeur [227].

L’utilisation d’inhibiteurs de FAS comme cible thérapeutique semble également étre
prometteuse étant donné qu’ils ne présentent pas d’effets toxiques sur les cellules saines

[223, 229].
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De récentes études mettent également en évidence que la voie de synthese des AGMI
peut étre une bonne cible thérapeutique. Ces études mettent en corrélation la
diminution de I'expression de SCD1 et la mort cellulaire par apoptose [191, 232-235].

En effet, 'équipe d’'Igal a montré qu’au cours de la mort par apoptose induite par des
céramides, l'activité SCD1 diminuait dans des fibroblastes pulmonaires transformés
[191].

Des études in vivo montrent que lors de I'injection de cellules cancéreuses pulmonaires
déplétées en SCD1 a des souris, celles-ci développent des tumeurs plus petites et
mettent plus de temps a se développer que lors d’injection de cellules cancéreuses non
délétées en SCD1 [232]. Les mécanismes moléculaires a l'origine de ces observations
commencent a étre décrits. En effet, il semblerait d'une part que la délétion en SCD1 de
cellules cancéreuses pulmonaires induise un blocage du cycle cellulaire en phase G1/S et
d’autre part, induirait de la mort cellulaire par apoptose [234]. D’autres études sur des
lignées de cancer du sein et du colon, mettent en évidence qu’'une inhibition de
I'expression de SCD induit de la mort par apoptose caspase 3 dépendante [231-234]. Les
effets de la délétion de SCD1 sur la mort cellulaire seraient médié par la voie AKT [232].
L’ajout exogéne des AGMI, acide oléique, acide palmitique et acide cis-vaccénique
restaure completement la mort cellulaire induite par la délétion en SCD1 montrant que
les AGMI de configuration cis ont un role clé dans la prolifération des cellules
cancéreuses [234]. Une étude contradictoire met en évidence que la prolifération
cellulaire n’est pas restaurée lors de 'ajout d’acide oléique, le principal produit de SCD1
[232].

Une délétion en SCD1 entraine donc une diminution de la viabilité des cellules
cancéreuses, comme I'extinction d’ACC et FAS. Cependant, une inactivation
concomittante de I'expression d’ACC et de SCD1 ne potentialise pas I'effet d'inhibition de
prolifération, suggérant qu’ACC et SCD induisent celle-ci via la méme cible [234].
L’utilisation d’un inhibiteur synthétique de SCD1 sur des cellules de cancer du poumon
et du sein, mettent en évidence que la mort cellulaire observée est corrélée a une
phosphorylation de ’AMPK, inhibant I’ACC et bloquant ainsi la voie de synthése de novo
lipidique a partir du glucose [82]. La Figure 28 résume les différents effets d’'une délétion

en SCD1 dans les cellules cancéreuses[233].
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Figure 28 : Régulation du métabolisme et des voies de signalisation par SCD1 dans les

cellules cancéreuses [233]

SCD semble étre une cible de choix dans le développement de nouvelles cibles
thérapeutiques. Toutefois, les mécanismes a l'origine de la mort par apoptose lors d’'une

délétion en SCD1 restent a étre élucidés.
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Publications:

Les données développées ci-dessus mettent en évidence que, parmi les modifications
métaboliques qui apparaissent au cours de la transformation d’une cellule saine en
cellule cancéreuse, les altérations du métabolisme lipidique sont particuliérement

importantes.

Au niveau tumoral, une augmentation de la teneur en AGMI associée a une
surexpression des enzymes de la lipogenése (ACC, FAS et SCD) est observée.
Une inhibition de I'expression de ces enzymes de la lipogenése induit une diminution du

volume tumorale.

L’objectif de ce chapitre est la caractérisation du phénotype des cellules cancéreuses
deletées en SCD1 et la mise en évidence des voies de signalisations impliquées.

Pour mener a bien ces recherches, 'expression et I'activité de SCD ont été modulées par
des techniques mettant en ceuvre des ARNs interférents ou des inhibiteurs (naturels et
pharmacologiques). L’utilisation des deux inhibiteurs naturels c9t11 et t10c12 CLA nous
permettra également de comparer leur efficacité respective sur I'inhibition de SCD1dans
des cellules cancéreuses.

Afin d’étayer nos résultats, les expérimentations ont été menées sur deux lignées

cellulaires d’origine colique (HCT116 et SW480) et d’'un ostéosarcome (U20S).
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Abstract

Background: Cancer cells present a sustained de novo fatty acid synthesis with an increase of saturated and
monounsaturated fatty acid (MUFA) production. This change in fatty acid metabolism is associated with overexpression of
stearoyl-CoA desaturase 1 (Scd1), which catalyses the transformation of saturated fatty acids into monounsaturated fatty
acids {e.g., oleic acid). Several reports demonstrated that inhibition of Scd1 led to the blocking of proliferation and induction
of apoptosis in cancer cells. Nevertheless, mechanisms of cell death activation remain to be better understood.

Principal Findings: |n this study, we demonstrated that Scd1 extinction by siRNA triggered abolition of de novo MUFA
synthesis in cancer and non-cancer cells. Scd1 inhibition-activated cell death was only observed in cancer cells with
induction of caspase 3 activity and PARP-cleavage. Exogenous supplementation with oleic acid did not reverse the Scd1
ablation-mediated cell death. In addition, Scd1 depletion induced unfolded protein response (UPR) hallmarks such as Xbp1
mRNA splicing, phosphorylation of elF2a and increase of CHOP expression. However, the chaperone GRP78 expression,
another UPR hallmark, was not affected by Scd1 knockdown in these cancer cells indicating a peculiar UPR activation.
Finally, we showed that CHOP induction participated to cell death activation by Scd1 extinction. Indeed, overexpression of
dominant negative CHOP construct and extinction of CHOP partially restored viability in Scd1-depleted cancer cells.

Conclusion: These results suggest that inhibition of de nove MUFA synthesis by Scd1 extinction could be a promising anti-
cancer target by inducing cell death through UPR and CHOP activation.
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Increased MUFA content could be also due to an up-regulation of
stearoyl Co-A desaturase (Scd, delta-9 desaturase) expression, the rate-
limiting enzyme of MUFA synthesis. Indeed, Scd catalyzes the
introductien of a double bond between carbons 9 and 10 of several

Introduction

Cancer cells exhibit metabolism alterations characterised by
increased glycolysis and lipogenesis [1,2]. Active proliferating

cancer cells present not enly quantitative changes in de novo lipid
biosynthesis but also moedifications of lipid membrane composition
affecting membrane fluidity, signal transduction and gene
expression [3,4]. Changes in lipid membrane composition are
observed in a wide variety of cancers, mainly characterised by
saturated (SFA) and moncunsaturated fatty acid (MUFA)
accumulation which appears less due to increased uptake of
SFA and MUFA than to exacerbated endogenous fatty acids
synthesis, irrespective of adequate lipid nutritional supply
[5,6,7,8,9,10,11]. These modifications of SFA and MUFA content
are associated with the medulation of the expression and activity
of lipogenic enzymes. Thus, overexpression of acetyl Co-A
carboxylase o and fatty acid synthase, involved in the first steps
of fatty acid biosynthesis, were described in various cancers
[12,13,14,15,16,17].

. PLoS ONE | www.plosone.org

saturated fatty acids such as palmitic (16:0) and stearic (18:0) acids to
yield palmitoleic (16:1) and oleic (18:1) acids, respectively. This
endoplasmic reticulum resident enzyme exists under two soforms in
humans, Scdl and Scd5 [18]. Scdl is found in almost all tssues with a
major expression in liver while Scd5 expression is restricted to pancreas
and brain. Scdl expression, correlated with MUFA content, is
increased in hepatocellular adenoma, colonic and ocesophageal
carcinoma, as well as in genetically- and chemically-induced tumors
[19,20,21]. For prestate cancer, twe studies present contradictory
results on Scdl expression level [22,23). Thus, Scdl expression can be
related to carcinogenesis processes involving alteration of proliferation/
apoptoesis balance. Indeed, Scdl over-expressing cells present a growth
advantage while scdl knock-down leads to slower rates of cell
proliftration and cell death @ wwo and w wiw [24,25,26,27]. The
mechanism of cell death ohserved in Scdl-deficient lung cancer cells
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Figure 1. Efficient suppression of Scd1 expression and activity by siRNA targeting Scd1. A) U205 cells were transfected with siRNA
control {scr) or with siRNA against Scd1 (Scd1.A and Scd1.B) and collected 24 and 48 h post-transfection for Scd1 mRNA expression by real time RT-
PCR. Scd1 mRNA expression was normalized to f-actin expression. Values represent the mean + SEM relative to Scd1 mRNA expression in scr-treated
U20S cells at 24 h. ¥, p<<0.05 vs. siRNA scr-treated cells by Anova analysis followed by Tuckey test. B) U205 and SW480 cells were treated with
oligofectamine {-), sSIRNA control {scr) or with siRNA against Scd1 (Scd1.A and Scd1.B). Cells were collected 24 h after transfection for Scd1 expression
analysis by Western-Blotting. €) U205 and SW480 cells treated 72 h with siRNA were incubated for further 6 h with ['*C] stearic acid and total lipid
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extraction was performed. 5cd activity was evaluated by HPLC as the rate of ['*C] stearic acid conversion into ['*C] oleic acid in cells treated with
SIRNA for 72 h. Scd activity was expressed as the % ratio of ['*C] oleic acid to ['*C] oleic and stearic acids. Values represent the mean = SEM from at
least two separate experiments. ¥, p=0.05 vs. siRNA scr-treated cells by Anova analysis followed by Tuckey test. A representative expression of 5cdi1
protein was shown for 72 h of siRNA treatment. D) U20S cells were exposed to DMSO as vehicle, Scd1 inhibitors (CVT-11127 or MF-438) at 10 pM for
24 h and prepared as above C) for measuring Scd activity. Values represent the mean + SEM from three experiments. ¥, p<0.05 vs. vehicle-treated

cells by Anova analysis followed by Tuckey test.
doi:10.1371/journal.pone.0014363.g001

seems to involve the modification of a SFA/MUFA ratio that triggers
inhibition of the Akt pathway and activation of the AMPK pathway
[24,28]. Indeed, in absence of Scdl, the SFA content increases which
alleviates Akt activation normally obtained by MUFA (e.g. oleic acid)
for sustaining cell proliferation and survival [29]. Furthermore,
different cancer cells lacking Scdl activity reduce de reve lipogenesis
through activation of the AMPK pathway [22,24]. The alteration of
lipid production in Scdl-deficient cells mainly concerns a reduction of
phosphelipid biosynthesis, which triggers cellular stress and expression
of the apoptosis-related protein G/EBP homologous protein (CHOP/
GADD 153} [26,27,30,31]. CHOP belongs to a peculiar stress pathway
named endoplasmic reticulum (ER) stress that may induce apoptosis.

ER stress is triggered by different stress conditions such as
alterations in post-translational protein status and lipid synthesis,
hypoxia, disruption of calcium homeostasis and nutrient depriva-
tien, and leads to the activation of an adaptive program, known as
the Unfolded Protein Response (UPR), to re-establish equilibrium
[32]. Activation of the canonical UPR engages three distinct
concerted signalling branches mediated by ER membrane
anchored sensors: RINA-dependent protein kinase (PKR)-like ER
kinase (PERK), activating transcriptien factor 6 (ATF6) and
inositol requiring enzyme lo (IREle) [33]. In stressed cells, the
chaperone protein GRP78 dissociates from UPR sensors PERK,
ATF6 and IREla leading to their activation to first alleviate ER
stress. PERK phosphorylates the eukaryotic translation initiation
factor (elF)2¢, thereby inhibiting global protein synthesis. Active
ATYFS6 translocates to the Golgi and is cleaved from the membrane
by site-1 and -2 proteases. Then cleaved ATF6 localises to the
nucleus and induces transcription of Xbpl and ER chaperones
such as GRP78. IRElw disposes of an endoribonuclease activity
that alternatively splices the Xbpl mRINA (Xbpl), which is
translated inte an active transcription factor. However, in a severe
or prolonged stress, the UPR can trigger pro-apoptotic signals
threugh activation of the transcription factor CHOP, which acts to
repress the bcl-2 gene expression, thus down-regulating anti-
apoptetic Bd-2 protein and rendering cells sensitive to the pro-
apoptotic effects of BH3-only proteins [34,35,36].

While these data clearly support the involvement of Scdl as a
central regulator of lipogenesis in cancer cells, the link between
Scdl and the induction of ER stress and cell death in cancer cells
remains te be better understood. In this study, we were
consequently interested in seeking for UPR induction in cancer
cells lacking Scdl expression and in investigating the role of this
stress pathway on the cancer cell viability during Scdl extinction.
We demenstrated that Scdl depletion in cancer cells activated
UPR markers and induced cancer cell death with no effect on non
cancer cell viability. Moreover, we evidenced that CHOP
participated to Scdl-mediated cell death.

Results

Efficient inhibition of Scd1 expression and suppression of
de novo MUFA synthesis

In this study we investigated the effect of Scdl silencing using
siIRNA in different human cancer cell lines (U208, SW480 and
HCT116). Cancer cells were transfected with 75 nM siRNA

PLoS ONE | www.plosone.org
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targeting unrelated human mRNA (siRINA scr) and Scd] mRNA
(sIRNA Scdl.A and Scdl.B). Both siRNA directed against Scdl
compared to control siRNA (scr) drastically suppressed expression
of Scdl mRNA and protein as soon as 24 h after transfection
(Figures 1A and 1B).

As Scdl catalyzes the conversion of stearic acid into oleic acid, a
decrease in oleic acid preduction would evidence the abolition of
Scdl activity by stRINA targeting this enzyme. In order to address
Scd activity after 72 h of Scdl silencing, we further treated U208
and SW480 cells for 6 h with radiolabelled ['*C] stearic acid
leading to measure the production of [“*C] oleic acid in Scdl-
deficient cells compared to control scr-treated cells. The
incorporation of ['°C] stearic acid was similar in siIRNA scr and
Scdl-treated cells (data not shown). Gancer cells transfected by the
non-targeting human mRINA siRINA (scr) presented a desaturation
rate of 31.49% for U208 and 25.66% for SW480. In the two cell
lines, Scdl extinction led to a drop-off in oleic acid biosynthesis
with a remaining desaturation rate of 5.135% and 5.28% in U208
treated by siRNA Scdl.A and Scdl.B, respectively, and 5.89%
and 7.55%, respectively, in SW480 (Figure 1C). Furthermore, we
exposed U208 cells for 24 h to the Scdl inhibitors CVT-11127
and MF-438 (10 uM). We obtained similar capability with Scdl
inhibitors than siRINA directed against Scdl to inhibit the
production of oleic acid from stearic acid in U208 cells
(Figure 1D).

Altogether, these results demonstrated a drastic inhibition of
Scd activity in $iIRNA Scdl-treated cells. Moereover, in these
cancer cell lines, Scd] appears as the main enzyme involved in the
endogenous productien of oleic acid.

Scd1 extinction promotes apoptosis-cell death

In order to assess effect of Scd1l knockdown on cell viability, we
first determined cell number at 24 h, 48 h and 72 h post-
transfection using CyQuant® reagent which quantifies the amount
of nucleic acids. As scon as 48 h post-transfection, cell number was
significantly less in Scdl-depleted U2OS cells compared to control
cells. While relative fluorescence (RF) increased for siRNA scr-
treated cells all aleng the 72 h post-transfection, RF did not
significantly change for siRNA Scdl-silenced cells during the time
course. We observed that RF was twice fold higher in siIRNA scr
cells compared to siRNA Scdl-depleted U208 72 h post-
transfection indicating proliferation inhibition or cell death
induction in Scdl-ablated cells (Figure 2A). Then, we demon-
strated by trypan blue exclusion cell count 72 h after transfection
of siRNA that Scd] knockdown led to a diminutien of cell viability
both in U208 and SW480 cells but much more drastically in
U208 cells (Figure 2B). More than 30% of Scdl siRNA-treated
U208 and approximately 20% of Scdl siRNA-treated SW480
were positive for PI representing an increase of three and two folds
compared to siRNA scrtreated UZOS and SW480 cells,
respectively (Figure 2C). Inhibition of Scdl activity by both
compounds (CVT-11127 and MF-438) also led to increase cell
death at 48 h in a dose-response manner (Figure 2D). However,
we found that these compounds differently affected cell viability
with CVT 11127 more potent for cell death induction than MF-
438 in U208, Moreover, we showed that Scdl depletion induced
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Figure 2. Scd1 knockdown promoted apoptosis-cell death. A) U20S cells were treated with siRNA scr {control) and targeting Scd1 (Scd1.A
and Scd1.B), and collected 24 h, 48 h or 72 h post-transfection. Proliferation status was determined by the CyQuant® proliferation assay. Each value is
the mean of relative fluorescence units = SEM of triplicate and representative of three independent experiments. B) U20S and SWA480 cells were
cultured for 72 h post-siRNA transfection and harvested for trypan blue dye exclusion assay. Values are the mean * SEM of triplicate and
representative of two others independent experiments. C) U20S ad SW480 cells treated 72 h with siRNA were collected and total cell death was

@ PLoS ONE | www.plosone.org December 2010 | Volume 5 | Issue 12 | e14363

83

——
| —



Cell Death Due to Scd Ablation

analysed by flow cytometry after staining with propidium iodide {PI). Data represent the mean = SEM of three independent experiments. D) U205
cells were treated for 48 h with 5cd1 inhibitors at indicated concentrations and were harvested for propidium iodide staining. Data represent the
mean = SEM from three experiments. E) U205 cells were collected 72 h post-transfection and prepared for caspase 3 activity measurement by flow
cytometry as detailed in the materials and methods. Data are shown as fold increase over the control {siRNA scr) and represent the mean = SEM of
two independent experiments. F) Whole-cell lysates were prepared 72 h post-transfection with siRNA and PARP cleavage (c-PARP) level was
determined by Western-blot. G) U205 cells were treated for 72 h with siRNA control {scr) and targeting 5cd1 in absence {vehicle) or presence of
100 UM oleic acid bound to BSA. Cell number was quantified by CyQuant® proliferation assay as previously described. Data ara shown as fold change
over the vehicle siRNA scr-treated cells and represent the mean of relative fluorescence units = SEM of triplicate. ¥, ** p<C0.05 vs. siRNA scr-treated
vehicle and oleic acid cells, respectively, by Anova analysis followed by Tuckey test.

doi:10.1371/journal.pone.0014363.9002

activation of apoptosis as shown by high-level induction of caspase
3 activity and PARP cleavage (Figures 2E and 2F).

We then postulated that cell death was triggered by reduction of
oleic acid cell content. Thus, we undertook to supplement siRINA
Scdl-depleted cells with 100 uM eleic acid in erder te evaluate the
capability of exogencus supplementation to reverse cell death.
Figure 2G evidenced that exposure of Scdl-deficient U208 cells
to exogenous oleic acid did not change the rate of cytotoxicity.

Inhibition of Scd1 expression activates partially unfolded
protein response

Perturbations of ER homeostasis lead te ER stress by UPR
activation that could trigger cell death. In order to monitor
activation of the UPR pathway, we investigated the expression
level of GRP78, phospho-elF2« and unconventional splicing of
Xbpl mRNA. U208 and SW480 cells have the functional
machinery to respond to thapsigargin-induced ER stress, as we
observed splicing of Xbpl, up-regulation of GRP78 and phospho-
elF2q expression (Figures 3A and B). Then, we analyzed these ER
stress markers in Scdl-deficient cells. Abolition of Scdl in U208
and SW480 cells led to a partial processing of Xbpl mRNA:
spliced- and hybrid-Xbpl (s- and h-Xbpl) mRNA species were
increased in Scdl-deficient cells indicating activation of IREla
arm in both cell lines, in a more pronounced manner in SW480
cells (Figure 3A). Translation of s-Xbpl produces the functional
Xbpl transcription factor, which participates to a transcription
program in order to first re-establish ER function and cell survival.
The chaperone GRP78 also regulates the pro-survival pathway
during ER stress through its up-regulation. However, we were not
able to observe such regulation in U208 and SW480 cells silenced
for Scdl 48 h post-transfection (Figure 3C). We did not observe
any change in mRINA and protein level for GRP78 expression at
different post-transfection time (24, 48 and 72 h, data not shown).
PERK alsc belongs to UPR and its activation induces phosphor-
ylation of elF2x triggering repression of general translation. We
observed at 48 h post-transfection that cells depleted in Scdl
expressed higher ameunt of phospho-elF2¢ compared to control
cells suggesting activation of the PERK arm (Figure 3D). In order
to assign phosphorylation of eiF2ato Scdl extinction and not to an
artefact due to PKR activation by siRINA transfection, we analysed
phospho-elF2¢ level in U208 treated with 5 and 10 uM of Scdl
inhibiter (CVT-11127 and MF-438) for 10 and 24 h. We cbserved
increase of p-elF20 expression as soon as 10 h fer both inhibitors
demonstrating that phesphorylation of elF2¢ was induced by
extinction of Scdl activity (Figure 3E).

CHOP participates to Scd1 depletion-induced cell death

In ER stress-mediated apoptosis, CHOP expression increases
and appears as an essential effector of this cell death program.
We first addressed evaluation of CHOP expression in cancer
cells treated with siRNA scr or against Scdl. We observed an
increase of CHOP mRNA and protein expressicn in cells that
lost Scd1 expression compared to control cells (Figures 4A and

). PLoS ONE | www.plosone.org

84

4B). To ascertain the role of CHOP in cell death induction, we
transiently transfected empty vector (ctr) or deminant-negative
form of CHOP (DN-CHOP) in U208 cells. DN-CHOP
construct harbours mutations in the leucine zipper domain
(L134A/L141A) that prevents its transcriptional activity [37].
We showed by PI staining that DN-CHOP overexpression
reduced cytotoxicity induced by Scdl inhibition compared to
the control-transfected cells (ctr) (Figure 4C). Moreover, we
estimated the effect of enforced expression of DN-CHOP on
active caspase 3 induction in Scdl-silenced U203, We showed
a decrease of caspase 3 activation in Scdl knockdown-U208
cells expressing DN-CHOP and evidenced a protective effect of
DN-CHOP against apoptosis induced by Scdl depletion
(Figure 4.

CHOP extinction partially alleviates Scd1 depletion-
induced apoptosis

The protection observed by CHOP inhibition against Scdl
depletion-mediated U208 cell death has also been evaluated in
HCT116 colon tumor cell line. In this aim, we used transitory
CHOP knockdown-HCT116 and BA] cells that are HCT116 cells
stably transfected with antisense human CHOP ¢DNA construct
[38]. Depleticn of Scdl with siRNA in HCT116 induced more
than 30% of cell death as attested by PI staining (Figure 5A). We
also showed at 72 h that extinction of Scdl activity by siRINA and
inhibitors (data not shown) induced apoptosis in HCTI116
evidenced by active caspase 3 or PARP-cleavage detection
(Figures 5B and 5C). In those cells, we alse found that abolition
of Scdl expression led to up-regulation of CHOP mRNA
expression as already observed for U208 and SW480 cells
(Figure 5D). Furthermore, we confirmed as in U20S that
reduction of CHOP expression partially alleviated cytotoxicity
induced by Scdl silencing. Indeed, we observed a diminution of PI
staining in BAl cells compared to their parental HCTI116 (p-
HCTI116) counterparts when Scdl expression was abolished
(Figure 5E). Moreover, the protection against Scdl silencing-
mediated cell death induced by CHOP extinction seemed to be
specific and not a protection against all pro-apoptotic factors.
Indeed, extinction of CHOP did not medify apoptosis induction
by etoposide in DN-CHOP U208 or BAl compared to their
respective centrol cells (data not shown). We have also undertaken
to evaluate effect of CHOP extinction by siRNA treatment on
apoptosis induced by Scdl abolition. For this purpose, we
performed co-treatment of HCT116 cells with sIRNA control
(scr) or directed against Scdl (Scdl.A and Scdl.B), and with
siRNA CHOP or control (—).We validated CHOP siRNA in
HCT116 cells and showed that CHOP siRNA did not modify
Scdl mRNA extinction level induced by Scdl siRINAs (data not
shown). In order to estimate CHOP function in Scdl-induced
apoptosis, we then performed siRINA co-transfection. We observed
72 h after transfection that CHOP silencing protected HCT116
against apoptosis-cell death induced by Scdl extinction (Figures 5F
and 5G).
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Figure 3. Inhibition of Scd1 partially induced UPR markers. U20S and SW480 cells were treated with siRNA control {scr) and siRNA against
Scd1 for 72h. A) Samples were prepared for mRNA analyses of Xbp1 processing by semi-quantitative RT-PCR. The PCR products were run on a 3%
agarose gel and the spliced Xbp1 (sXbp1), unspliced Xbp1 (uXbp1) and hybrid Xbp1 (hXbp1) mRNA species were observed in siRNA-treated cells {ctr)
and thapsigargine-treated cells (Tg) as positive control of UPR activation. B) Total protein lysates were prepared from untreated and thapsigargin-
treated cells {Tg, 0.2 uM, 16 h) and analysed for eiF2c phosphorylation and GRP78 up-regulation by western-blotting. C and D) Scd1-depleted U20S
and SW480 cells were prepared as in 3B) and analysed by western-blotting for Scd1, GRP78 and phospho-eiF2a expression. E) U20S cells were
treated with 5 and 10 pM of Scd1 inhibitors (MF-438 and CVT-11127) and were collected after 10 h and 24 h of treatment for phospho-eiF2e
expression analysis by western-blotting. Blots are representative of at least two independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0014363.9g003

@ PLoS ONE | www.plosone.org 6 December 2010 | Volume 5 | Issue 12 | e14363

85

——
| —



Fold induction of CHOP mRNA

CHOP

Lamin
A/IC

Active caspase 3 positive cells

relative to scr siRNA

1,5

0,5

0

siRNA:

3,5
uU20s *
3 T
2,5
2
1,51
1
0,5
0
siRNA scr Scd1.A
siRNA siRNA siRNA
scr Scd1.A Scd1.B
— e
— —
_—_==
2,5 | ctr
B DN-CHOP
2

scr

Scd1.A

Cell Death Due to Scd Ablation

- SW4380
< 37 =
Z
[
£ 2,57 _I*_f
o
g 2
o
5 1,57
c
L2
T 1]
=}
=]
£ 0,57
=
£ o
Scd1.B siRNA scr Scd1.A Scd1.B
c u20s
2,5 # i
*
E DN-CHOP
z 2
i o #
o2
.Un_: *% *
2% 15 -
© ©
g3
e 1
38
29
T 0,5
0
siRNA scr Scd1.A Scd1.B
#
*

Scd1.B

Figure 4. Inhibition of CHOP activity reduced siRNA Scd1-mediated U20S cell death. A) U20S and SW480 cells were treated with siRNA
control (scr) and siRNA against Scd1 for 72h. Total RNA was isolated and CHOP mRNA expression normalized to f-actin mRNA expression was
quantified by real time RT-PCR. Results were represented as mean fold induction = SEM relative to siRNA scr-treated cells from at least three
independent experiments. ¥, p</0.05 vs. siRNA scr-treated cells by Anova analysis followed by Tuckey test. B) Nuclear extracts from U20S were
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@ PLoS ONE | www.plosone.org

——

86

December 2010 | Volume 5 | Issue 12 | e14363

A



Cell Death Due to Scd Ablation

harvested for propidium iodide staining analysis by flow cytometry. Values were shown as fold increase over the controls (siRNA scr) and represent
the mean + SEM of two independent experiments. ¥, *¥, p<0.05 vs. siRNA scr-treated ctr and DN-CHOP cells, respectively, by Anova analysis followed
by Tuckey test. #, p<<0.05 by Anova analysis followed by Tuckey test. D) U205 cells were prepared as C) and harvested for active caspase 3 analysis
by flow cytometry. Values were shown as fold increase over the controls {siRNA scr) and represent the mean = SEM of three independent
experiments. ¥, ** p<0.05 vs. siRNA scr-treated ctr and DN-CHOP cells, respectively, by Anova analysis followed by Tuckey test. #, p<<0.05 by Anova

analysis followed by Tuckey test.
doi:10.1371/journal.pone.0014363.9g004

Scd1 depletion did not affect the viability of non cancer
cells

Cancer cells were sensitive to Scdl depletion-mediated cell
death We were then interested in analysing the potential effect of
an absence of de nowo MUFA synthesis in non cancer cells. In this
aim, we evaluated impact of Scdl inhibition using siRNA on
normal human dermal fibreblasts (NHDF). These cells have a
basal desaturation rate about 15% lower than U208 and SW480
cells as shown previously in Figure 1C. Their treatment with
sIRNA Scdl.A or Scdl.B led to a reduction of Scd activity to reach
a remaining activity of 8.3% and 6.3%, respectively (Figure 6B).
The residual Scd activity was similar to the ene obtained for
cancer celly treated with the siRNA Scdl. As shown above,
ablation of Scd activity in cancer cells led to cytotoxicity whereas
depletion of Scdl expression did not induce cell death in NHDF
but reduced very slightly their cell number (Figures 6C and 6D).
Then, in non cancer cells, Sedl abrogation might block
proliferation without affecting cell viability.

Discussion

In the present study, we demonstrated that Scdl expression
silencing led to induction of UPR markers (Xbp] splicing, p-elF2q,
and CHOP) and CHOP-dependent cell death in cancer cells. We
also showed that abrogation of de novo MUFA synthesis pathway
by extinction of its rate-limiting enzyme Scdl altered viability of
cancer cells without changing the survival of non cancer cells. This
data suggests different needs in de nove MUFA synthesis for
normal and tumoral cells. Nevertheless, exogenous addition of
oleic acid, the major MUFA product of Scdl activity, did not
prevent cell death of cancer cells in which endogenous MUFA
biosynthesis was suppressed.

In this report, we agree with previous reports describing that
Scdl extinction led te cell death by apoptesis in different types of
cancer cells [22,25,27,39]. Indeed, we observed induction of
caspase 3 activity and PARP-cleavage (Figures 2D et 2E) in Scdl-
depleted cells.

We also evidenced in this work that normal and cancer cells did
not respond in the same manner to the prevention of MUFA
synthesis by Scdl extinction. Indeed, while cancer cells were killed
by Scdl depletion, non cancer cells were still alive. However, we
observed a slight decrease in cell number in Scdl-treated NHDF
that a block or a slower rate of proliferation could explain. We can
then hypothesise that viability of non cancer cells remained
unaffected due to the fact that they do not require such a rapid and
high MUFA synthesis. Indeed, they proliferate at lewer rate
(Figure 6C) and preferentially sustained new membrane synthesis
from exogenous fatty acids up-take whereas cancer cells proliferate
at higher rate and need de nove fatty acid synthesis [10].

‘We and others showed that abolition of Scdl activity decreased
de novoe MUFA production (Figure 1C) and in consequence
increased SFA content (e.g. palmitic and stearic acids)
[22,26,27,40]. Induction of lipotoxicity by SFA in cancer and
nen cancer cells has been previously described, and that the level
of Scdl expression controlled SFA effect since overexpressicn of
Scdl reduced SFA-mediated cell death when a down-regulation

). PLoS ONE | www.plosone.org

87

increased it [27,29,39,41,42,43]. Among MUFA, oleic acid is the
most represented and has been characterised by cytoprotective
and proliferative actions. Its addition promotes tumoral cell
proliferation that could be obtained through down-regulation of
the tumer suppressor Pten as described for hepatocarcinoma cells
but alse prevents palmitate-stimulated apoptosis [29,41,44]. As
already reported for SV40-tranformed lung fibroblasts lacking
Scd] expression, we were not able to chserve any rescue of siRNA
Scdl-induced U203 cell death (Figure 2F) [39]. This chservation
is in discrepancy with recent results indicating that oleic acid could
reverse the impairing effects of Scd1 depletion on proliferation and
survival in Hela and H460 tumor cells [27,45]. A possible
mechanism of cleic acid protection is the increase of triglyceride
preduction that could incorporate SFA excess inte triglycerides
and protects cells from apoptosis [45,46]. The observed discrep-
ancy could be due to a different ability of Scdl-depleted U208
cells placed under oleic acid supplementation to channel SFA into
triglyceride pool.

Scdl controls the de nove synthesis of MUFA, and, more
globally appears as a key regulator of lipid metabolism. In order to
maintain their high proliferating rate, cancer cells require an
elevated production of cellular membrane components membrane
such as cholesterol and phospholipids [47,48]. Interfering with the
phospholipid Kennedy’s pathway is described to block phospho-
lipid synthesis and to induce apoptosis [30,49,50]. Thus, extinction
of Scdl activity decreases de nove phosphelipid and neutral lipid
synthesis, and cell death obtained by Scdl depleticn in different
cancer cells could be related to this change [39].

On the other hand, the phospholipid remodelling which
represented the decrease of unsaturated fatty acid incorporation
consecutive to Scdl depletion played a predeminant role in cell
survival by triggering cell death [27].

Thus, both phospholipid synthesis and remodelling pathways
seemed to be involved in Scdl inhibition-mediated cell death.
Additionally, changes in phospholipid metabolism can induce ER
stress response that could explain its activation in Scdl-depleted
cells [30].

Indeed, we clearly showed, in the present study, a peculiar ER
stress activation since GRP78 expression was not modified.
GRP78, a stress-inducible chaperone localized in the ER, is a
key component of the UPR required to alleviate ER stress,
maintain ER function and protect cells against apoptosis [51].
Lack of anti-apoptotic GRP78 induction could contribute to cell
death in maintaining the three transducers of ER stress (PERK,
IREla and ATF6) under an activated status and down-regulation
of GRP78 is known to sensitize tumor cells to apeptosis induced by
current anti-cancer therapies [52,53,54]. The observation con-
cerning GRP78 expression in Scdl-depleted cells was not related
to the inability of U208 and SW480 cells to increase GRP78
expression in ER stress response since thapsigargin-treated cells
overexpressed GRP78 protein. Few reports already mentioned
such a lack of GRP78 induction during ER stress. Among them,
inhibition of phosphatidylcholine synthesis, treatment with
palmitic acid or trans 10, cis 12-conjugated lincleic acid triggered
ER stress and cell death without affecting GRP78 content
[30,55,56].

December 2010 | Volume 5 | Issue 12 | e14363



Cell Death Due to Scd Ablation

A
B Cc < i
~50- 601 5 § §
X * 5 n »n
% |
3 40; . 50 Scd1 b —_—
o o=
- ) E‘ 401 *
2 30/ L 8o = B-aCHn [M——— —
g @3 301
L] So
2 201 02 51 c-PARP | .
] >
@ €3
2 10 < a i
2-10 101 f-actin P - -
o LI oL I _
siRNA scr Scd1.A Scdi1.B siRNA scr Scd1.A Scdi1.B
D E
) 45 | p-HCT116 #
<35 2 ,]msa # *
£ 3 52 o
5 DE‘ 28 354
r [
& 528 3L 31
S O R
E w2 - g i
5z g S 2.5
T ©1,51 =5 5.
o o - 0
=2 4 s3 15
5 gE
0,51 a g 1
- E“ 0.5
siRNA: scr Scd1.A Scdi.B 0-
siRNA scr Scd1.A Scd1.B
F W SiRNA scr G B SiRNA scr
O siRNA Scd1.A T 6070 siRNA Scd1.A #
385 [l siRNA Scd1.B # 4 ‘_(; [ siRNA Scd1.B
= ¥ 3 501 *
L2 30_ - * Py *
K] *% 2 40 — e
= *% = 1
8 257 = @ |
° =%
S 201 © 307
£ S
% ®
157 P-% 4
g 2 20
G 107 ©
= 57 k3]
o
< o . .
o-
siRNA | 4 - + -+ siRNA . + - + - +
CHoP CHoP
Figure 5. Extinction of CHOP expression reduced Scd1 knockd liated HCT116 apoptosis. A) HCT116 cells treated 72 h with

siRNA control (scr) or targeting Scd1 (Scd1.A and Scd1.B) were collected and total cell death was analysed by flow cytometry after staining with
propidium iodide. Results were the mean + SEM of three experiments performed in triplicate. B) HCT116 cells treated by siRNA were collected 72 h
post-transfection and prepared for caspase 3 activity measurement by flow cytometry as detailed in the materials and methods. Data represent the
mean * SEM of three independent experiments. C) HCT116 were treated as in A) and harvested for analysis of Scd1 and PARP-cleavage expression by
Western-blotting. D) HCT116 were treated as in A) and harvested for total RNA purification. CHOP and Scd1 mRNA expression was analyzed by real
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time RT-PCR after normalization to B-actin. All experiments represent at least two repetitions in triplicate. E) HCT116 cells were stably transfected with
antisense human CHOP c¢cDNA construct and its empty control vector. BA1 and p-HCT116 are HCT116 clones with antisense CHOP construct and
control vector, respectively. Cells were silenced by siRNA Scd1.A and Scd1.B for 72 h, and harvested for total cell death analysis by flow cytometry
after staining with propidium iodide. Results were the mean of fold change for PI positive cells relative to the corresponding siRNA scr HCT116 cells =
SEM of one representative experiment from three experiments performed in triplicate. ¥, ¥, p<{0.05 vs. siRNA scr-treated p-HCT116 and BA1 cells,
respectively, by Anova analysis followed by Tuckey test. #, p<{0.05 by Anova analysis followed by Tuckey test. F) and G) HCT116 cells were
transfected with siRNA scr, Scd1.A or 5cd1.B at 75 nM, and either with 25 nM siRNA scr {-) or siRNA CHOP. Cells were collected at 72 h post-
transfection for Pl staining and active caspase 3 analyses by flow cytometry. Results were the mean + SEM of one representative experiment from
two independent experiments performed in triplicate. ¥, **, p<<0.05 vs. corresponding siRNA scr-treated HCT116 cells by Anova analysis followed by

Tuckey test. #, p<.0.05 by Anova analysis followed by Tuckey test.
doi:10.1371/journal.pone.0014363.9005

We pointed out in the present study that the extinction of de
nove MUFA synthesis via Scdl knockdown led to the most
characteristic UPR induction with activation of PERK and IRElo
arms. Indeed, Scdl depletion-induced ER stress triggered Xbpl
mRNA splicing (Figure 3A) demonstrating activation of IREla
arm as previcusly described [57]. Xbpl processing, even partial,
highlighted IREla activation through dissociation from GRP78 in
response to Scdl inhibition. This data was confirmed by the
increased amount of phospho-elF2uthat we observed in Scdl-
depleted cells indicating activation of PERK via its dissociation
from GRP78 (Figure 3D). Phosphorylation of elF2u leads to
inhibition of global translation, concomitant with selective
translation of a subset of transcripts including the ATF4
transcription factor, to first cope with ER stress and restore ER
function [33].

However, activation of PERK arm was also described as part of
a pathway involved in cell death [58]. Thus, Ariyama et al. showed
that Scdl extinction triggered PERK activation and confirmed
that PERK arm could be a pro-apoptotic signal in preventing
Scdl extinction-mediated cell death by down-regulating PERK
expression [27]. Our observation on phosphorylation of elF2o
highlighted data about PERK activation in Scdl-ablated cells but
others stress-inducible elF2a kinases (e.g. GCN2, PKR) could also
induce this post-translational modification and the associated cell
death [59].

The phosphorylation of elF2o triggers ATF4 mRNA transla-
ticn, which is known to up-regulate the expression of the pro-
apoptotic transcription factor CHOP in cellular stress context
[33]. GHOP could trigger apoptosis at least through transcription
induction of pro-apoptotic genes (e.g. BIM) and transcription
repression of anti-apoptotic ones (e.g. Bd-2) [34,60]. Here, we
confirmed that Scdl knockdown enhanced CHOP expression and
activated apoptosis evidenced by PARP-cleavage and active
caspase 3 production. Although CHOP inactivatien led to a
decrease of apoptesis induction in Scd1-depleted cells, we were not
able to fully restore the viability suggesting that other pathways are
probably involved in cell death induced by Scdl inactivation.
During severe ER stress, apoptosis at least appears through CHOP
induction. However, caspase 12 (in rodents) and JNK pathway are
alse involved in ER  stress-mediated apeptosis and might
participate to Scdl extinction-induced apoptesis [61].

In conclusion, our results provided evidences that Scdl
extinction induced UPR and cell death in cancer cells through
CHOP activation. Thus, this study highlights that components of
de novo MUFA synthesis and UPR pathway represent promising
targets for cancer therapy.

Materials and Methods

Materials
U208 human osteosarcoma cancer cells, SW480 human

colorectal adenocarcinoma cancer cells were obtained from
American Type Culture Collection (Rockville, MD). BA1 cells
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stably expressing human CHOP antisense cDNA construct and
their parental HCGT116 cells counterparts were graciously given by
Dr. Jesse Martinez. Normal human dermal fibroblasts (NHDF)
were obtained from Invitregen (Cergy-Pentoise, France). Cell
culture supplies were from Dutscher (France). Anti-Scdl, anti-
CHOP/GADDI153, anti-GRP78 were purchased from Santa-
Cruz biotechnologies, anti-pelF2¢, anti-cleaved PARP, anti-lamin
A/C from Cell Signaling Technology and ant-B-actin from
Sigma. Oleic acid was obtained from NuCheck Prep (Elysian,
MN} and [*C] stearic acid from Perkin-Elmer (Courtaboeuf,
France). Scdl inhibitors CVT-11127 and MF-438 were generous
gift from Gilead Sciences, Inc. and Merck Frosst, respectively
[62,63].

Cell culture and transfections

U208, SW480, HCT116 cells were maintained in DMEM
supplemented with 10% heat inactivated foetal bovine serum
(FBS), penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 pug/ml), L-gluta-
mine (2 mM). NHDF were cultivated in MEM106 (Invitrogen)
supplemented with LSGS (Invitrogen), 10% heat inactivated FBS,
penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 pg/ml), L-glutamine
(2 mM). For experiments of fatty acid supplementation, oleic acid
bound to BSA (ratic 4:1) was used at 100 pM.

Small interfering RNAs (sIRNA) were synthesized by Dharma-
con Research Inc. (Lafayette, CO) and were transfected into cells
with Oligofectamine (Invitrogen) according to the manufacturer’s
recommendations. Transfected cells were collected at indicated
post-transfection  time. siRNA  control (scr) targets unrelated
human mRNA CUUACGCUGAGUACUUCG; siRNAs against
Scdl  target GAUAUGCUGUGGUGCUUAA  (ScdlA) and
GAGAUAAGUUGGAGACGAU (Scdl B); siRNA CHOP tar-
gets CAAUUGUUCAUGCUUGGUG sequence [25].

Scdl inhibitors CVT-11127 (Gilead Sciences, Inc.) and MF-438
(Merck Frosst) were dissolved in DMSO and used at indicated
concentrations [62,63].

U208 were transiently transfected with empty or deminant-
negative CHOP (DN-CHOP) expression vector with lipofecta-
mine 2000 (Invitrogen) and selected next day in G418 (400 wg/ml)
for three days. Then, cells were trypsinised and seeded at 130
000 cells/well in 6-well plate. Next day, siRINA transfection was
performed as described above.

Cell proliferation, viability and death analyses

Cell proliferation analysis was carried out using CyQuant® NF
cell proliferation assay (Invitrogen). Adherent cells were washed
and frozen at 80°C. Cells were thawed and treated with
CyQuant GR dye, which binds stoichiometrically to nucleic acids
and, thus, measures cell number. Flucrescence quantification was
measured using a microtiter plate fluorimeter (VICTOR®*V™,
PerkinElmer Life Sciences Inc., Wellesley, MA) with excitation at
485 nm and detection at 535 nm.

Cell viability was evaluated by trypan blue exclusion assay using
phase contrast microscopy at indicated time after siRNA
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Figure 6. Scd1 depletion did not affect viability of non cancer cells. Normal human dermal fibroblasts (NHDF) were transfected with siRNA
control {scr) and siRNA targeting 5cd1 {Scd1.A and 5cd1.B). NHDF cells were harvested after 72 h siRNA treatment and harvested for further analyses.
A) Total proteins were prepared for Scd1 expression analysis by western-blotting. B) NHDF treated 72 h with siRNA were incubated for further 6 h
with ['*C] stearic acid and total lipid extraction was carried out. Conversion of ['*C) stearic acid into oleic acid was performed by HPLC. Scd activity
was expressed as the % ratio of ["*C] oleic acid to ["*C] oleic and stearic acids. Values represent the mean = SEM for at least two separate
experiments. €) Proliferation status of siRNA-treated NHDF was determined at indicated time by the CyQuant® proliferation assay. Each value is the
mean of relative fluorescence units = SEM of three independent experiments. D) NHDF were collected 72 h post-transfection and total cell death
analysis was performed by flow cytometry after staining with propidium iodide. Results were the mean * SEM of Pl positive cells (%) of one
representative from two experiments performed in triplicate. ¥, p<20.05 vs. siRNA scr-treated cells by Anova analysis followed by Tuckey test.
doi:10.1371/journal.pone.0014363.9g006
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treatment. Cells that exclude trypan blue dye are considered to be
viable.

Total cell death was determined by propidium icdide staining
(PT) using flow cytometry (FAGSCalibur, Becton Dickinson). Cells
were collected 72 h after siRNA treatment. PI (1 ug/ml) was
added to cells and positive PI staining cells were considered as
dead cells.

Caspase 3 activity was determined using CaspGLOW Fluores-
cein Caspase-3 Staining Kit by flow cytometry. The assay utilizes
the caspase-3 inhibitor, DEVD-FMK, conjugated to FITC (FITC-
DEVD-FMK) that irreversibly binds to activated caspase-3 in
apoptotic cells.

RNA purification and RT-PCR

Total RINA was purified using RNEasy kit (Qiagen, Germany).
Reverse transcription was performed with 1 wg RNA using iScript
cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad).

For analysis of Xbpl mRNA splicing, semi-quantitative PCR
analysis was performed with Gotag green master mix (Promega)
and the following primers were used:

5-AAACAGAGTAGCAGCTCAGACTGC-3" and 5'-TCC-
TTCTGGGTAGACCTCTGGGAG-3'; and P-actin: 5'-ATGA-
TATCGCCGCGCTCGGTCGTC-3" and antisense 5-AGGT-
CGCCGG CCAGCCAGGTCCAG-3.

RINA expression level was quantified by real-time PCR using i().
SYBR. Green supermix (Bio-Rad) using a Bio-Rad iCycler i) with
the following primers:

CHOP: sense 5'-ACA CAG ATG AAA ATG GGG GTA
CCT-3’ and antisense 5-AGA AGC AGG ATC AAG AGT
GGT-3'; Scdl: sense 5'-TTC AGA AAC ACA TGC TGA TCC
TCA TAA TTC CC-3’ and antisense 5'-ATT AAG CAC CAC
AGC ATA TCG CAA GAA AGT CTG-3'; B-actin: sense 5'-
CTG GTG CCT GGG GCG-3’ antisense 5'-AGC CTC GCC
TTIT GCC GA 3.

Western Blotting

For whole-cell extracts, cells were washed with ice-cold PBS and
Iysed in ice-cold triten buffer (Tris-HCL 20 mM pH 7.4, Nacl
150 mM, EDTA 0.5 mM, EGTA 0.5 mM, Triton X-100 1%},
containing protease and phosphatase inhibitor cocktails (Sigma
cocktails I and II) for 15 min on ice. We cleared protein lysate at
10000 g, 10 min at 4°C. Thirty micrograms of total proteins were
leaded for SDS-PAGE electrophoresis and transferred ento a
nitrocellulose membrane.

For nuclear extracts, cells were washed with ice-cold PBS and
harvested in lysis buffer (10 mM HEPES, pH 7.9, 50 mM NaCl,
0.1 mM EDTA, 500 mM sucrose, 0.5% Triton X-100 with
protease inhibiters as described above. After swelling for 10 min

References

1. Deberardinis R], Sayed N, Ditsworth Id, Thompson CB (2008) Brick by brick:
metaholism and tumor cell growth. Curr Opin Genet Dev 18: 54 61.

2. Young CD, Anderson SM (2008) Sugar and fat - that’s where it’s at metaholic
changes in tumors, Breast Cancer Res 10; 202,

3. Swinnen JV, Van Veldhoven PP, Timmermans L, Dec Schrijver E,
Brusselmans K, et al (2003) Fatty acid synthase drives the synthesis of
phospholipids partitioning into detergent-resistant membrane microdomains.
Biochem Biophys Res Commun 302: 808 903,

4. Chajes V, Lanson M, Fetissof F, Lhuillery C, Bougnoux P (1995) Membrane
fatty acids of breast carcinoma: contribution of host fatty acids and tumor
properties. Int J Cancer 63 169 175,

5. Ribeni L, Ghidoni R, Sonnino S, Omodeo-Sale F, Gaini SM, ct al. (1984)
Phospholipid content and composition of human meningiomas. Neurochem
Pathol 2: 171 188.

6. Robert ], Montaudon I}, Hugues P (1983) Incorporation and metabolism of
exogenous fatty acids by cultuwred normal and tumoral glial cells. Biochim
Biophys Acta 752: 383 395.

. PLoS ONE | www.plosone.org

Cell Death Due to Scd Ablation

on ice, cytosolic fraction was obtained by centrifugation at 2000 x
g for 10 min at 4°C. The pellet was resuspended in nuclei lysis
buffer (10 mM HEPES, pH 7.9, 500 mM NaCl, 0.1 mM EDTA,
0.1 mM EGTA, 0.1% NP-40 with protease inhibitors) and
incubated on ice for 30 min with vortexing every 5 min. The
suspension was centrifuged at 24,000 g for 15 min at 4°C and the
resulting supernatant was the nuclear extract.

Immunoblotting was performed with antibodies raised against
phospho-elF2¢ (1/1000), anti-Scdl (1/500), anti-cleaved PARP
(1/1000), anti-GRP78 (1/200), anti-CHOP/GADD153 (1/200),
anti-lamin A/C (1/1000) and anti-B-actin (1/4000). Horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibodies were used at 1/5000.

Determination of Scd activity

We evaluated Scd activity by measuring the conversion of [C]
stearic acid inte ['*C] cleic acid after sIRNA (72 h) or Scdl
inhibitor (24 h) treatment. Cells were incubated with 3 uM
(0,25 uCi/dish of [*C] stearic acid) for 6 h at 37°C in 5% CO2
incubator. Cells were collected and total lipids were extracted
according to Bligh and Dyer method. Lipids were saponified and
esterified. Radiclabelled fatty acid methyl esters were separated by
RP-HPLC and detected on line by a radioisotope detector
(Packard Flow Scintillation Analyser, PerkinElmer Life Sciences
Inc., Wellesley, MA). The [**C]] oleic acid/(["*C] oleic and stearic
acids) ratio was determined as Scd activity.

Statistical analysis

Results are presented as means = standard error mean (SEM).
Statistical significance of results was determined by OneWay
Anova analysis followed by Tuckey HSD test. Values of p<0.05
were considered significant.
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Dietary conjugated linoleic acids (CLA) are
fatty acid isomers with anti-cancer activities
produced naturally in ruminants or from
vegetable oil processing. The anti-cancer
effects of CLA differ upon the cancer origin
and the CLA isomers. In this study, we
carried out to precise the effects of CLA
isomers, ¢9,t11 and t10,c12 CLA, on
mechanisms of cell death induction in colon
cancer cells (SW480 and HCT116). We
showed that t10,c12 CLA treatment (50 pM)
drastically induced cell death with apoptotic
hallmarks (DNA condensation and PARP
cleavage) whereas c9,t11 CLA treatment (50
pM) led to a modest apoptosis-independent
cell death. Treatment of colon cancer cell
lines with t10,c12 CLA triggered activation
of ER stress characterised by induction of
elF2a. phoshorylation, splicing of Xbpl
MRNA and CHOP expression.
Furthermore, we demonstrated that t10,c12
CLA-mediated apoptosis was dependent on
elF2a phosphorylation status and induction
of CHOP expression. Moreover, we
evidenced that oleic acid supplementation
alleviated CHOP induction and apoptosis
associated with inhibition of Stearoyl-CoA
desaturase activity.

These results highlight that t10,c12 CLA
exert its cytotoxic effect through ER stress-
dependent apoptosis in colon cancer cells. It
remains now to evaluate the therapeutic
potential for a dietary intervention with
t10,c12 CLA in patients with colon cancer.
Conjugated linoleic acid and its acronym CLA
refer to a mixture of positional and geometric
conjugated dienoic isomers of linoleic acid.
CLA are naturally found in ruminant foods and
dairy products, in which cis-9,trans-11 (c9,t11
CLA) is the most abundant isomer. CLA such
as trans-10,cis-12 CLA (t10,c12 CLA), are
also produced under strong alkaline conditions
during hydrogenation of linoleic acid-rich
vegetable oils or as food supplements (1).
Anticancer properties have been recently
attributed to CLA. Indeed, an epidemiologic
study indicates that long-term consumption of
CLA is inversely correlated with colorectal
cancer incidence (2). Furthermore, when
incorporated at once or individually in the diet
as purified nutrients, ¢9,t11 and t10,c12 CLA
exert notable anti-carcinogenic effects in
rodent models of grafted tumor cells or
chemically-induced cancers (3-8).
Nevertheless, the relationship between dietary
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intake of CLA and tumor incidence remains to
be ascertained in humans (9,10). Suppression
of tumor growth under CLA treatment can be
attributed either to induction of apoptosis or
inhibition of proliferation and angiogenesis
(11-14). c9,t11 and t10,c12 CLA present
different potency for cancer cell death
induction according to the cancer cell model
(15). In colon cancer cells, t10,c12 CLA
triggers a more pronounced cytotoxic effect
than ¢9,t11 CLA without defined mechanisms
(16-18). However, it has been reported that cell
death mediated by t10,c12 CLA is a caspase-
dependent apoptosis through activation of
caspases 9 and 3 in association with
mitochondrial events such as alteration of
mitochondria membrane potential and release
of cytochrome C (18-20).

In addition to its potential anti-carcinogenic
properties, t10,c12 CLA has been reported to
inhibit monounsaturated fatty acids (MUFA)
synthesis by down-regulation of Stearoyl-CoA
desaturase 1 (Scdl) activity (21,22). Scd is the
rate-limiting enzyme catalyzing the
bioconversion of saturated palmitic and stearic
fatty acids into monounsaturated palmitoleic
and oleic acids, respectively. High activity of
Scd has been associated with prevention of
endoplasmic reticulum (ER) stress and of
lipotoxicity induced by saturated fatty acids in
different cell types (23-26). In contrast,
abolition of Scd activity by siRNA or
pharmacological inhibitors leads to induction
of ER stress and apoptosis in cancer cells
(27,28). ER stress first triggers an adaptive
program, known as the unfolded protein
response (UPR), to reestablish ER equilibrium
(29,30). Activation of the canonical UPR
engages three distinct concerted signalling
branches mediated by ER membrane anchored
sensors:  RNA-dependent protein  kinase
(PKR)-like ER kinase (PERK), activating
transcription factor 6 (ATF6) and inositol
requiring enzyme 1 o (IREla). PERK
phosphorylates the eukaryotic translation
initiation factor (elF)2a, thereby inhibiting
global protein synthesis. Active ATF6
translocates to the Golgi and is cleaved from
the membrane by site-1 and -2 proteases.
Cleaved ATF6 localises to the nucleus and
induces transcription of Xbpl and ER
chaperones such as GRP78 (31,32). IREla
disposes of an endoribonuclease activity that
alternatively splices the Xbpl mRNA (sXbp1l),
which is translated into an active transcription
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factor [29-30]. In severe or prolonged ER
stress, the UPR switches from a cytoprotective
to a  pro-apoptotic  signal  through
transcriptional activation of the transcription
factor C/EBP homologous protein
(GADD153/CHOP) (33,34). The pro-apoptotic
program involving CHOP has been recently
described during abrogation of Scd activity in
cancer cells (27,28).

Given that Scd activity is associated with ER
stress  activation and  CHOP-mediated
apoptosis, we hypothesized that CLA treatment
could induce ER stress and apoptosis through
Scd  activity repression. Therefore, we
evaluated the effect of both ¢9,t11 and t10,c12
CLA on cell death induction and ER stress
activation in colon cancer cells. In this context,
we also analysed in CLA-treated cells the
effect of oleic acid, product of Scd activity, on
apoptosis and regulation of GADD153/CHOP,
the pro-apoptotic ER stress factor. We found
that t10,c12 CLA induced apoptosis and
inhibition of Scd activity more potently than
c9,t11 CLA. We also demonstrated that
regulation of elF2a post-translational status
and of CHOP expression were involved in
apoptosis triggered by t10,c12 CLA during ER
stress. Furthermore, we showed that a
supplementation of oleic acid counteracting the
inhibition of de novo MUFA synthesis
alleviated t10,c12 CLA-induced apoptosis in
colon cancer cells.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

SW480 and HCT116 human colorectal cell
lines were obtained from American Type
Culture Collection (Rockville, MD). Cell
culture supplies were from Dutscher (France).
All fatty acids were purchased from Sigma-
Aldrich (France). SIRNA against CHOP and
unrelated human mRNA were purchased from
Dharmacon Research Inc (Lafayette, CO).
Anti-Scd1, anti-CHOP and anti-GRP78 were
purchased by Santa-Cruz biotechnologies, anti-
B-actin by Sigma, anti-phospho elF2a and
anti-cleaved PARP by Cell Signaling
Technology. [14C] stearic acid was purchased
by Perkin-Elmer (Courtaboeuf, France). The
elF2a expression vectors, wild-type (WT) and
dominant negative (DN) harbouring S51A
mutation, were a generous gift from Dr. Reilly.

Cell culture. SW480 and HCT116 cells were
maintained in DMEM supplemented with 10 %
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heat inactivated foetal bovine serum (FBS),
penicillin (100 U/ml), streptomycin (100
pg/ml), L-glutamine (2 mM). For experiments,
cells were treated with fatty acids bound to
fatty acid free-bovine serum albumin (BSA)
(ratio 4:1).

Cell proliferation assay. Cell proliferation
analysis was carried out using CyQuant® NF
cell proliferation assay (Invitrogen). Adherent
cells were harvested at indicated times and
frozen at —80°C. Cells were thawed and treated
with  CyQuant GR dye, which binds
stoichiometrically to nucleic acids and, thus,
guantifies  cell ~ number.  Fluorescence
quantification was measured using a microtiter
plate fluorimeter (VICTOR3V™, PerkinElmer
Life Sciences Inc., Wellesley, MA) with
excitation at 485 nm and detection at 535 nm.

Total cell death and apoptosis assessment.
Total cell death was determined by propidium
iodide (PI) staining using flow cytometry
(FACSCalibur, Becton Dickinson). Cells were
collected 72 hours after treatment and PI
(1pg/ml) was added to SW480 cells. Positive
PI stained cells were considered as dead cells
(necrosis and apoptosis).

For apoptosis detection, cells were fixed with
4% paraformaldehyde and stained with
Hoechst 33258 (1ug/ml). At least 200 nuclei
per sample were counted under microscope
(Zeiss).

Cell transfections. SW480 cells were
transfected with WT-elF2ac and DN-elF2a
pcDNA3.1 expression vectors with
lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to
the manufacter’s recommendations.
Transfected SW480 were selected in G418
(400 pg/ml) for at least three weeks before
experiments. Stably transfected cells were then
treated with fatty acids as described above.
SW480 were transfected with 50 nM siRNA
directed against unrelated human mMRNA
(SIRNA scr, against luciferase sequence) and
CHOP (siRNA CHOP) using Oligofectamine
(Invitrogen) according to the manufacturer’s
recommendations.

Sequences of siRNA were: siRNA scr: 5°-

CUUACGCUGAGUACUUCGAUU-3*  and
5’-UCGAAGUACUCAGCGUAAGUU-3’;

siRNA CHOP: 5’-
CAAUUGUUCAUGCUUGGUGUU-3*  and

5’-  CACCAAGCAUGAACAAUUGUU-3".
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SW480 cells transfected with SIRNA were next
day treated with fatty acids for further 72
hours.

RNA purification and RT-PCR. Total RNA
was purified using RNEasy kit (Qiagen,
Germany).  Reverse  transcription  was
performed with 1 ug RNA using iScript cDNA
Synthesis Kit (Bio-Rad). Semi-quantitative
RT-PCR was performed for analysis of Xbpl
MRNA processing using Gotaq green master
mix (Promega) with the following primers for
Xbp1l:
5’-AAACAGAGTAGCAGCTCAGACTGC-3'
and 5'-
TCCTTCTGGGTAGACCTCTGGGAG-3.
Real-time RT-gPCR was performed for
GRP78 and CHOP mRNA expression with
iIQSYBR Green supermix (Bio-Rad) using a

Bio-Rad iCycler iQ with the following
primers: GRP78: 5’-
GGAACACAGTGGTGCCTACCAA- 3’ and

5’-GGAGCAGGAGGAATTCCAGTCA-3’,
CHOP: 5'-
ACACAGATGAAAATGGGGGTACCT-3'
and 5'-AGAAGCAGGATCAAGAGTGGT-3,
and B-actin: 5-CTGGTGCCTGGGGCG-3' and
5-AGCCTCGCCTTTGCCGA-3'". The relative
amount of GRP78 and CHOP expression was
determined using AACt method. The
normalized delta cycle threshold (ACt) was
calculated by subtracting the GRP78 and
CHORP cycle threshold value from the B-actin
cycle threshold value (ACt = Ctp-actin -
Ctgene). Comparative  gene  expression
between two independent samples, or AACt,
was obtained by subtracting the vehicle delta
cycle threshold from the sample delta cycle
threshold (AACt = ACtsample -ACtcontrol).
Fold change expression was defined with
2—(AACY).

Immunoblotting. Cells were washed with ice-
cold PBS and lysed in ice-cold Triton buffer
(Tris-HCI 20 mM pH 7.4, Nacl 150 mM,
EDTA 0.5 mM, EGTA 0.5 mM, Triton X-100
1 %), containing protease and phosphatase
inhibitor cocktails (Sigma cocktails 1 and 1)
for 15 min on ice. We cleared protein lysate at
10 000 g, 10 min at 4°C. Thirty micrograms of
total proteins were loaded for SDS-PAGE

electrophoresis and transferred onto a
nitrocellulose membrane.
Immunoblotting  was  performed  with

antibodies raised against phospho-elF2a,
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Scdl, cleaved PARP, GRP78, CHOP and B-
actin.

Determination of Scd activity. Conversion of
[14C] stearic acid into [14C] oleic acid was
used to measure Scd activity after 72 hours of
fatty acid treatment as previously described
(28). SW480 cells were incubated with 3 uM
(0.25 uCi/dish of [14C] stearic acid) for further
6 hours at 37°C in 5 % CO2 incubator. Cells
were collected and total lipids were extracted
according to Bligh and Dyer method. Lipids
were saponified with potassium
hydroxyl/methanol and esterified with boron
trifluoride (14% in methanol). Radiolabelled
fatty acid methyl esters were separated by RP-
HPLC and detected on line by a radioisotope
detector (Packard Flow Scintillation Analyser,
PerkinElmer Life Sciences Inc., Wellesley,
MA) using two Chromolith™ Performance
RP-18e (100 mm x 4.6 mm i.d.) connected in
series both purchased from Merck KGaA
(Darmstadt, Germany) and acetonitrile as
mobile phase. The [14C] oleic acid / ([14C]
oleic and stearic acids) ratio was defined as
Scd activity.

Statistical analysis. Results are presented as
means +* standard error mean (SEM).
Statistical ~ significance of results was
determined by OneWay Anova analysis
followed by Tuckey HSD test if not indicated.
Values of p<0.05 were considered significant.

RESULTS

Apoptosis is induced by t10,c12 CLA in SW480
cells.

We first determined the effect of c9,t11 and
t10,c12 CLA on SW480 proliferation using
Cyquant assayTM. The treatment with increase
concentration of CLA (25 and 50 uM) showed
a marked difference in cell number between
¢9,t11 and t10,c12 CLA after 72 hours. Indeed,
t10,c12 CLA treatment reduced cell number at
25 and 50 uM compared to control cells and
c9,t11 CLA (Fig. 1A). In order to determine
the cell death rate, we carried out analysis by
Pl staining. Three days of treatment with
t10,c12 CLA induced a dose-dependent
increase in total SW480 cell death while
viability of cells treated with ¢9,t11 CLA was
not or modestly (15% of Pl positive cells)
affected at 25 and 50 pM, respectively (Fig.
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1B). The Pl staining assay does not
discriminate between apoptosis and necrosis.
Thus, we defined apoptosis contribution in cell
death induced by t10,c12 CLA with Hoechst
nuclei staining and PARP cleavage at 72 hours.
We did not observe apoptosis induction with
25 and 50 puM c9,t11 CLA treatment whereas
t10,c12 CLA already triggered apoptosis at
12.5 uM to raise at 25 uM as shown in Figures
1C and 1D.

Exposure to t10,c12 CLA represses de novo
MUFA production.

CLAs are described as regulators of MUFA
synthesis by  regulating  stearoyl-CoA
desaturase (Scdl) expression and/or activity
(21,22). However, c9,t11 and t10,c12 CLA can
exert different regulation of Scdl activity
depending on the cell type. Thus, we
undertook to define the regulation of Scd
activity by both CLA in SW480 colon cancer
cells. We analysed Scdl protein content by
western-blotting and Scd activity through the
desaturation rate of [14C] stearic acid into
[14C] oleic acid by RP-HPLC. We first
observed that t10,c12 CLA only at the
concentration of 50 pM slightly decreased
Scdl protein expression in SW480 cells (Fig.
2A). We were then interested in Scd activity,
which represents de novo MUFA synthesis.
The basal desaturation rate of SW480 cells was
approximately 35% (Fig. 2B). In presence of
50 uM ¢9,t11 CLA, the desaturation rate
remained at more than 20%. For t10,c12 CLA-
treated cells, the desaturation rate was
approximately of 5% at 25 and 50 uM. This
result highlighted that SW480 cells lose their
capability to produce de novo MUFA (e.g.
oleic acid) by inhibition of Scd activity by
t10,c12 CLA at 25 pM.

ER stress pathway is activated by t10,c12 CLA.
We recently reported that extinction of Scdl
expression and Scd activity led to activation of
ER stress (28). Thus, we hypothesized that the
lost of MUFA synthesis through Scd inhibition
by t10,c12 CLA treatment acted as a possible
inducer of ER stress and cell death. We studied
the expression of characteristic ER stress
markers among the arms of UPR. Under ER
stress, this pathway is activated by the release
of GRP78 protein from the UPR transducers
anchored in the ER membrane. Concomitantly,
transcription of GRP78 gene is enhanced. We
demonstrated here that addition of t10,c12
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CLA at 25 and 50 uM for 72 hours in SW480
and HCT116 cell lines increased GRP78
MRNA content compared to vehicle and c9,t11
CLA (Fig. 3A). Nevertheless, GRP78 protein
expression did not significantly change in these
conditions in SW480 and HCT116 cell lines
(Fig 3B), although these cancer cells were
sensitive to thapsigargin (ER stress inducer)
for GRP78 protein up-regulation showing that
machinery for GRP78 protein regulation was
efficient (data not shown). We also showed
that treatment of t10,c12 CLA led to the
activation of the IREla arm of UPR. Indeed,
this treatment triggered processing of Xbpl
MRNA evidenced by hybrid (h-Xbp1) and non
conventional spliced Xbpl (s-Xbpl) transcripts
in both cell lines (Fig. 3C). Furthermore, we
found that ER stress markers (s-Xbpl and
GRP78 mRNA) were more induced at the
concentration of 25 uM than 50 uM that could
be associated to the fact t10,c12 CLA-
mediated apoptosis raised at the concnetration
of 25 uM (Fig. 1C and 1D).

Prevention of elF2a  phosphorylation
increases t10,c12 CLA-mediated cell death.

Activation of PERK, another ER stress
transducer, could be indirectly evaluated by
phosphorylation of its substrate eiF2o which in
turn inhibits the general protein synthesis. As
expected, t10,c12 CLA addition triggered
phosphorylation of eiF2a. in SW480 cells in a
dose—dependent manner at 72 hours (Fig. 4A).
The phosphorylation of eiF2o was also
observed in HCT116 cells treated by t10,c12
CLA for 72 hours (Fig. 4B). As we were
interested in testing the elF2a. involvement in
t10,c12 CLA-induced cell death, we
established SW480 cells stably expressing
wild-type (WT) and S51A-elF2a. Transfected
cells were treated with wvehicle, c9,t11 or
t10,c12 CLA for 72 hours and total cell death
was determined by Pl staining. We observed
that expression of the different constructs in
vehicle- and ¢9,t11 CLA-treated cells did not
affect cell viability. In contrast, we found that
S51A-elF2a0 overexpression enhanced t10,c12
CLA-induced cell death whereas WT-elF2a.
overexpression decreased t10,c12 CLA-
induced cell death (Fig. 4C). The analysis of
apoptosis by PARP cleavage level showed that
t10,c12 CLA treatment induced a more
pronounced expression of c-PARP in SW480
cells expressing S51A-elF2o. protein than
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expressing the phosphorylable WT- elF2a
protein (Fig. 4D). These data would suggest
that elF2o. phosphorylation presented a pro-
survival activity in cells treated by t10,c12
CLA.

Ablation of GADD153/CHOP expression
prevents t10,c12 CLA-induced cell death.

In condition of severe ER stress, apoptotic
program is activated and is dependent of
CHOP expression, a pro-apoptotic factor.
SW480 and HCT116 cancer cells increased
CHOP protein expression when they were
treated with t10,c12 CLA (25 and 50 uM) (Fig.
5A). The up-regulation of CHOP expression
could be the signal of apoptosis induced by
t10,c12 CLA treatment. Thus, we evaluated
the role of CHOP in t10,c12 CLA-mediated
cell death. SW480 cells treated by control
SiRNA (scr) or CHOP siRNA were exposed to
c9,t11 and t10,c12 CLA at 25 uM for 72 hours.
We analysed the effect of CHOP depletion on
total cell death by PI staining analysis. We first
found that extinction of CHOP expression by
SiRNA did not alter cell viability for vehicle-
or c9,t11 CLA-treated cells (Fig. 5B). In
contrast, inhibition of CHOP induction by
t10,c12 CLA treatment protected against
activation of total cell death (Fig. 5B). We
showed by PARP cleavage analysis that CHOP
depletion in t10,c12 CLA-treated SW480 cells
reduced induction of apoptosis (Fig. 5C). Here,
we evidenced that CHOP participated to the
activation of apoptosis by t10,c12 CLA
treatment.

OA  alleviates  t10,c12 CLA-induced
GADD153/CHOP expression and apoptosis.

Abolition of de novo oleic acid synthesis by
t10,c12 CLA treatment was shown in SW480
cells and associated with activation of ER
stress and CHOP expression. Thus, we carried
out to study the effect of a supplementation
with 100 uM oleic acid (OA) on cell death and
CHOP expression in 110,c12 CLA-treated
cells. We showed that t10,c12 CLA treatment
for 72 hours reached a maximum of apoptosis
at 25 uM whereas 50 uM of c9,t11 CLA
modestly induced cell death without apoptotic
features (Fig. 1C and 1D). We first ensure that
addition of 100 uM OA on cancer cells for 72
hours did not affect cell proliferation (data not
shown). At this concentration, OA
counteracted cell death induced either by
t10,c12 CLA (25 and 50 uM) or by c9,t11
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CLA (50 uM) (Fig. 6A). We also evidenced
that OA prevented induction of PARP
cleavage, hallmark of apoptosis, in SW480
cells treated by t10,c12 CLA (Fig. 6B).
Furthermore, we sought for modifications of
CHOP mRNA expression triggered by OA
treatment that could account for prevention of
apoptosis. We found that OA treatment
prevented CHOP mRNA induction by t10,c12
CLA in SW480 cells (Fig. 6D). Altogether
these results showed that oleic acid exerted
cytoprotective effects against CHOP-mediated
apoptosis induced by t10,c12 CLA.

DISCUSSION

Define the molecular mechanisms of how
dietary ¢9,t11 and t10,c12 CLA exerted anti-
cancer effects might be of great interest in the
development of new anti-colorectal cancer
therapies. Thus, in this purpose we treated
SW480 and HCT116 colon cancer cells with
either ¢9,t11 or t10,c12 CLA for 72 hours and
analysed their effects on Scd activity and ER
stress-induced apoptosis.

We clearly demonstrated that t10,c12 CLA but
not ¢9,t11 CLA had the ability to activate ER
stress highlighted by increase of elF2a
phosphorylation and CHOP  expression.
Furthermore, we showed that t10,c12 CLA-
mediated apoptosis involved elF2a and CHOP
in colon cancer cells. We also evidenced that
OA supplementation could alleviate CHOP
induction and apoptosis by probably
counteracting the abrogation of stearoyl-CoA
desaturase activity under the control of t10,c12
CLA. Conjugated linoleic acids are positional
and geometric conjugated dienoic isomers of
linoleic acid that have different ability to
regulate Scd activity depending on cell type. In
breast cancer cells, both ¢9,t11 and t10,c12
CLA modulate Scd activity without affecting
Scdl mRNA or protein level whereas only
t10,c12 CLA represses Scd activity in intact
hepatoma cells (22,35-37). Here, we showed in
SW480 colon cancer cells that c9,t11 and
t10,c12 CLA differently regulated Scd activity
(Fig. 2). Although ¢9,t11 and t10,c12 CLA did
not change drastically Scdl protein expression
in those cells, we observed a severe abolition
of Scd activity with 25 uM of t10,c12 CLA
whereas even at 50 uM of ¢9,t11 CLA, more
than 20% of Scd activity remained in treated
cells. It is now well established that Scdl
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expression or activity level is inversely
correlated with ER stress induction. Indeed,
palmitic acid-induced ER stress was prevented
in  Scdl-overexpressed cells and was
exacerbated in Scdl-depleted cells (27).
Moreover, docosahexaenoic acid, a
polyunsaturated fatty acid known as inhibitor
of Scdl expression, also induced ER stress in
colon cancer cells (38). Recently, it has been
demonstrated that Scdl depletion was
sufficient to activate UPR pathway and to lead
to ER stress (27,28). We have postulated that
repression of Scdl activity and inhibition of de
novo oleic acid synthesis by t10,c12 CLA was
sufficient to trigger ER stress and CHOP-
dependent apoptosis (Fig. 5). In this context,
we evidenced that supplementation with oleic
acid counteracted t10,c12 CLA effects on
CHOP expression and induction of apoptosis
(Fig. 6). It is interesting to note that several
reports indicated that MUFA alleviated the
cytotoxic effect of t10,c12 CLA on rat
hepatoma cells through p38 MAPK (39,40).
Moreover, transcription of CHOP gene is
activated by p38 MAPK signalling pathway
suggesting that modulation of CHOP
expression in SW480 cells treated with t10,c12
CLA might occur through this signalling
pathway (41,42). We highlighted that t10,c12
CLA-mediated apoptosis was correlated with
CHORP induction since we observed a decrease
of apoptosis in CHOP-depleted SW480 cells
comforting previous data linking CHOP and
t10,c12 CLA-induced apoptosis (43).
Moreover, our results reinforced the hypothesis
that ¢9,t11 CLA, despite a modest increase of
total cell death at 50 pM, did not trigger
apoptosis in colon cancer cells (Fig. 1C and
D), which might be correlated with the absence
of CHOP expression and ER stress induction.
Although several hallmarks of ER stress
(CHOP, sXbpl, p-elF20) were induced by
t10,c12 CLA treatment in SW480 and HCT116
cells, we did not observe any evident
modification of GRP78 protein level (Fig. 3B).
This result is in agreement with the fact that
p53-mutant TM4t mouse mammary tumor
cells treated with t10,c12 CLA did not induce
GRP78 protein expression and triggered a non
canonical ER stress (43). GRP78 is a
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chaperone protein whose role is to repress
activation of ER stress transducers PERK and
IRE1. In absence of GRP78 induction, kinase
activity of PERK might be enhanced and its
target elF2a phosphorylated (29,44). However,
PERK is one of four identified elF2a kinases
activated by different stressful conditions.
Therefore, phosphorylation of elF2a is a
convergence point for different stress pathways
and this post-translational modification may
play either pro-death or pro-survival role
depending on the kinase involved in the elF2a
phosphorylation (45,46). In this study, we
showed that ectopic expression of a non
phosphorylable elF2a. (DN-elF2a) construct
increased t10,c12 CLA-mediated cell death
compared to  overexpression of a
phosphorylable elF2a (WT-elF2a construct
suggesting a protective role of phospho-elF2a
o(Fig. 4C). The cytoprotective down-stream
pathways activated by phosphorylation of
elF2a involved phosphatidylinositol-3 kinase
(Pi3K) and nuclear factor-xB (NF-xB)
pathways (47,48). These data are inconsistent
with the effects of a treatment with t10,c12
CLA in HT29 colon cancer cells. Indeed,
t10,c12 CLA downregulates Pi3K activity and
does not modifiy NF-xB activation in acute
conditions (24 hours) (49,50). In this context,
further investigations are needed to determine
the cytoprotective pathways linked to
phosphorylation of elF2a. induced by t10,c12
CLA treatment.

In this work, we demonstrated that t10,c12
CLA was a more potent pro-apoptotic fatty
acid than c9,t11 CLA for colon cancer cells.
Furthermore, we evidenced that apoptosis
induced by t10,c12 CLA was dependent of
eiF2o and CHOP proteins. Moreover, we
showed that t10,c12 CLA abolished Scd
activity and consequently de novo MUFA
synthesis in colorectal cancer cells, which
could initiate the activation of ER stress
observed in cells treated with t10,c12 CLA .
Altogether, theses results suggest that dietary
intervention with t10,c12 CLA could be a
potential adjunctive agent in the treatment of
colon cancer.

A



REFERENCES

1. Belury, M.A. (2002) Annu Rev Nutr. 22, 505-31

2. Larsson, S.C., Bergkvist, L. and Wolk, A. (2005) Am J Clin Nutr. 82, 894-900

3. Ha, Y.L., Storkson, J. and Pariza, M.W. (1990) Cancer Res. 50, 1097-101

4. Hubbard, N.E., Lim, D. and Erickson, K.L. (2003) Cancer Lett. 190, 13-9

5. 1Ip, C., Chin, S.F., Scimeca, J.A. and Pariza, M.W. (1991) Cancer Res. 51, 6118-24

6. Kuniyasu, H., Yoshida, K., Sasaki, T., Sasahira, T., Fujii, K. and Ohmori, H. (2006) Int J Cancer.
118, 571-6

7. Shiraishi, R., lwakiri, R., Fujise, T., Kuroki, T., Kakimoto, T., Takashima, T., Sakata, Y., Tsunada,
S., Nakashima, Y., Yanagita, T. and Fujimoto, K. (2010) J Gastroenterol. 45, 625-35

8. Yasui, Y., Suzuki, R., Kohno, H., Miyamoto, S., Beppu, F., Hosokawa, M., Miyashita, K. and
Tanaka, T. (2007) Nutr Cancer. 59. 82-91

9. Bougnoux, P., Hajjaji, N., Maheo, K., Couet, C. and Chevalier, S. (2010) Prog Lipid Res. 49, 76-86
10. Cho, E., Spiegelman, D., Hunter, D.J., Chen, W.Y ., Stampfer, M.J., Colditz, G.A. and Willett,
W.C. (2003) J Natl Cancer Inst. 95, 1079-85

11. Majumder, B., Wahle, K.W., Moir, S., Schofield, A., Choe, S.N., Farquharson, A., Grant, I. and
Heys, S.D. (2002) FASEB J. 16, 1447-9

12. Masso-Welch, P.A., Zangani, D., Ip, C., Vaughan, M.M., Shoemaker, S., Ramirez, R.A. and Ip,
M.M. (2002) Cancer Res. 62, 4383-9

13. Palombo, J.D., Ganguly, A., Bistrian, B.R. and Menard, M.P. (2002) Cancer Lett. 177, 163-72
14. Park, H.S., Ryu, J.H., Ha, Y.L. and Park, J.H. (2001) Br J Nutr. 86, 549-55.

15. Kelley, N.S., Hubbard, N.E. and Erickson, K.L. (2007) J Nutr. 137, 2599-607

16. Cho, H.J., Kim, W.K., Jung, J.I., Kim, E.J., Lim, S.S., Kwon, D.Y. and Park, J.H. (2005) World J
Gastroenterol. 11, 5142-50

17. Lee, S.H., Yamaguchi, K., Kim, J.S., Eling, T.E., Safe, S., Park, Y. and Baek, S.J. (2006)
Carcinogenesis. 27, 972-81

18. Miller, A., Stanton, C. and Devery, R. (2002) Anticancer Res. 22, 3879-87

19. Cho, H.J., Kwon, G.T. and Park, J.H. (2009) J Med Food. 12, 952-8

20. Ou, L., Ip, C., Lisafeld, B. and Ip, M.M. (2007) Biochem Biophys Res Commun. 356, 1044-9

21. Lee, K.N., Pariza, M.W. and Ntambi, J.M. (1998) Biochem Biophys Res Commun. 248, 817-21
22. Park, Y., Storkson, J.M., Ntambi, J.M., Cook, M.E., Sih, C.J. and Pariza, M.W. (2000) Biochim
Biophys Acta. 1486, 285-92

23. Kharroubi, I., Ladriere, L., Cardozo, A.K., Dogusan, Z., Cnop, M. and Eizirik, D.L. (2004)
Endocrinology, 145. 5087-96

24, Peter, A., Weigert, C., Staiger, H., Machicao, F., Schick, F., Machann, J., Stefan, N., Thamer, C.,
Haring, H.U. and Schleicher, E. (2009) Diabetes. 58, 1757-65

25. Pfaffenbach, K.T., Gentile, C.L., Nivala, A.M., Wang, D., Wei, Y. and Pagliassotti, M.J. (2010)
Am J Physiol Endocrinol Metab. 298, E1027-35

26. Wei, Y., Wang, D., Topczewski, F. and Pagliassotti, M.J. (2006) Am J Physiol Endocrinol Metab.
291, E275-81

27. Ariyama, H., Kono, N., Matsuda, S., Inoue, T. and Arai, H. (2010) J Biol Chem. 285, 22027-35
28. Minville-Walz, M., Pierre, A.S., Pichon, L., Bellenger, S., Fevre, C., Bellenger, J., Tessier, C.,
Narce, M. and Rialland, M. (2010) PLoS One. 5, 14363

29. Ron, D. and Walter, P. (2007) Nat Rev Mol Cell Biol. 8, 519-29

30. Szegezdi, E., Logue, S.E., Gorman, A.M. and Samali, A. (2006) EMBO Rep. 7, 880-5

31. Lee, K., Tirasophon, W., Shen, X., Michalak, M., Prywes, R., Okada, T., Yoshida, H., Mori, K.
and Kaufman, R.J. (2002) Genes Dev. 16, 452-66

32. Okada, T., Yoshida, H., Akazawa, R., Negishi, M. and Mori, K. (2002) Biochem J. 366, 585-94
33. Puthalakath, H., O'Reilly, L.A., Gunn, P., Lee, L., Kelly, P.N., Huntington, N.D., Hughes, P.D.,
Michalak, E.M., McKimm-Breschkin, J., Motoyama, N., Gotoh, T., Akira, S., Bouillet, P. and
Strasser, A. (2007) Cell. 129, 1337-49

34. Zinszner, H., Kuroda, M., Wang, X., Batchvarova, N., Lightfoot, R.T., Remotti, H., Stevens, J.L.
and Ron, D. (1998) Genes Dev. 12, 982-95

101

——
| —



35. Bretillon, L., Chardigny, J.M., Gregoire, S., Berdeaux, O. and Sebedio, J.L. (1999) Lipids. 34,
965-9

36. Choi, Y., Park, Y., Pariza, M.W. and Ntambi, J.M. (2001) Biochem Biophys Res Commun. 284,
689-93

37. Choi, Y., Park, Y., Storkson, J.M., Pariza, M.W. and Ntambi, J.M. (2002) Biochem Biophys Res
Commun. 294, 785-90

38. Jakobsen, C.H., Storvold, G.L., Bremseth, H., Follestad, T., Sand, K., Mack, M., Olsen, K.S.,
Lundemo, A.G., lversen, J.G., Krokan, H.E. and Schonberg, S.A. (2008) J Lipid Res. 49, 2089-100
39. Yamasaki, M., Chujo, H., Nou, S., Tachibana, H. and Yamada, K. (2003) Cancer Lett. 196, 187-96
40. Yamasaki, M., Tachibana, H., Yamada, A., Ochi, Y., Madhyastha, H., Nishiyama, K. and Yamada,
K. (2008) In Vitro Cell Dev Biol Anim. 44, 290-4

41. Rolli-Derkinderen, M. and Gaestel, M. (2000) Biol Chem. 381, 193-8

42. Sunnerhagen, P. (2007) Mol Genet Genomics. 277, 341-55

43.0u, L., Wu, Y., Ip, C., Meng, X., Hsu, Y.C. and Ip, M.M. (2008) J Lipid Res. 49, 985-94

44. Bertolotti, A., Zhang, Y., Hendershot, L.M., Harding, H.P. and Ron, D. (2000) Nat Cell Biol. 2,
326-32

45. Muaddi, H., Majumder, M., Peidis, P., Papadakis, A.l., Holcik, M., Scheuner, D., Kaufman, R.J.,
Hatzoglou, M. and Koromilas, A.E. (2010) Mol Biol Cell. 21, 3220-31

46. Wek, R.C., Jiang, H.Y. and Anthony, T.G. (2006) Biochem Soc Trans. 34, 7-11

47. Deng, J., Lu, P.D., Zhang, Y., Scheuner, D., Kaufman, R.J., Sonenberg, N., Harding, H.P. and
Ron, D. (2004) Mol Cell Biol. 24, 10161-8

48. Kazemi, S., Mounir, Z., Baltzis, D., Raven, J.F., Wang, S., Krishnamoorthy, J.L., Pluguet, O.,
Pelletier, J. and Koromilas, A.E. (2007) Mol Biol Cell. 18, 3635-44

49. Kim, E.J., Kang, 1.J., Cho, H.J., Kim, W.K,, Ha, Y.L. and Park, J.H. (2003) J Nutr. 133, 2675-81
50. Shah, S.A., Mahmud, N., Mftah, M., Roche, H.M. and Kelleher, D. (2006) Eur J Cancer Prev. 15,
125-33

Footnotes

We are grateful to Dr. C. Reilly for providing elF2aconstructs. We also thank A. Hammann and A.
Sequeira-Legrand for flow cytometry experiments. This work was supported by grants from INSERM,
Région Bourgogne and the Centre National Interprofessionnel de I’Economie Laitiére.

The authors confirm that they are no conflicts of interest.

102

——
| —



Figure 1

A

Cell number

Fluorescence arbitrary unit

20000 -

15000 - ad

10000 -

5000 -

Dead cells (%)-PI staining

Apoptotic cells (%)

50

30
25

20

10 a

-2

[

cot11  t10,c12(uM)

- 25 50 25 50

— e — - C— ——

——

c-PARP

B-actin

Il vehicle

] c9,t11CLA 25 uM
[ c9,t11CLA 50 uM
t10,c12CLA 25 yM
B t10,c12CLA S50 uM

Il vehicle

[] c9,t11CLA 25 uM
B c9,t11CLA 50 pM
t10,c12CLA 25 uM
B t10,c12CLA50 uM

Il vehicle

[] c9,t11CLA 25 uM
B c9,t11CLA 50 uM
t10,c12CLA 12.5 uM
Et10,c12CLA 25 uM
] t10,c12CLA 50 uM

103

A



Figure 2
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Figure 3
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Figure 5
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Figure 6
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FIGURE LEGEND

Fig. 1. Apoptosis is induced by t10,c12 CLA. SW480 cells were treated with vehicle, ¢9,t11 CLA and
t10,c12 CLA at indicated concentrations. (A) Proliferation status was determined by CyQuant®
proliferation assay. Each value was the mean of relative fluorescence unit £ SEM of triplicate and
representative of three independent experiments. Bars assigned a different superscript letter of vehicle
(control) were statistically different (p<0.05) by OneWay Anova followed by Dunnet test. (B) Cell
death was measured 72 hours after treatment with propidium iodide (PI) staining and flow cytometry.
Each value was the mean of three independent experiments + SEM. (C) Apoptosis was evaluated 72
hours after treatment by Hoeschst stainining. Nuclei were counted using phase contrast microscope
and results were expressed as % of positive apoptotic nuclei / total nuclei ratio. Each value was the
mean of two independent experiments £ SEM. (D) Protein whole-cell lysates were prepared 72 hours
after treatment and PARP cleavage (c-PARP) was determined by Western blot using a rabbit
polyclonal anti-cleaved PARP. B-actin was used to normalize loading. Bars assigned different
superscript letters were statistically different (p<0.05).

Fig. 2. Exposure to t10,c12 CLA represses de novo MUFA production. (A) Protein whole-cell lysates
were prepared 72 hours after treatment with vehicle (-), ¢9,t11 and t10,c12 CLA at 25 and 50 pM.
Scdl protein expression was analysed by Western-Blot. (B) SW480 cells treated 72 hours as in (A)
were incubated for further 6 hours with [14C] stearic acid and total lipid extraction was performed.
Scd activity was evaluated by RP-HPLC as the rate of [14C] stearic acid conversion into [14C] oleic
acid by SW480 cells. Scd activity was expressed as the % ratio of [14C] oleic acid on [14C] oleic and
stearic acids. Values represented the mean + SEM from two independent experiments. Bars assigned
different superscript letters were statistically different (p<0.05).

Fig. 3. ER stress pathway is activated by t10,c12 CLA. Cancer cells were treated 72 hours with
vehicle (-), ¢9,t11 CLA and t10,c12 CLA at 25 and 50 uM. (A) GRP78 mRNA expression in SW480
and HCT116 cells was analysed by quantitative RT-PCR. GRP78 mRNA expression was normalized
to B-actin expression. Values represented GRP78 mRNA expression in CLA treated-cells relative to
GRP78 expression in vehicle-treated cancer cells and were the mean of two independent experiments
performed in triplicate + SEM. (B) Protein whole-cell lysates were prepared from SW480 and
HCT116 cells treated for 72 hours with vehicle (-), ¢9,t11 CLA (50 uM) and t10,c12 CLA (25 and 50
uM). Analysis of GRP78 protein expression was performed by Western-Blotting. *, non specific. B-
actin was used to normalize loading. (C) SW480 and HCT116 were treated at indicated concentrations
with ¢9,t11 and t10,c12 CLA for 72 hours. Xbpl mRNA processing was analysed by semi-quantitative
RT-PCR. The detected Xbpl mRNA species were spliced- (s-Xbpl), unspliced- (u-Xbpl) and hybrid-
Xbp1l (h-Xbpl) mRNA.

Fig. 4. Phosphorylation status of elF2a regulates t10,c12 CLA-mediated cell death. (A) SW480 cells
were collected 72 hours after treatment by vehicle (-), ¢9,t11 (50 uM) and t10,c12 CLA at indicated
concentrations for phospho-eiF2a protein expression analysis. B-actin was used to normalize loading.
(B) HCT116 cells were collected 72 hours after treatment by vehicle (-), ¢9,t11 (12.5 uM) and t10,c12
CLA (12.5 uM) for phospho-eiF2a protein expression analysis. (C) SW480 cells stably transfected
with WT-elF20 or DN-elF20. pcDNA3.1 expression vector were treated for 72 hours with vehicle (-),
€9,t11 and t10,c12 CLA at 25 uM. Total cell death was measured with propidium iodide (PI) staining
by flow cytometry. Each value was the mean of three independent experiments performed in triplicate
+ SEM. Bars assigned different superscript letters were statistically different (p<0.05). (D) SW480
cells stably transfected with WT-elF2a or DN-elF20. pcDNA3.1 expression vector were treated for 72
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hours with vehicle (-), ¢9,t11 and t10,c12 CLA at 25 uM. Protein whole-cell lysates were prepared for
cleaved PARP analysis by Western-Blot.

Fig. 5. Ablation of GADD153/CHOP expression prevents t10,c12 CLA-induced cell death. (A)
SW480 and HCT116 cells were collected 72 h after treatment by vehicle (-), ¢9,t11 and t10,c12 CLA
at 25 and 50 yM for CHOP protein expression analysis by Western-Blotting analyses with a
monoclonal anti-CHOP antibody. (B) SW480 cells were transfected with siRNA against unrelated
human mRNA (scr) and CHOP (siRNA CHOP). Next day, SW480 cells were exposed to vehicle (-),
c9,t11 and t10,c12 CLA at 25 uM for 72 hours. Death status was mesured by flow cytometry by
propidium iodide (PI) staining. Values represented Pl positive CLA-treated SW480 cells relative to Pl
positive vehicle-treated SW480 cells. Each value was the mean of two independent experiments
performed in triplicate £ SEM. Bars assigned different superscript letters were statistically different
(p<0.05). (C) SW480 cells were transfected and treated as in (B). Protein whole-cell lysates were
prepared and PARP cleavage and CHOP expression was analysed by Western-Blot.

Fig. 6. OA alleviates t10,c12 CLA-induced GADD153/CHOP expression and cell death. SW480 cells
were treated for 72 hours with vehicle (-), ¢9,t11 and t10,c12 CLA at indicated concentrations with or
without oleic acid (OA) at 100 uM. (A) Death status was measured by flow cytometry by propidium
iodide (PI) staining. Each value is the mean of two independent experiments + SEM. (B) Protein
whole-cell lysates were prepared 72 hours after treatments and PARP cleavage expression was
analysed by Western-Blot with specific anti-cleaved PARP. (C) SW480 cells were collected for
analysis of CHOP mRNA expression by RT-qPCR. CHOP mRNA expression was normalized to -
actin expression. Values represented CHOP mRNA expression in CLA treated-cells relative to CHOP
expression in vehicle-treated SW480 cells and were representative of two different experiments
performed in triplicate + SEM. Bars assigned different superscript letters were statistically different
(p<0.05).
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Conclusion:
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Dans cette premiére partie du travail, nous avons évalué les effets d’'une extinction de
SCD1 -enzyme limitante de la voie de biosynthese des AGMI- sur les capacités de

prolifération et sur la survie de cellules cancéreuses.

Nos résultats montrent que l'abolition de la voie de synthese des AGMI induit la mort
par apoptose des cellules cancéreuses. En effet, nous mettons en évidence la forme
clivée de PARP et une induction de l'activité caspase 3 dans les cellules cancéreuses
déplétées en SCD1.

Cette mort semble spécifique des cellules cancéreuses puisque l'extinction de SCD1
altére seulement la viabilité des cellules cancéreuses et non celle des cellules normales.
Ainsi, nous pouvons supposer que les cellules non cancéreuses ne nécessiteraient pas
d’apport élevé et rapide en AGMI - comme les cellules cancéreuses-, et ne seraient donc
pas affectées par l'abolition de la voie de synthése des AGMI. Les cellules normales
proliférant moins vite, la synthese de nouvelles membranes pourrait se faire
préférentiellement par le captage d’AG exogenes.

Ainsi, une thérapie anticancéreuse ciblée sur l'inhibition de la voie de biosynthese des
acides gras monoinsaturés pourrait induire des effets uniquement sur les cellules

cancéreuses et non sur les cellules normales -limitant ainsi les effets secondaires.

L’abolition de la voie de synthese des AGMI par I'extinction de SCD conduit a la mort des
cellules cancéreuses. Il a par ailleurs été rapporté qu’une altération du métabolisme
lipidique pouvait induire du stress du réticulum endoplasmique, une nouvelle voie de
mort par apoptose. Au cours de nos recherches, nous nous sommes donc plus
particulierement interessés a cette voie de mort cellulaire.

Nos résultats montrent que I'abolition de la voie de synthese des AGMI induit bien
certains marqueurs de la voie UPR activée au cours du stress du RE. En effet, nous avons
mis en évidence l'activation des voies PERK et IRE1 en montrant respectivement la
phosphorylation d’eiF2a et I'épissage du facteur de transcription XBP1. Cependant
'activation de la voie IRE1la est moins prononcée dans les cellules U20S que dans les
cellules SW480. La délétion de SCD1 dans les cellules cancéreuses conduit a un stress du
RE particulier, puisque nous n’observons pas d’augmentation de l'expression de la
protéine chaperonne GRP78. Certains travaux en relation avec le métabolisme lipidique,

confirment I'absence de régulation de GRP78 au cours d’un stress du RE.
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Au cours de cette étude, nous montrons également que la déplétion de SCD1 dans les
cellules cancéreuses U20S, SW480 et HCT116 active l'expression du facteur de
transcription CHOP et nous montrons pour la premiere fois que la déplétion de
I'expression de SCD1 induit une mort cellulaire dépendante de CHOP.

Cependant, cette inhibition de I’expression de CHOP ne restaure pas compléetement la
viabilité cellulaire induite par une déplétion de SCD1. Ce résultat suggere que d’autres
voies de régulation sont probablement impliquées dans I'induction de la mort cellulaire

par la déplétion de SCD1.

L’ajout d’oléate -principal produit de SCD- ne prévient pas la mort des cellules
cancéreuses U20S, lorsque la voie endogene de production des AGMI est supprimée par
les siRNA SCD. Cependant, lors de 'inhibition de cette voie par le t10c12CLA, I'ajout
d’oléate pallie la mort des cellules cancéreuses SW480. Cette protection de I'oléate peut
passer par I'augmentation de la production de TG qui vont pouvoir incorporer les AGS

en exces, protégeant ainsi les cellules de leurs effets cytotoxiques.

Ainsi, 'ensemble de ces résultats montrent que l'extinction de SCD1 induit la voie de
stress du RE et la mort par apoptose des cellules cancéreuses via une activation de
CHOP. Une modulation de la voie de synthese des AGMI apparait comme une cible

prometteuse dans la thérapie des cancers coliques et d’ostéosarcomes.

Ces travaux prometeurs necessiterait cependant d’etre appronfondie. En effet, nous
pourrions rechercher I'implication de la voie intrinseque de 'apoptose et déterminer les
caspases impliquées dans cette mort des cellules cancéreuses observée lors d'une
abolition de la voie de biosynthese des AGMI.

D’autre part, des altérations de la voie de synthese des AGMI induissent une
modification  structurale de la membrane plasmique. Certains agents
chimiothérapeutiques ne franchissent pas la membrane plasmique induisant des
résistances. Ainsi, nous pouvons supposer qu’une inhibition de I'’expression de SCD1
modulerait la composition en AG des phospholipides membranaires et induirait une
meilleure sensibilisation aux agents chimio-thérapeutiques -tels que TRAIL- dans les

cellules cancéreuses devenues insensibles aux traitements thérapeutiques.
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Enfin, I’étude de I'implication de SCD1 dans la transformation des cellules normales en
cellules cancéreuses apparait intéressante. D'une part, nous pourrions rechercher les
régulations cellulaires aboutissant a I'augmentation de 'expression de SCD1 au cours du
développement tumorales et d’autre part, nous pourrions surexprimer SCD1 dans des

cellules normales et rechercher des marqueurs de transformations cancéreuses.

L’abolition de la voie de biosynthese des AGMI dans les cellules cancéreuses est une
cible thérapeutique prometteuse meme si de nombreuses études complémentaires

seront necesaires avant d’envisager des essais cliniques.
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Chapitre 2 : Métabolisme des acides

gras monoinsaturés et athérosclérose
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Introduction:

|. Généralités:

L’athérosclérose a été décrite pour la premiere fois par le médecin allemand Krell en
1740 : il observe des concrétions calciques au niveau de la paroi artérielle et les nomme
“plaques osseuses”. Ce n’est qu'en 1904, que le terme athérosclérose apparait avec le
médecin Marchand. Ce terme vient du grecque athere signifiant bouilli et skleros qui veut
dire dur.

Différentes théories se sont succédées pour expliquer I'athérosclérose. En 1852, Karl
Von Rokitansky propose la théorie de I'incrustation : la plaque résulterait de dépots de
produits sanguins tels que la fibrine. En 1860, Rudolf Virchow énonce la théorie
inflammatoire apres une observation microscopique d’une intima modifiée. En 1908,
Ignatowski élabore la théorie de 'imbibition en mettant en parallele la consommation
de produits carnés et le développement des plaques d’athérome.

Ce n’est qu’en 1954, que I'OMS définit cette pathologie comme “une association variable
du remaniement de l'intima des arteres de gros et moyen calibre consistant en une
accumulation locale de lipides, de glucides complexes, de sang, et de produits sanguins, de

tissus fibreux et de dépéts calcaires ; le tout s‘accompagnant de modification de la média”.

L’athérosclérose est le principal facteur responsable d’affections aiglies que sont :

e Les infarctus du myocarde dus a I’installation de la pathologie dans les artéres coronaires.

e Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) dus a la formation de plaques d’athérome
dans les artéres encéphaliques.

e Les ischémies aigués des membres inférieurs.

En 2004, les infarctus du myocarde et les accidents vasculaires cérébraux sont les deux
premieres causes de mortalité dans le monde avec respectivement plus de 7 et 5

millions de déces. IIs représentent a eux-seuls plus de 20% des décées (Tableau 4).
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Tableau 4: Principales causes de mortalités dans le monde en 2004

Causes Cause des déces Nombre de déces dans le % de mortalité
monde en 2004 (x103)

1 Infarctus du myocarde 7198 12.2
2 Accident vasculaire cérébral 5712 9.7
3 Infection de voies respiratoires inférieures 4177 7.1
4 Obstruction chroniques pulmonaires 3025 5.1
5 Diarrhées 2163 3.7
6 VIH/SIDA 2040 3.5
7 Tuberculose 1464 2.5
8 Cancers trachées/bronches/poumons 1323 2.3
9 Accidents de la route 1275 2.2
10 Prématurés et faible poids a la naissance 1179 2

Lorsqu’elle n’est pas fatale, I'athérosclérose est également responsable de nombreuses
séquelles fonctionnelles séveres, notamment des paralysies et des insuffisances
cardiaques.

Il existe de grandes disparités quant a la prévalence de cette pathologie dans le monde et
méme au sein d'un pays. L’étude Monica (monitoring of trends and determinants in
cardiovascular diseases) a d’ailleurs mis en évidence que la mortalité due a
I'athérosclérose était moindre dans le sud de la France par rapport au nord [236]. Ce
phénomene a été baptisé “French paradox” [237].

De nombreuses études attribuent cette disparité a 'alimentation étant donné que les
principaux autres facteurs de risques sont similaires d'une région a l'autre. Cette
alimentation est de type Méditerranéen (riche en fruits, légumes, et huile d’olive -riche
en acide oléique) associé a une consommation modérée en vin (riche en polyphénol aux

propriétés anti-oxydantes).
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1. Généralités :

De nombreux facteurs de risque de I'athérogenése sont connus. Des études
épidémiologiques ont mis en évidence un certain nombre d’entre eux. Cependant, tous
les facteurs de risque de cette pathologie complexe qui met en jeu de nombreux
mécanismes ne sont pas encore connus. En effet, la liste des facteurs impliqués dans le
développement de cette pathologie est en constante évolution, en relation avec notre
alimentation et notre environnement.

Les facteurs de risque majeurs, méme isolés et plus encore quand ils sont associés,
participent au développement de maladies vasculaires. En regle générale, un facteur de
risque majeur double la probabilité de maladies vasculaires, deux facteurs la
quadruplent et trois la multiplient par neuf.

L’un des facteurs importants est le sexe puisque 'athérosclérose touche quatre hommes
pour trois femmes. De plus, cette pathologie est présente des 40 ans chez I'homme alors
que chez la femme, elle ne produit des complications qu’en moyenne a partir de 65 ans.
L’hypertension, le diabete, la sédentarité, le tabagisme, le stress, I'hypercholestérolémie,
I'’hypertriglycéridémie, la dyslipidémie, I'obésité sont autant de facteurs de risque [238-

240].

2. Les acides gras trans : un facteur de risque ?

Depuis quelques années, un nouveau facteur de risque de 'athérosclérose est envisagé.
Certaines études épidémiologiques mettent en corrélation la consommation de I'’AGT
ELA et le risque de MCV. L’équipe de Watts a en effet, montré une relation entre la
progression de MCV mesurée par angiographie et la consommation d’acide élaidique
[241]. Plus récemment, une étude a montré qu'au niveau de plaque d’athérome
humaine, un fort taux d’ELA était incorporé. Cet AG est également retrouvé en forte
teneur dans le tissu adipeux des patients - reflet d'une alimentation riche en AGT ELA

[242].
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Par ailleurs, des études portant sur le TVA ne montrent pas d’effet délétére de la
consommation de cet AG. Des études épidémiologiques suggerent méme un effet
bénéfique de la consommation -ou d'un taux plasmatique elevé - de TVA lors de
maladies coronnariennes [243].

Une étude contradictoire, effectuée chez le Hamster, met en évidence une augmentation
du taux plasmatique de cholestérol contenu dans les LDL /HDL lors d'un régime riche en
TVA tandis que ELA n’induirait aucune modification de ce parametre lipidique [244].
L’état actuel des connaissances, ne permet donc pas de statuer précisément sur le réle
du TVA dans le développement de la pathologie athéromateuse.

Ainsi, il est de l'intérét des industries laitieres de soutenir des études comparatives des
effets du TVA -d’origine naturelle- et présent dans les produits laitiers et 'ELA -d’origine
industrielle- et suspecté comme pro-athérogéne sur le risque de MCV afin de distinguer
les effets de ces deux molécules.

C’est pourquoi, il est intéressant de comparer du TVA et d’ELA ainsi que celui de leur
homologue de configuration cis l'acide oléique sur les cellules musculaires lisses

vasculaires impliquées dans I'athérogenese.

1. Structure de la paroi artérielle vasculaire saine :

Les parois artérielles possedent un plan d’organisation assez similaire quelle que soit
leur localisation. Elles sont constituées de trois tuniques: I'intima au contact du flux
sanguin, la média-tunique intermédiaire- et I'adventice, tunique la plus externe (Figure

29) [245].
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Tunique exteme : adventice
. . Limitante élastique exteme
Cellules musculaires lisses [ q

vasculaires : Média Limitante élastique inteme

Tissus conjonctifs

Endothélium : intima

Figure 29: Plan d’organisation de la paroi artérielle

L’intima est la tunique la plus interne et la plus fine. Elle est directement en contact avec
le flux sanguin [246].

Cette tunique est constituée d’'une monocouche de cellules endothéliales formant une
protection étanche, de tissu conjonctif fibro-élastique et des fibres élastiques constituant
la limitante élastique interne. Tissu conjonctif et fibres élastiques sont absentes des
vaisseaux de plus petit calibre comme les artérioles. Une couche de tissu conjonctif
sépare les cellules endothéliales de la média [245].

La tunique intermédiaire est appelée média. Elle est plus épaisse et le constituant
principal de I'artere. Elle est essentiellement composée de cellules musculaires lisses
(CML) vasculaires, empilées en couches concentriques, ce qui délimite des unités
lamellaires. Selon le calibre de l'arteére, le nombre d’unités lamellaires varie: plus
I'artére est grosse plus le nombre d’unités est important. Chaque unité lamellaire est
entourée de matrice extracellulaire qui est un ensemble de protéines fibreuses et
élastiques (collagéne et élastine) et de polysaccharides. Une lame d’élastine sépare la
média de l'adventice: elle est nommée limitante élastique externe. Celle-ci n’est
présente que dans les arteres de plus gros diametre.

L’adventice est la tunique la plus externe. Elle est constituée de tissu conjonctif -riche en
collagene, fibres élastiques, fibroblastes et adipocytes-, d'une enveloppe assurant
I'ancrage des arteres aux structures avoisinantes et d'un réseau de nerfs vasomoteurs
non myélinisés rejoignant les fibres musculaires lisses de la média. Elle est également
irriguée par des vasa vasorum qui possedent un role nourricier pour I'adventice et la

meédia.
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2.  Anatomopathologie de la plague d’athérosclérose :

L’athérogenese est un phénomene évolutif et lent. Les événements qui se succedent au

cours de cette pathologie peuvent débuter des le stade fcetal au niveau de 'intima [247].

En 1994, Stary propose une classification du développement de la plaque

d’athérosclérose qu'’il divise en huit stades distincts (Figure 30) [248, 249].

sites de lésions de lésions

Intima avec de nombreux Intima avec de peu de sites

l l

|- Epaississementde I'intima

L 2 T
[I- Lésions de I'endothélium-formation de stries lipidiques

A 2K\ TV
[lI-Formations d’une chape fibreuse

A 2\ T
IV- Développement d’une plaque simple fibro-lipidique

7

V- Développement d’une plaque fibro-lipidique plus importante

'—>| VI- Thrombose, infiltration hémorragique

—)I VII- Calcification prédominante

—>| VIII-Tissus fibreux prédominant

Figure 30: Geneése de la plaque — Classification de Stary 1994

La premiere étape de la genése de la plaque d’athérosclérose consiste en un

épaississement fibromusculaire de l'intima. Celle-ci se charge alors de cellules

spumeuses (stade I). Les macrophages s’infiltrent au niveau sous-endothélial. Une partie

de ces macrophages vont accumuler des lipides pour former des cellules spumeuses

[245].
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Dans un méme temps, les cellules musculaires lisses vasculaires (CML) vont débuter leur
prolifération. Tous ces événements qui interviennent au niveau sous endothélial (sans
obstruction de la lumiere vasculaire), ne débouchent pas systématiquement sur la
pathologie athérosclérose.

Ce sont les facteurs de risque présents au niveau du flux sanguin qui vont léser
I'endothélium et permettre des dépots lipidiques formant des stries (stade II). Avec
I'age, la capacité de régénération de l'endothélium s’amenuise et la probabilité de
formation de plaques est plus importante. Les stries lipidiques sont essentiellement
constituées de cellules spumeuses (macrophages et CML) et diminuent légerement le
diametre de la lumiere artérielle. Ce stade (II) réversible peut étre présent dés I’enfance.
Chez le jeune adulte cet épaississement devient un pré-athérome (stade III), évoluant en
chape fibreuse (Figure 31)[246].

Il s’ensuit la formation d’'une plaque simple fibro-lipidique (stades IV et V). Les premiers
stades de formation de la plaque d’athérome sont asymptomatiques. La plaque simple,
non compliquée, est un épaississement artériel blanc ou jaunatre de taille variable
compris entre 3 et 15 mm recouvert d'une couche d’endothélium saine. Sur les stries
lipidiques, une chape fibreuse se forme (scléreuse). Le tissu fibreux- constitué de
collagene, d’élastine, de mucopolysaccharides, de fibrine et de CML - sépare le centre
athéromateux de la média. La formation de ce tissu est exclusivement assurée par les
CML. Suite a la dégénérescence des CML spumeuses, les lipides vont s’accumuler au
niveau de la plaque d’athérome. Ceux-ci sont constitués a 50% d’esters de cholestérol, a
25% de cholestérol et a 25% de phospholipides. Toutes ces modifications conduisent a
I'amincissement de la média et a 'augmentation de l'irrigation due a I'angiogenese des
vaso vasorum.

A partir de ce stade, les conséquences de I’évolution de la pathologie sont beaucoup plus
graves. Des accidents de rupture avec thrombose et infiltrations hémorragiques peuvent
survenir (plaque compliquée stade VI). La plaque évolue dans le sens longitudinal et
circonférentiel de l'artere. L’épaississement est lié a la plaque elle-méme ou des
phénomenes survenant a sa surface : ulcération, hémorragie, thrombose ou calcification
(stade VII et VIII).

Il s’ensuit des complications graves : cardiopathies ischémiques (athérome des arteres
coronaires), accidents vasculaires cérébraux (athérome des artéres cérébrales),

artérites (arteres des membres inférieurs).
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Figure 31: Progression d’une lésion d’athérosclérose [246]

Développement a partir d 'un vaisseau sain (a gauche) a un vaisseau avec une plaque
d’athérome superpose a une thrombose (a droite). Les cibles moléculaires possibles a chaque
stade sont également listées. AHA, American Heart Association; ICAM1, intercellular adhesion
molecule 1; LDL, low-density lipoprotein; MMP, matrix metalloproteinase; VCAM1, vascular
cell-adhesion molecule 1.
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Pour résumer, les facteurs de risque présents au niveau du flux sanguin activent les
cellules endothéliales et les monocytes qui quittent alors le systéeme sanguin par
diapédese pour entrer dans 'intima. Les macrophages et les CML deviennent spumeux.
Les CML migrent de la média jusqu’a I'intima et proliferent. Celles-ci secretent alors du
collagene, des fibres élastiques et des protéoglycanes. Le tissu conjonctif, les lipides, les
CML et les cellules spumeuses s’accumulent formant la plaque d’athérome obstruant
progressivement le flux artériel. A un stade plus évolué de la pathologie, les cellules
présentes au niveau de la plaque vont entrer en apoptose - voie de mort cellulaire
programmée - et conduire au détachement de la plaque.

Les différentes étapes décrites ci-dessus n’apparaissent pas toujours dans cet ordre.

Plusieurs phénomeénes peuvent étre concomitants ou dans un ordre inversé.

[I. Role des CML dans I’athérosclérose :

Les CML jouent un role important dans le développement de 1'athérosclérose. En effet,
au cours de la pathologie, elles perdent leur phénotype contractile non prolifératif pour
acquérir un phénotype migratoire, synthétique prolifératif, spumeux et plus tardivement
apoptotique [245].

Au niveau d’'un vaisseau sain, les CML différenciées présentent des caractéristiques
phénotypiques leur conférant une activité contractile et se maintiennent dans un état
différencié non prolifératif. Au cours de I'athérogenese, les modifications micro-
environnementales induisent a proximité de ces cellules un apport de facteurs
inflammatoires et mitogéniques modifiant ce phénotype différencié [245].

L’'induction de la prolifération des CML implique plusieurs facteurs de croissance, parmi
lesquels le PDGF-BB, IGF-1, bFGF, EGF, I'angiotensine II, I'acide oléique ou encore les
LDL modifiées dont les LDLoxydées (LDL-o0x) [245, 250].

Par exemple, selon la concentration et le degré d’oxydation, les LDL-ox stimulent la
prolifération ou I'apoptose des CML [251-254]. Les LDL-ox stimulent la prolifération des
CML via un mécanisme oxydatif qui cause la libération de FGF-2, de I'angiotensine II et

stimules I'activation des voies de signalisation MAPK et PI3K [255-258].
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L’acide oléique, induit la prolifération et la migration des CML via I'induction de la
protéine kinase C (PKC), les especes réactives a l'oxygene (ROS) et la voie de
signalisation ERK [259-264].

De nombreuses études épidémiologiques ont montré qu'un taux élevé de LDL -
transport lipidique du foie aux organes périphériques- et qu'un taux réduit d’'HDL -
responsable du transport inverse du cholestérol des organes cibles vers le foie ou il sera
dégradé- sont des facteurs de risque de I'athérosclérose [265]. Les HDL sont riches en
apoprotéine ApoD. Une étude a montré que I'ApoD des HDL pouvait inhiber la
prolifération des CML médié par PDGF-BB via une inhibition de la voie ERK [266]. Les
HDL aurait donc un effet anti-athéromateux aux niveaux des CML via I’ApoD.
L’adiponectine - une adipocytokine synthétisée dans le tissu adipeux et impliquée dans
la régulation du métabolisme glucidique et lipidique- inhibe également la migration des

CML via une inhibition de la voie ERK indépendamment de la voie PI3K [267].

Au cours de l'athérosclérose, les besoins en lipides des CML sont accrus, d’'une part a
cause de leurs entrées en prolifération et d’autre part via l'acquisition de leurs
phénotypes spumeux. Ces besoins conduisent a une modification du métabolisme
lipidique qui peut s’expliquer en partie par une augmentation du captage lipides
exogenes via les lipoprotéines [268-270].

Cependant, au niveau de la plaque d’athérome, les CML -contrairement aux
macrophages- n’expriment pas un fort taux de récepteurs scavenger des LDL oxydées.
Les CML sont donc résistantes a I'accumulation lipidique lorsqu’elles sont exposées a
des LDL normales et oxydées in vitro [271-275]. L’absence de récepteur scavenger sur
les CML suggere qu’un autre procédé d’accumulation lipidique interviendrait. In vitro,
les CML sont capables de capter des agrégats de LDL et de VLDL par les récepteurs de
LDL et VLDL ainsi que les AG non estérifiés du sérum [276-279].

Un mécanisme alternatif au captage exogene des lipides serait la syntheése de novo
lipidique. Les CML seraient ainsi capables de produire de novo lipidiques au cours de
I'athérosclérose, conduisant au phénotype spumeux. Afin d’étayer cette théorie, des CML
ont été mise a incuber avec de l'acétate radiomarqué -précurseur de la voie de
biosyntheése des AG radiomarqués. Les résultats montrent une incorporation de I'acétate
radiomarqué dans les PL, les TG et les CE [280, 281] -le type de lipides produit
dépendant du phenotype de CML et des effets des oxysterols [282, 283]. Les PL, TG et CE
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ainsi synthétisés sont riches en acide oléique [191, 284]. La synthése excessive de novo
lipidique conduit a une accumulation lipidique et a la formation de cellules spumeuses.
De part ce fait, I'acquisition du phénotype spumeux des CML est probablement du a un
captage des lipoprotéines et une accumulation lipidique de novo.

Ainsi, I'activation des CML au cours de I'athérogenese met en évidence une altération du
métabolisme lipidique avec notamment une augmentation de la synthése de novo d’AG

dont I'acide oléique produit par I'activité de la stéaroyl-CoA désaturase [285].
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Publication:

Comme nous l'avons vu précedemment, l'athérosclérose est l'aboutissement de
nombreuses altérations métaboliques et cellulaires, qui touchent notamment les CML
dans lesquelles il a été observé des altérations du métabolisme lipidique et en
particulier des altérations de la teneur en AGMI.

Diverses études épidémiologiques ont mis en relation la consommation d’acide élaidique
de configuration trans - d’origine industrielle - et le risque athérogene. Par ailleurs,
concernant l'acide trans vaccénique, l'isomeére naturel de T'ELA, les études
épidémiologiques ne démontrent aucun effet délétere.

L’objectif de cette étude est d’évaluer et comparer l'impact des AG en C18:1 de
configurations cis et trans sur le devenir des CML, en lien avec leurs caractéristiques
developpées au cours de l'athérosclérose: la prolifération, la mort cellulaire et la
spumosité.

Ainsi, nous avons donc cherché a déterminer si les acides oléique, trans vaccénique et
élaidique induisaient de la prolifération, et de la mort cellulaire.

Il a été montré qu’au cours de 'athérosclérose, les CML deviennent spumeuses du fait de
I'augmentation du captage en AG et du fait d'une augmentation des enzymes de la
lipogenese. Nous nous sommes donc orientés vers I’étude de 'impact des AG en C18:1 de
configuration cis et trans sur le métabolisme lipidique dans les CML et plus
particulierement des modifications de la composition en AG des lipides totaux et des
enzymes de la lipogenese. Nous avons plus particulierement centré notre étude sur la

régulation de SCD par ces différents AG.
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Article 3:

Article prochainement soumis dans atherosclerosis
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Abstract

Accumulation of lipids in vascular smooth muscle cells (VSMC) is a feature of
atherosclerosis and increase of lipogenesis is observed. Stearoyl-CoA desaturase (SCD) is a
lipogenic enzyme that catalyzes the production of monounsaturated fatty acids (e.g. oleic
acid) and its expression is associated with atherosclerosis development. We were interested
in analysing regulation of SCD activity and SCD1 expression in human aortic smooth
muscle cells (HASMC) exposed to monounsaturated C18:1 fatty acid isomers. HASMC in
control condition presented a 50% desaturation rate of stearic acid into cis-9 oleic acid.
Treatment of HASMC with oleic acid for 48h drastically decreased delta-9 desaturation
rate while trans-11 vaccenic acid slightly decreased delta-9 desaturation rate compared
with control treatment. By contrast, desaturation rate reached 80% in trans-9 elaidic acid-
treated HASMC. We showed that regualtion of desaturation activity was correlated with
SCD1 expression and that monounsaturated fatty acids controlled SCD1 expression at
transcriptional level.

Keywords

Stearoyl-CoA desaturase, trans fatty acids, vascular smooth muscle cells
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Introduction:

Stearoyl-CoA desaturase (SCD) is an endoplasmic reticulum (ER) resident protein and a
key enzyme of mono-unsaturated fatty acid (MUFA) biosynthesis. This enzyme requires
the presence of NADH-reductase, cytochrome b5 and oxygen to catalyze the
introduction of a cis double bound at delta 9 position of palmitoyl- or stearoyl-CoA to
form palmitoleyl- or oleyl-CoA, respectively [1].

Different SCD isoforms are described according to the species. Four SCD isoforms were
found in mouse (SCD1-4) and two isoforms in rat (SCD1-2) [2]. So far, two isoforms of
SCD (SCD1 and SCD5) are identified in human which differ in tissue distribution. Indeed,
human SCD1 is almost ubiquitously expressed with highest expression in liver and
adipose tissue while SCD5 is mainly found in brain and pancreas [3,4].

SCD1 expression and activity are regulated by hormonal and nutrients stimuli. Thus, a
polyunsaturated fatty acids (PUFA) enriched-diet represses SCD1 expression in mice
liver whereas saturated fatty acids (SFA) enriched-diet increases SCD1 liver expression
[5,6]. The stimulation of SCD1 expression by saturated fatty acids-diet appears to be
mainly regulated at transcriptional level by activation of PGC-18 and sterol responsive
element binding protein (SREBP) pathway [7]. However, the modulation of SCD1
expression could also take place at post transcriptional level. Sessler et al. described in
mouse adipocytes that PUFA reduce SCD1 mRNA stability repressing its activity about
60% [8]. Moreover, regulation of SCD1 mRNA expression by fatty acid (FA) depends on
the cell type. For instance, palmitic acid increases SCD1 mRNA in human vascular
smooth muscle cells (VSMC) and HepG2 without affecting SCD1 mRNA in human
endothelial cells [9].

Regulation of SCD1 also appears at post-translational level. Thus, a fat-restricted
regimen induces a more than 50-fold increase of SCD1 protein expression that decreases
with refeeding to undetectable levels due to a rapid degradation of SCD1 protein [10].
SCD1 is a naturally short-lived protein and is degraded in a proteasome-dependent and
-independent manner [11,12,13]. The SCD1 degradation by the proteasome-
independent pathway involves an ER plasminogen-like protease (PLG) [14]. However,
Kato et al. described that SCD1 degradation could be reduced by proteasome inhibitors
and that polyubiquitylated SCD1 accumulated in the ER [13]. They suggested the
involvement of ERAD (ER-associated degradation) system to control the SCD1
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degradation as SCD1 interacted with AAA-ATPase p97, which is essential for
proteasome-dependent ERAD.

Regulation of SCD1 expression and activity is of great interest since this enzyme is
associated with the development of various diseases including atherosclerosis [15].
According to the mice model used, SCD1 inhibition had either pro- or anti-atherogenic
effect. Indeed, SCD1 abolition in LDLr-/- and LDLr-/- Apob100/100 mice induced an
increase of atherosclerotic lesions whereas in mice fed a high cholesterol diet subjected
to chronic intermittent hypoxia presented a reduction of these lesions [16,17,18].
Addition of oleic acid (OA), a product of SCD activity, to the atherogenic diet did not
prevent atherogenesis in SCD1 +/+ and SCD1 -/- LDLr -/- mice [16]. By contrast another
C18:1 fatty acid (trans-11 vaccenic acid, TVA) has anti-atherogenic effect in LDLr-/- mice
[19]. VSMC in arterial wall play a crucial role in the pathogenesis of atherosclerosis [20].
Thus, in addition to abnormal migration and proliferation to intima, VSMC accumulate
lipids and participate to the development of atheroma plaque. Accumulation of lipids in
VSMC is associated to a change in lipid metabolism and an increase of SCD1 expression
[21].

In this report, we were interested in comparing the effects of C18:1 fatty acid isomers on
SCD1 regulation in human aortic smooth muscle cell (HASMC). We showed that OA, and
TVA in a more modest manner, repressed SCD1 activity and expression while trans
elaidic acid (trans-9, C18:1, ELA) increased SCD1 activity in HASMC. We demonstrated
that SCD1 regulation by C18:1 FA involved transcriptional level. Moreover, we found
that HASMC has the capability to produce cis-9, trans-11, 18:2 from TVA probably
through SCD1 activity.
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Material and methods

Material

Human aortic smooth muscle cells (HASMC) were obtained from Invitrogen (Cergy-
Pontoise, France). DMEM without phenol red, delipidated foetal bovine serum, penicillin,
streptomycin and L-glutamine were purchased from Dutscher (France) were from
Dutscher (France) and medium 231 supplemented with smooth muscle growth
supplement (SMGS) from Invitrogen. Anti-SCD1 was purchased from Santa-Cruz
biotechnologies, anti-HA and anti-B-actin from Sigma. Oleic, stearic, trans vaccenic and
trans elaidic acids were obtained from Sigma and [!*C] stearic acid from Perkin-Elmer
(Courtaboeuf, France). CyQuant® NF cell proliferation assay was obtained from

Invitrogen.

Cell culture

HASMC were maintained in medium 231 supplemented with SMGS, penicillin (100
U/ml), streptomycin (100 pg/ml), and L glutamine (2 mM). For experiments, cells were
maintained 24h in DMEM without phenol red supplemented with 1% of delipidated FBS,
0,5% of bovine serum albumin (BSA) fatty acid free (Sigma), penicillin (100 U/ml),
streptomycin (100 pg/ml), and L glutamine (2 mM). Subsequently, medium was
supplemented for 48h with stearic, oleic, trans-vaccenic or elaidic acids bound to BSA

(ratio 4:1) at a final concentration of 100 pM.

Cell proliferation

Cell proliferation analysis was carried out using CyQuant® NF cell proliferation assay
(Invitrogen). Adherent cells were washed and frozen at -80°C. Cells were thawed and
treated with CyQuant GR dye, which binds stochiometrically to nucleic acids and, thus,
measures cell number. Fluorescence quantification was measured using a microtiter
plate fluorimeter (VICTOR3V™, PerkinElmer Life Sciences Inc.,, Wellesley, MA) with

excitation at 485 nm and detection at 535 nm.
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Determination of desaturation rate

Conversion of [14C] stearic acid into [14C] oleic acid was used to measure SCD activity
after 48h in presence of fatty acid. Cells were incubated with 3 uM (0,25 pCi/dish of [14C]
stearic acid) for 6 h at 37°C in 5 % COZ2 incubator. Cells were collected and total lipids
were extracted according to Bligh and Dyer method. Lipids were saponified and
esterified. Radiolabelled fatty acid methyl esters were separated by RP-HPLC and
detected on line by a radioisotope detector (Packard Flow Scintillation Analyser,
PerkinElmer Life Sciences Inc., Wellesley, MA) as already described by Merlin et al [22].
The [14C] oleic acid / ([14C] oleic and stearic acids) ratio was determined as desaturation

rate by SCD activity.

Western Blotting

Cells were washed with ice-cold PBS and lysed in ice-cold Ripa buffer containing
protease inhibitor cocktail (Sigma) for 15 min on ice. We cleared protein lysate by
centrifugation at 10 000g for 10 min at 4°C. Thirty micrograms of total proteins were
loaded for SDS-PAGE electrophoresis and transferred onto a nitrocellulose membrane.
Immunoblotting was performed with antibodies raised against anti SCD1 (1/500),
against HA (1/500) and anti-B-actin (1/4000). Horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibodies were used at 1/10 000.

For SCD1 protein half-life study, HASMC were co-incubated with 100 pM fatty acid and
50 pg/ml cycloheximide (Sigma) for indicated time. SCD1 protein expression was
analyzed by Western-blotting and quantified using NIH Image] Software analysis (NIH).

The levels of SCD1 were normalized against the corresponding actin level.

RNA purification and RT-PCR

Total RNA was purified using RNEasy kit (Qiagen, Germany). Reverse transcription was
performed with 1 pg RNA using iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad).

RNA expression level was quantified by real-time PCR using iQ SYBR Green supermix
(Bio-Rad) using a Bio-Rad iCycler iQ with the following primers:

SCD1: sense 5’-TTC AGA AAC ACA TGC TGA TCC TCA TAA TTC CC-3’ and antisense 5’-
ATT AAG CAC CAC AGC ATA TCG CAA GAA AGT CTG-3’ ; SCD5: sense 5’-GTG GGA TGG
CTG TTC CAA-3’ and antisense 5’- - GGC AAC CAA GCC GAT GAT 3’ and B-actin: sense 5'-
CTG GTG CCT GGG GCG-3' antisense 5'-AGC CTC GCC TTT GCC GA-3'. The relative
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amount of target genes was determined using AACt method. The normalized delta cycle
threshold (ACt) was calculated by subtracting the gene cycle threshold value from the 3-
actin cycle threshold value (ACt = CtB-actin - Ctgene). Comparative gene expression
between two independent samples, or AACt, was obtained by subtracting the control
delta cycle threshold from the sample delta cycle threshold (AACt = ACtsample -
ACtcontrol). Fold change expression was defined with 2-(AACt).

SCD1 promoter activity assay

HASMC were transiently co-transfected with -500 bp human SCD1 promoter-PGL3
(generous gift from ]J. Ntambi) and [3-galactosidase expression vector for normalization
using Amaxa® human AoSMC Nucleofector® (Lonza) according to the manufacter
recommendations. Twenty-four hours after transfection, cells were treated with fatty
acids as described above. Cells were collected and lysed with. SCD1 promoter activity

was defined as the ratio of luciferase and [3-galactosidase activity

Lipid extraction and analysis

Cells were treated as previously described for 48h at 100uM of fatty acid. Cells were
collected and lipid extraction was performed by Folch method [23]. Saponification and
methylation were perfromed by Slover et Lanza method [24]. Methyl esters were
solubilised in hexane and analysed by gas chromatography (GC)(Perkin Elmer). The GC
was performed by on column injection of VARIAN VF23ms column (0.25mm inner

diameter, x30m) using hydrogen gas and a FID detector.

Statistical analysis
Results are presented as means * standard error mean (SEM). Statistical significance of
results was determined by One way Anova followed by Tuckey HSD test. Values of

p<0.05 were considered significant.
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Results:

C18:1 fatty acid isomers modulate C18:0 desaturation rate in HASMC.

For experiments, we maintained human aortic smooth muscle cells (HASMC) in
quiescent state in serum-free medium for 24h before fatty acid treatment. Quiescent
cells were then incubated for indicated time with 100 pM oleic acid (0OA), trans vaccenic
acid (TVA) or trans elaidic acid (ELA) bound to BSA or BSA alone (0.5%) as control to
evaluate the regulation of SCD1 by C18:1 fatty acid isomers. We first showed that
treatment with the different FA did not modify cell growth of HASMC (Fig. 1A).

We also analysed total lipid composition in HASMC incubated for 48h with C18:1 FA
isomers. We observed that exogenous C18:1 FA accumulated in HASMC in similar levels
and reduced the endogenous FA contents compared to BSA treatment (Table 1).
However, we found that TVA treatment induced the production of ¢9,t11-18:2 probably
through desaturation of exogenous TVA by SCD activity.

In order to measure C18:1-treated HASMC ability to desaturate FA, we incubated
HASMC with 100 uM of C18:1 fatty acid (OA, TVA or ELA) for 48 h and analysed
exogenous [14C] stearic acid conversion into [14C] oleic acid. HASMC in control condition
presented a basal desaturation rate of approximately 50 % (Fig. 1B). TVA and OA
decreased the C18:0 desaturation capability of HASMC. However, TVA treatment
modestly down-regulated the desaturation rate whereas OA treatment drastically
reduced it to less than 10 %. By contrast, ELA increased the C18:0 desaturation rate up
to 80 % (Fig. 1B).

C18:1 fatty acid isomers differently regulate SCD1 protein expression in HASMC.
SCD1 catalyses the production of FA with unsaturation in delta 9 position such as OA
from stearic acid (SA). Thus, we were interested in analysing SCD1 expression in HASMC
treated by cis and trans C18:1 FA isomers. We found that SCD1 protein content is
decreased by OA in a dose-dependent manner whereas SA increased SCD1 protein
content compared to the control cells (Fig. 2A). Moreover we observed that HASMC in
presence of ELA for 48 h presented an increase of SCD1 protein amount and a slight
decrease in presence of TVA compared to control HASMC (Fig. 2B).

We were then interested in the possible regulation of SCD1 protein turn-over in HASMC
treated by C18:1 fatty acids. In agreement with a previous report, we showed that

inhibition of proteasome machinery by MG132 treatment for 24h led to SCD1 protein
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accumulation in HASMC suggesting a possible post-translational regulation by fatty acid
(Fig. 2C). We first analysed ectopic SCD1-HA expression in HASMC incubated with 100
uM of OA for 48h. In this condition, SCD1 content was independent of transcriptional
regulation since SCD1-HA transcription is under the control of CMV promoter. We
observed that SCD1-HA expression level remained unchanged in OA condition while
endogenous SCD1 level was decreased by OA treatment demonstrating that SCD1
degradation machinery was functional (Fig. 2D). In order to comfort the hypothesis that
OA treatment did not change the turn-over of SCD1 protein, we treated cells with 50
pg/ml of cycloheximide to block translation and harvested HASMC at various times for
analysis of SCD1 protein expression. We confirmed that SCD1 protein half-life was
approximately 3h30 but we did not observe any significant differences in half-life of
SCD1 protein in HASMC treated by OA compared to BSA control cells (Fig. 2E and 2F).
Altogether these data suggested a regulation of SCD1 content at mRNA level.

C18:1 fatty acid isomers regulate SCD1 at transcriptional level in HASMC.

In human, SCD activity can be supported by two isoforms (SCD1 and SCD5) which differ
by their tissue distribution. We evaluated SCD1 and SCD5 mRNA expression in HASMC
and found that SCD5 mRNA was barely expressed compared to SCD1 mRNA (Fig. 3A and
3B). This data suggests that SCD activity was essentially due to SCD1 in HASMC. We then
analysed SCD1 mRNA expression by qPCR in HASMC treated for 48 h with 100 pM of
C18:1 FA id isomers. We found that OA treatment drastically reduced SCD1 mRNA
expression compared to control and trans C18:1 FA treatments. TVA also decreased
SCD1 mRNA expression compared to the control whereas ELA treatment increased
SCD1 expression (Fig. 3C). To determine whether the regulation of SCD1 mRNA content
was at transcriptional level, we analysed the activity of human SCD1 promoter-
luciferase vector transfected in HASMC which were treated with C18:1 FA. We
demonstrated that of OA repressed SCD1 promoter activity about approximately 40 %
and TVA 20 % (Fig. 3D). We also showed that ELA treatment led to increase of SCD1
promoter activity compared to control HASMC

These observations showed that regulation of SCD1 mRNA content by C18:1 FA was at

least through a transcriptional control.
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Figure 1
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Figure 1 : C18:1 fatty acid isomers modulate C18:0 desaturation rate in HASMC. (A)
HASMC were pre-treated 24h in DMEM with 0,5% BSA. At day 0, cells were treated with
oleic acid (OA), trans vaccenic acid (TVA) and elaidic acid (ELA) at 100 uM. Proliferation
control cells were maintained in DMEM with 10%FBS. Cell number was determined by
Cyquant ® kit. Values represent the mean +SEM (n=3). (B) Determination of desaturation
activity in HASMC exposed to 100 uM of fatty acid compared to control HASMC. FA-treated
cells were then incubated with [14C] stearic acid for 6h and total lipid extraction was
performed for radiolabelled fatty acid separation by RP-HPLC. Values represent the mean
*SEM (n=3). The graph is representative of three independent experiments. a, significantly
different from control treatment (p<0.05); b, significantly different from OA treatment
(p<0.05); ¢, significantly different from TVA treatment (p<0.05).
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Table 1

(ugig ;iqtgjg} control QA TVA ELA
14:0 2,12 +0,26 046 +0462 | 0,920,022 | 0,610,032
16:0 8,95 +1,02 4801192 | 367 +0,252 | 2,58+40,33°

1,23 0,07
c9-16:1 3,60 0,35 1,12 20,4120 | 351 +0,36 ab
18:0 3.66 +0,78 247 +0,19 1,860,082 | 1,280,132
19-18:1 (ELA) ND ND ND 19,22 +#1,58
r11-18:1 (TVA) ND ND 16,17 20,97 ND
c9-18:1(0A) |[10,03+1,25% | 3920+249 | 471+045% | 560+0,71°¢
c11-18:1 4,00 #0,70 2,34 +0,26 1,21 0,13 1,29 +0,08
c9,r11-18:2 ND ND 5,06 +0,44 ND
ratio

16:0/c9-16:1 242 H),05 4 A7 #,55 1,08 0,17 2,08 017
ratio

18:0/c9-18:1 0.36 0,03 0,06 0,00 0,40 0,03 0,23 017

Table 1: Total fatty acid composition. HASMC were treated with 100 uM fatty acid for 48h
and total fatty acid composition was analysed by gas chromatography. Values are the
mean *SEM (n=3). a, significantly different from control treatment (p<0.05); b,
significantly different from TVA treatment (p<0.05); c, significantly different from OA
treatment (p<0.05).
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Figure 2
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Figure 2 : C18:1 fatty acid isomers differently regulate SCD1 protein expression in HASMC.
SCD1 protein expression was analysed by western-blot. (A) HASMC were treated for 48h at
50 uM or 100 uM with oleic acid (OA) or stearic acid (SA). (B) HASMC were treated for 48h
with 0.5% BSA (C), 100 uM oleic acid (OA), trans vaccenic acid (TVA) and trans elaidic acid
(ELA). (C) HASMC were exposed for 24h to 5 uM MG132, a proteasome inhibitor, or vehicle.
(D) HASMC were transfected with SCD1-HA expression vector or empty vector and treated
for 48h with 100 uM OA or 0.5% BSA (C). Ectopic expression of SCD1-HA was evaluated by
immuno-blotting with anti-HA and endogenous SCD1 by anti-SCD1. (E) HASMC were co-
treated with 100 uM OA or control BSA (C) and cycloheximide (CHX) at 50ug/ml. Cells
were collected 0,2, 4, 8 and 16 hours after treatment. (F) Scatter plot from normalized
densitometry values from SCD1 and [-actin immunoblots from CHX-treated HASMC. Values
represent the mean +SEM (n=4).

140

——
| —



(4]
=
) oy
o |
o I
= |
- | (MMM
i | . o !
" 2=} _"_"_"_"_"_"_"_"_"_
- © N |
=T3g33c FENNNNE _
o _ L |
[ana] YNHW aAeaY |
0 m -
F-T THHHHHHE - !
i B !
" s I
' ™
o | < _
H L " |
T _ _ _
] o~ Ty L =5 N e 00w s N o
= - - = = I S - i
<t
T |oJuoD o)aMelal YNHW (10400 4}
o Lpas Jo abueys pro4 Apanoe asesapont
o $ 8 R 2 ° a
= [
o uojssalddxa
™ YNHW GPos anejay

=T

ELA

TVA

OA

141 }

(
{




Figure 3 : SCD1 regulation at transcriptional level by C18:1 in HASMC. (A) Validation of
SCD5 qRT-PCR primers. Comparative SCD5 mRNA expression in HASMC and human
embryonic kidney cells (HEK) used as positive control. (B) Comparative SCD5 and SCD1
mRNA expression in HASMC by qRT-PCR. (C) SCD1 mRNA expression in HASMC treated for
48h at 100 uM oleic acid (OA), trans vaccenic acid (TVA) and trans elaidic acid (ELA)
compared to 0.5% BSA (C). (D) Quantification of human SCD1 promoter luciferase activity
normalized with -galactosidase expression vector activity in HASMC treated with OA, TVA
and ELA at 100 uM for 48h. Values represents the mean +SEM (n=3). a, significantly
different from control (C) treatment (p<0.05); b, significantly different from OA treatment
(p<0.05); ¢, significantly different from TVA treatment (p<0.05).

Discussion:

In this report, we showed that C18:1 FA isomers differently regulated SCD1 expression
in HASMC. Thus, OA repressed SCD activity and SCD1 mRNA expression whereas trans
ELA increased SCD activity correlated with SCD1 expression level. The SCD1 regulation
was not related to the isomer configuration because trans vaccenic acid (TVA) did not
present the same regulation as ELA. A common observation in this study was the
decrease of endogenous FA content. Indeed, excepted the increase of the C18:1 content
due to its exogenous addition, endogenous FA amount was reduced by FA treatment
probably under activation of (-oxidation. It was already reported that addition of OA,
TVA or ELA for 3 days in the B-cell line INS-1 induced increase of fatty acid oxidation
associated with up-regulation of carnitine palmitoyl transferase 1 (CPT1) mRNA [25,26].
We also found production of cis-9, trans-11 conjugated linoleic acid (c9, t11 CLA) in cells
exposed to TVA. TVA-enriched diet and TVA-treated cells lead to cellular accumulation
of c9, t11 CLA. Increase content of c9, t11 CLA from TVA exposure was due to the delta-
9 desaturase activity since sterculic acid treatment (a SCD inhibitor) reduced TVA
transformation in c9, t11 CLA whereas SCD1 overexpression increased c9, t11 CLA
production [27,28].

SCD1 expression may be regulated at different cellular levels from transcriptional to
post-translational level. SCD1 protein is a short-lived protein under the control of
dependend- and independent-proteasomal degradation [13,29]. Here we showed

accumulation of endogenous SCD1 protein in HASMC in presence of the proteasomal
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inhibitor MG132 but OA addition did not modify the turn-over of SCD1 protein
confirming previous observations obtained for rat and mouse SCD1 protein [13].

In our model, SCD1 activity and protein content was associated with SCD1 gene
transcription regulation by C18:1 FA isomers. Indeed, we showed that human SCD1
promoter activity was modulated by FA treatment and correlated with SCD1 mRNA
expression indicating that SCD1 mRNA content in HASMC was primarily regulated at
transcriptional level by C18:1 FA. The down-regulation of SCD1 mRNA content by OA
was also described for rat hepatocytes [30]. However, this end-product regulation of
SCD1 was not observed in mouse adipocytes (3T3-L1) and human hepatocarcinoma
cells (HepG2) highlighting a SCD1 regulation way by OA that is dependent of the cell
type [8,31]. Moreover, SCD1 mRNA expression decreased with increase of FA
unsaturation in rat hepatocytes [30]. They showed that linolenic acid (18:3) is a more
potent suppressor of SCD1 mRNA expression than linoleic (18:2) and oleic (18:1) acids,
and that FA with identical unsaturation number had similar repression of SCD1 mRNA
expression. In our study, OA and trans FA are C18:1 FA but differently modulate SCD1
mRNA expression that did not confirm relationship between unsaturation degree and
SCD1 expression down-regulation. We demonstrated that human SCD1 promoter
activity was repressed by OA and more modestly by TVA while ELA up-regulated its
activity. The SCD1 promoter construct used for this study contains regulatory elements
for transcription factors such as the sterol regulatory element binding protein (SREBP),
CCAAT enhancer binding protein alpha (C/EBP) and nuclear factor-1 (NF-1) [31]. We
did not observe any modifications of SREBP-1 maturation in HASMC (data not shown)
excluding implication of this pathway in SCD1 transcription regulation by C18:1 FA in
these cells. Activation of LXR pathway induces accumulation of OA-enriched
triacylglycerol in VSMC that is a feature of atherosclerotic lesion and that is correlated
with increase of SCD1 mRNA expression [21]. Thus, induction of SCD1 mRNA expression
under ELA treatment could be supported by LXR pathway. Recently, down-regulation of
SCD1 transcription by leptin was associated with Erk1/2 activation in HepG2 [32]. It
was reported that OA could also activate Erkl/2 pathway but in VSMC [33]. This
observation could account for SCD1 transcription repression by OA.

In summary, we have demonstrated that C18:1 FA according to their geometric

configuration differently regulated SCD1 expression at transcriptional level.
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Résultats annexes :
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Incorporation des AG dans les HASMC :

Les cellules HASMC sont prétraitées en milieu DMEM sans rouge de phenol, 1% sérum
délipidé, 0,5% BSA, 2mM L-glutamine, 1% antibiotique puis traitées a 100uM d’AG
pendant 48h.

Dans les cellules traitées par les différents AG, nous retrouvons une incorporation tres
similaire des différents AG (Tableau 5), nous permettant une comparaison entre les
différents traitements par les AG.

Dans les cellules témoins, nous ne retrouvons ni de TVA ni d’ELA. La teneur en OL est de
26,4%+1%. Afin d’obtenir le taux d’incorporation dans les cellules traitées par I'OL,
nous avons soustrait le pourcentage molaire d’OL des cellules témoin a celui des cellules
traitées par I'OL.

Concernant les cellules traitées par le TVA, le pourcentage d'incorporation prend en
compte le TVA et le CLA1, le produit de la conversion du TVA par la SCD. Les cellules
témoins ne contiennent pas de CLA1.

Tableau 5 : Pourcentage d’incorporation en AG dans les HASMC traitées 48h a 100uM
d’AG

AG % d'incorporation

OL 47,7+3,89
TVA+CLA1 49,41+3,32

ELA 54,27+2,23

Etude des effets cytotoxiques des AGT dans les HASMC :

Afin de déterminer I'impact des AGT sur 'induction de la mort des CML, les cellules sont
prétraitées pendant 24h en milieu 10% sérum délipidé, 2mM L-glutamine, 1%
pénicilline/streptomycine, puis traitées par les différents AG a 100uM.

Les cellules sont également traitées par l'acide docohexaénoique (DHA), capable
d’induire la mort des cellules musculaires lisses vasculaires - validant nos conditions de
culture (contréle positif de mortalité) (Figure 32) [286].

L’OL, le TVA et 'ELA n’induisent pas de mort cellulaire des HASMC. Cependant, I'OL qui
ne possede pas d’effet prolifératif seul, a des effets synergiques avec les facteurs de

croissance du sérum puisque les cellules proliferent plus que le témoin. Ces résultats

148

——
| —



sont également en accord avec I'équipe de Renard [287] qui montre des effets

synergiques entre I'OL et le facteur de croissance PDGF-BB dans des CML humaines.
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Figure 32 : Effets des AG sur la mort des HASMC prétraitées 24h en milieu 10% SD, puis
traitées par les différents AG a 100uM, 24h, 48h, 72h et 105h

Ces résultats démontrent que les AGT n’induisent pas d’effets prolifératifs ou
cytotoxiques. Cependant, il est a noter que I'OL en présence de sérum favorise la

prolifération des CML humaines.
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Conclusion:
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Cette étude avait pour but de comparer entre eux les effets des AGMI en C18:1 de
configuration trans d’origine naturelle (TVA) et industrielle (ELA) d’une part et cis (OL)
d’autre part, sur les CML, en particulier leur impact sur la prolifération, la mort cellulaire

et le métabolisme lipidique.

Nos résultats ont montré une bonne incorporation des acide oléique, trans vaccénique et
élaidique dans les CML et ce de fagon similaire, permettant ainsi de comparer leurs
effets. Nos travaux ne mettent pas en évidence d’effet des acide oléique, trans
vaccénique et élaidique sur la prolifération et la mort cellulaire. Cependant, bien que
présentant pas d’effet prolifératif a lui seul, I'acide oléique induit une prolifération en
synergie avec des facteurs mitogéniques. Ainsi, au début de la pathologie athéromateuse,
ou les facteurs inflammatoires et mitogéniques circulants sont tres exprimés, 'acide
oléique favoriserait la progression de la plaque, tandis que les AGT seraient sans effet

sur la progression de la plaque d’athéréme au niveau de la viabilité des CML.

La composition en AG des lipides totaux des CML traitées avec les différents AG ne
montre pas de modification apres 48h de traitement, hormis pour les CML traitées avec
le TVA, ou la présence de c9t11CLA est détectée. Ce dernier est tres probablement issu
de la conversion du TVA par SCD. L'isomere c9t11CLA posséde des propriétés
interessantes puisqu’il a été démontré comme un facteur diminuant les parametres
sanguins du risque de MCV chez '’homme et le hamster, participant ainsi a la réduction
du risque de MCV [288, 289]. Le TVA pourrait ainsi physiologiquement diminuer le

risque d’athérosclérose via sa conversion en c9t11CLA.

Les AG en C18:1 de configuration cis et trans régulent 'activité de SCD en modulant
notamment son activité transcriptionnelle. En conséquence, dans les CML traitées par
'acide oléique, I'activité SCD est fortement réprimée suggérant que ce dernier, par une
repression de la synthése des AGMI pouvant prévenir le développement du phénotype
spumeux des CML.

Les résultats obtenus lors des traitements des CML avec les acides trans vaccénique et
élaidique sont différents : en effet, si 'acide trans vaccénique réprime plus faiblement
'activité SCD en comparaison a I'acide oléique, tandis que I'acide élaidique induit une

augmentation de I'activité SCD et une surexpression de son expression protéique.
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Le caractere pro-athéromateux attribué a l'acide élaidique pourrait donc étre la
conséquence de cette modulation du métabolisme lipidique intervenant dans le
phénotype spumeux des CML, plutot que d'une modulation des phénotypes prolifératif
ou de mort cellulaire. Le TVA, quand a lui, présenterait une propriété anti-athéromateux,

en s’oppossant a 'acquisition du phénotype spumeux.

Afin d’évaluer plus globalement 'impact des AGT, sur la pathologie athéromateuse, il
serait intéressant de poursuivre ces expérimentation sur les deux autres types
cellulaires impliqués dans le développement de la pathologie : les cellules endothéliales
et les monocytes.

Au vue de nos résultats, le role de SCD1 apparait important dans les changements
phénotypiques des CML observés au cours du développement de I'athérosclérose. Nous
pourrions donc rechercher plus précisément les régulations et le role de SCD1 au cours
de cette pathologie.

Ainsi, nous pourrions rechercher les acteurs de la régulation de SCD par 'acide oléique
et élaidique, en nous intéressant plus particulierement aux facteurs de transcription
(SREBP, PPAR et LXR) et a la stabilité de '’ARNm de SCD.

De plus, nous pourrions réaliser des marquages par immunohistochimie de SCD1 au
niveau de la plaque d’athérome a différents stades de son évolution. Ainsi, nous
pourrions établir si SCD intervient de fagon précoce dans le développement de la
pathologie.

Pour une étude plus approfondie de l'effet de l'acide élaidique sur le risque
d’athérosclérose, nous pourrions rechercher si 'acide élaidique induit une augmentation
de SCD dans d’autres types cellulaires. Nous pourrions également utiliser le modele de
souris KO SCD1 -/- sous régime riche en TVA ou ELA afin d’évaluer leurs relations avec

SCD dans le développement de I'athérosclérose.

Par ailleurs, I'utilisation du lapin comme modéle in vivo, plus sensible que la souris a
I'induction de l'athérosclérose par un régime alimentaire, pourrait aider a définir les

effets supposés pro-athérogénique d’ELA et anti-athérogénique du TVA.

Nous pourrions ainsi soumettre ces lapins a un régime standard enrichi en TVA, ELA ou

OL afin d’évaluer l'effet athérogenique de ces AG; par ailleurs un régime athérogéne
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enrichie a 5% d’huile d’arachide et 0,5% de cholestérol, additionné de TVA ou ELA

permettrait de mesurer |'effet de ces AGT sur I'installation de la plaque d’athérome.

Il serait également interessant d’évaluer I'impact de ces différents AG en relation avec la
progression de la pathologie athéromateuse (formation de la plaque, plaque, plaque
instable). Nous pourrions ainsi mettre en relation la teneur et la composition en AG du
tissu adipeux et des lipoprotéines circulantes avec le developpement de la plaque, sa
morphologie (épaisseur, structure,...), les différents marqueurs inflammatoires et

apoptotiques, ainsi que les différentes voies de signalisations induites.

Ces compléments expérimentaux permettraient d’avoir une vue d’ensemble de I'effet
des AG de configuration cis et trans sur l'installation de la plaque, sa stabilité ou sa
résorption, et de discriminer les effets des différents AG en C18 de configuration trans

d’origine naturelle et industrielle.
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Conclusion générale :
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Altérations meétaboliques cellulaires: la voie de
biosynthése des AGMI comme cible thérapeutique,

dans le traitement du cancer et de I’athérosclérose ?

La voie de biosyntheése des AGMI apparait altérée dans de nombreuses pathologies. En
effet, comme nous l'avons décrit, I'expression de SCD -enzyme limitante de la
biosynthése des AGMI- est fortement induite dans divers types de cancers. De plus, au
niveau de cellules musculaires lisses vasculaires issues d’'une plaque d’athérome, une
forte teneur en acide oléique -principal produit de I’expression de SCD est décelée. Ces
observations sont autant d’indices qui tendent a démontrer 'importance de la voie de

biosynthése des AGMI dans le développement de ces deux pathologies.

L’augmentation de I'’expression de SCD conférerait aux cellules cancéreuses et aux CML,
un avantage prolifératif - un phénotype fortement impliqué dans le développement de
ces deux pathologies. En effet, 'augmentation de I'expression de SCD permet d'une part
de fournir les substrats nécessaires a la syntheése de nouvelles membranes pour la
division cellulaire et d’autre part, de diminuer la teneur intracellulaire en AGS, connus
comme étant lipotoxiques et induisant de la mort cellulaire. Ainsi, au cours de
I'athérosclérose, l'acquisition du phénotype spumeux des CML est corrélée a

I'augmentation de I'expression de SCD et a la teneur en acide oléique.

L’altération de la voie de biosynthese des AGMI apparait comme une caractéristique
propre a la pathologie, pouvant en faire une cible thérapeutique envisageable. Il reste
cependant a déterminer si I'expression de SCD1 peut-étre modulée, et si le cas échéant,
elle est capable de faire régresser ou encore prévenir des pathologies cancéreuses et

athérosclérotiques.

Au cours de cette thése, nous avons démontré que l'abolition de la voie de biosynthese
des AGMI par différentes approches - utilisation d’inhibiteur naturel t10c12 CLA et
d’ARN interférant- induisait une diminution de la viabilité des cellules cancéreuses, via

une mort par apoptose induite par la voie du stress du réticulum endoplasmique. Nous
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avons démontré 'importance du facteur de transcription CHOP dans I'induction de cette
mort cellulaire. De plus, le traitement par I'isomere naturel c9t11 CLA ne conduit pas a
une diminution drastique de la viabilité des cellules cancéreuses et module plus

modestement 'activité SCD comparé a I'isomere t10c12 CLA.

Par ailleurs, I'ajout exogene d’acide oléique, ne semble pas restaurer la viabilité des
cellules cancéreuses délétées en SCD1 par la technique de SiRNA dirigé contre Scdl,
tandis que la viabilité des cellules cancéreuses conjointement traitées avec le t10c12CLA

et I'oléate n’est pas affectée.

L’altération de la voie de biosynthese des AGMI semble donc étre une cible
thérapeutique de choix d’autant que nos travaux ont montré une altération de la

viabilité spécifique aux cellules cancéreuses.

Ces travaux ont également mis en évidence une modulation de 'expression de SCD1 par
des AG en C18:1 dans les CML. En effet, nous avons établi que I'acide oléique diminuait
drastiquement l'activité de SCD1, tandis que l'acide trans vaccénique, d’origine naturelle
ne diminuait que tres légerement celle-ci. En revanche, I'’AGT d’origine industrielle,
'acide élaidique, induit une forte augmentation de I'activité SCD1. Ces résultats mettent
en évidence que les AG alimentaires sont capables d’induire des modifications de
I'expression de SCD et participeraient a la protection ou au développement de la
pathologie. Ainsi, nous pouvons supposer que l'acide oléique, trés présent dans le
régime méditerranéen, protege de I'athérosclérose en diminuant I’activité de SCD, ce qui
aurait pour conséquence une diminution des substrats nécessaires au renouvellement
des membranes cellulaires et donc a la prolifération mais également en augmentant le
taux d’AGS qui induirait alors de la lipotoxicité et donc la mort des cellules. De plus, une
diminution de l'activité SCD s’opposerait également au développement du phénotype

Spumeusx.

L’acide trans vaccénique, d’origine naturelle et présent dans les produits laitiers,
diminue tres légerement l'activité SCD et ne serait pas un facteur aggravant du
développement de I'athérosclérose au niveau des CML, -ce qui est en accord avec les

données épidémiologiques.
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A contrario, l'acide élaidique, d’origine industrielle et présent dans les produits
manufacturés, induit une forte induction de I'activité SCD. Cet AG étant treés présents au
niveau de la plaque de I'athérome, nous pouvons supposer qu’il pourrait ainsi participer
au développement de I'acquisition des phénotypes spumeux au niveau des CML.

Nous avons ainsi mis en évidence des effets distincts entre les AGT en C18 :1 d’origine
naturelle (TVA) et d’origine industrielle (ELA) mais également avec I'AG de

configuration cis, I'acide oléique.

En résumé, les acides gras trans d’origine naturelle, le TVA et son métabolite le c9t11
CLA n’apparaissent pas comme des acteurs favorisant le développement athéromateux
ou tumoral. En effet, contrairement a son homologue d’origine industrielle I'acide
élaidique, le TVA d’origine naturelle modulerait a la baisse I'activité SCD1 (enzyme
lipogenique), et certaines cytokines pro-inflammatoires. Quant a I'isomere c9t11 CLA,
méme si son effet antiprolifératif sur les cellules cancéreuses coliques reste modeste
comparé a l'isomere t10c12 CLA, il ne favorise pas la prolifération cellulaire mais

pourrait potentialiser I'effet d’autres agents anticancéreux.

Ce travail de these a permis de mettre en évidence que la voie de biosynthese des AGMI
pourrait étre une cible thérapeutique intéressante dans le traitement du cancer et de

I’athérosclérose.
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Les acides gras trans : des acides gras bien singuliers

Trans fatty acids : very peculiar fatty acids

Michel Narce*?, Mickael Rialland", Mélaine Minville-Walz*, Sandrine Bellenger?,
Jérome Bellenger?!
! INSERM UMRS866, UFR Sciences de la Vie de la Terre et de I’Environnement, Université
de Bourgogne, 6 Bd Gabriel 21000 Dijon.

Résume : Cette revue résume des donnees expérimentales ou cliniques récentes sur les acides
gras trans, qui permettent de considérer certains d’entre eux comme des molécules bioactives
d’intérét -en particulier dans le domaine cardiovasculaire et en cancérologie-, susceptibles
d’apporter une impulsion nouvelle aux applications industrielles relatives a leurs effets
favorables sur la santé. Dans cette revue, nous soulignons 1’émergence de divers aspects
bénéfiques des acides gras trans naturels, qui ont des propriétés distinctes et parfois méme
opposées a celles des acides gras trans retrouvés dans les huiles partiellement hydrogéneées.
Ainsi, apres avoir été mis en avant pour leurs effets déléteres sur la santé, les acides gras trans
—ou plutdt certains d’entre eux- sont considerés sous un éclairage nouveau pour leurs effets
bénéfiques. Décidément, les acides gras trans sont des acides gras bien singuliers...

Abstract : This review focus on recent experimental and clinical data related to trans fatty
acids, leading to consider some of them as interesting bioactive molecules particularly
regarding cardiovascular diseases and cancerogenesis. These data provide a new momentum
for industrial applications related to their positive effects on health. In this review, we will
focus on several emerging beneficial aspects of natural trans fatty acids that have distinct and
sometimes opposite properties compared to trans found in partially hydrogenated oils. So,
after being advanced for their deleterious effects on health, trans fatty acids —or more exactly
some of them- are now enlightened for their beneficial effects. Obviously, trans fatty acids are

very peculiar fatty acids...
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Introduction

Les différents isomeres trans de l'acide oléique (9t 18:1 ou 11t 18 : 1) et de
'acide linoléique (principalement les ¢9,t11 18: 2 n-6 et t10,c12 18 : 2 n-6) (figure 1)
peuvent exercer des effets biologiques tres différents. D'abord considérés pour certains d’entre
eux comme des molécules a effets bénéfiques vis-a-vis de I’obésité, les acides gras trans
(AGT) sont reconnus depuis les années 1990 pour poser de nombreux les problemes de santé
publique. Ainsi, une consommation d’AGT d’origine industrielle supérieure au seuil de 2% de
I'apport énergetique total entraine une augmentation significative du risque cardio-vasculaire,
plus encore que I'exces de graisses saturées. Différents auteurs ont associé positivement, sur le
plan épidémiologique, des apports élevés en AGT totaux avec le risque coronarien ou de
mortalité cardiovasculaire [1-5]. Cependant, on s’attache maintenant a discriminer les effets
santé des AGT selon leur origine alimentaire. Les acides gras trans d’origine naturelle sont
contenus dans les produits laitiers (lait, fromage, beurre...) et les viandes de ruminants ; en
d’autres termes, il s’agit des AGT issus de la biohydrogénation ruminale (figure 2) dont les
principaux représentants sont I’acide 11-trans vaccenique (TVA) et le c9,t11-ruménique
(CLAL). Les AGT d’origine technologique, dont les principaux représentants sont les acides
9-trans élaidique (ELA) et t10,c12-CLA (CLA2), sont ceux contenus dans les aliments
intégrant des matiéres grasses végétales hydrogénées (margarines, gateaux, patisseries,
viennoiseries, plats cuisinés...) ; ils incluent également les matieres grasses distribuées en
alimentation animale et retrouvés dans des produits animaux (charcuteries, volailles, poissons
d’¢levage...). Les AGT peuvent également étre présents dans notre alimentation sous forme

de compléments alimentaires, qui sont le plus souvent des mélanges d’AGT.

Outre leurs effets cardio-vasculaires, les acides gras trans d'origine industrielle ont été

également associés a différents types de cancer. Cependant, ce lien est encore insuffisamment
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élucidé et demeure controversé. Au travers d’études sur différents modéles expérimentaux et
chez I’homme, il reste difficile d’évaluer si 1’association entre certains isomers d’AGT et
certains polymorphismes génétiques peut augmenter le risque de cancer de la prostate, du
colon ou du sein [6]. Divers biais expérimentaux peuvent en effet expliquer les incohérences
observées dans la littérature. Des études déja assez anciennes, rapportent par ailleurs des

corrélations entre les taux d'AGT circulants et risque de cancer du sein [7].

Par conséquent, les professionnels du secteur agroalimentaire francais ont considérablement
réduit ces derniéres années la teneur en acides gras trans de leurs produits, ce qui fait dire a
certains que les acides gras trans ne sont plus un probléeme de santé publique. En effet,
I’analyse de la teneur en AGT de nombreux produits industriels a montré que celle-ci était
dans la tres grande majorité négligeable, et inférieure aux recommandations. Cependant, tous
les produits alimentaires n‘ont pas été analysés et il demeure une grande hétérogenéité en ce
qui concerne leur teneur en AGT. Selon les données de I’ANSES, les apports en AGT sont
plus élevés en moyenne chez les adultes (2,3 g/j) que chez les enfants (1,9 g/j). Toutefois, les
apports moyens rapportés a I’apport énergétique total sont similaires chez les adultes et chez
les enfants, autour de 1 %. Chez les adultes, les groupes d’aliments vecteurs d’AGT naturels
(viandes et produits laitiers) contribuent majoritairement a ’apport total en AGT et couvrent
une part plus importante que les AGT d’origine technologique. Chez les enfants, on observe
une répartition équivalente entre les AGT des deux origines, naturelle et technologique.
Cependant, on estime que les apports en AGT apparaissent encore beaucoup trop importants,

et les recommandations sont toujours a la baisse.
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Des isomeéres fonctionnellement trés différents: exemple du risque cardiovasculaire
Compte-tenu de 1’évolution des données, il apparait aujourd’hui que 1’origine des
AGT doive étre prise en compte sur le plan de la santé publique, ceux-ci ne constituant pas un
groupe homogene de molécules. Dans des études ou la distinction entre les AGT d’origine
naturelle et technologique a pu étre établie, il est montré que I’augmentation du risque
cardiovasculaire est liée a des apports élevés en AGT d’origine technologique, lorsqu’ils
représentent plus de 1,5 % de 1’apport énergétique total [1,2]. Pour ce qui concerne les AG
trans naturels, aucune association avec le risque coronarien n’a pu étre observée [8].
Récemment, une étude prospective a montré que 1’apport en AGT d’origine naturelle n’était
pas associé au risque coronarien [9], alors qu’une consommation d’AGT d’origine
technologique a un niveau d’apport supérieur a 2 % de D’AET accroit le risque
cardiovasculaire via une augmentation du cholestérol LDL et une diminution du cholestérol
HDL [10].
Par ailleurs, diverses études expérimentales ou épidémiologiques mettent en relation la
consommation d’acide élaidique avec le risque cardiovasculaires [241]. Il a notamment été
montré chez des patients obéses consommant de fortes quantités d’acide élaidique, qu’un
taux élevé de cet acide gras pouvait étre incorporé au niveau des plaques d’athérome et dans
le tissu adipeux [242]. Une étude récente a également mis en évidence que des AGT
provenant d’huiles végétales hydrogénées — principalement 1’acide élaidique- induisaient le
développement de lésions athéromateuses chez des souris transgéniques LDLr-/- [290], alors
qu’un beurre riche en TVA - en présence ou en absence de cholestérol alimentaire- avait un
effet protecteur, en diminuant les teneurs en cholestérol et en triglycérides circulants. Au
contraire donc de I’acide ¢élaidique qui induit la formation de la plaque athéromateuse, le TVA

la réduit [291].
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Au cours de I’athérogenése, les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) accumulent
des gouttelettes lipidiques et sont capables de capter des agrégats de LDL et de VLDL via
leurs récepteurs respectifs, ainsi que des AG non estérifiés du sérum [276-279], ce qui
conduit a l’acquisition du phénotype spumeux. L’implication de I’enzyme stéaroyl-CoA
désaturase est soupconnée dans ce processus. Cette enzyme joue un rbéle majeur dans la
bioconversion des acides gras trans d’origine naturelle et peut donc étre fortement régulée par
ces derniers. C’est pourquoi nous nous sommes intéressés au laboratoire a 1’implication des
AGT dans la régulation de la prolifération, la mort cellulaire et la spumosité des CMLV. Nous
avons pu mettre en évidence que, en fonction de la conformation et de la position de la double
liaison, les monoénes pouvaient réguler différemment la stéaroyl-CoA désaturase des cellules
musculaires lisses, 1’acide oléique étant un plus puissant répresseur de 1’enzyme que 1’acide
vaccénique, alors que I’acide élaidique stimule son activité (résultats non publiés). Ces
régulations de la stéaroyl-CoA désaturase par ces monoenes peuvent avoir des impacts
intéressants sur les transformations des CMLV au cours de 1’athérogenése, et ouvrent des

perspectives intéressantes pour les AGT en tant que molécules bioactives.

Effets sur les paramétres sanguins

Les données ci-dessus ont bien-sir conduit a s’intéresser aux effets des AGT sur les
parameétres circulants dans des conditions normales. Les résultats indiquent que chez des
sujets sains, les AGT issus de ruminants ingérés a dose modérée n’altérent pas -contrairement
aux produits de [I’hydrogénation -catalytique- les biomarqueurs sanguins du risque
cardiovasculaire [18]. Cependant, les concentrations en LDL-cholestérol plasmatique sont
significativement plus élevées aprés ingestion d’un régime a teneur élevée en TVA,
comparativement a un régime témoin ou a un régime a teneur modérée en cet acide gras. En

revanche, ces concentrations sont encore beaucoup plus élevées avec un régime contenant
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des AGT d’origine industrielle. Par ailleurs, les concentrations en HDL-cholestérol
plasmatique sont significativement plus faibles avec un régime riche en TVA qu’avec un
régime modéré en TVA. Finalement, tous les facteurs de risque sont comparables entre un
régime témoin et un régime a teneur modéré en AGT d’origine naturelle. Alors qu’une forte
ingestion d’AGT peut affecter de maniére adverse 1’homéostasie du cholesterol chez des
individus sains, des ingestions modérées d’AGT d’origine naturelle -aux niveaux ou ils
peuvent étre consommés dans 1’alimentation (au maximum 1,5 % de I’AET)- ont des effets
neutres sur les lipides plasmatiques et ne sont pas associés a une augmentation du risque
cardiovasculaire [19-21]. Les propriétés hypolipémiantes du TVA rapportées dans certaines
études sont liées en particulier & une diminution de production de chylomicrons et a
I’amélioration de la lipémie post-prandiale [22]. 1l a notamment été montré que des hamsters
nourris avec des beurres enrichis en un mélange TVA/acide ruménique, présentaient une
diminution de leur rapport [VLDL + (IDL) + LDL] / HDL comparé & des animaux nourris
avec un régime témoin. Ainsi dans ce cas, I’enrichissement du régime alimentaire en TVA

pourrait diminuer le risque athérogéne et coronarien. [243].

Effets des AGT naturels en relation avec le syndrome métabolique et I’obésité

Alors que le CLA2 a été montré comme capable de mobiliser de facon drastique la
masse grasse —mais au prix de perturbations métaboliques conséquentes-, les AGT d’origine
naturelle peuvent avoir des effets bénéfiques vis-a-vis du syndrome métabolique, mais ceux-ci
sont bien moins décrits et apparaissent étre isomere-spécifiques. Ainsi, 1’acide ruménique,
structuré sous forme de triacylglycérol peut présenter - ainsi que peut-étre son précurseur le
TVA- des propriétés bénéfiques vis-a-vis de la régulation du métabolisme lipidique et de
I’insulino-résistance [20,24]. Des études conduites au laboratoire sur la souris ob/ob vont dans

le méme sens. Ces effets régulateurs peuvent étre intimement liés a la forme sous laquelle les
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AGT sont ingérés, et les études comparant les effets des AGT en fonction de leur mode
d’absorption (acides gras libres, esters éthyliques, TAG ou PL) sont encore tres limitées, la
forme libre semblant beaucoup moins bien absorbée que la forme TAG [25]. Dans un modele
murin de syndrome métabolique et d’obésité, le TVA peut modifier favorablement le profil
pro-inflammatoire des lymphocytes mésentériques, et exercer un effet hypolipémiant chez ces
animaux [26,27]. Son effet serait donc différent de celui de I’acide ¢laidique, comme en
témoigne la mesure des biomarqueurs plasmatiques et hépatiques [28]. Ces résultats
suggerent que le TVA pourrait réguler négativement la synthése hépatique d’acides gras et
influencer directement la lipogenése intestinale. Cependant, dans une étude conduite chez le
porc, le TVA et le c9,t11-CLA provenant de beurres enrichis ne modifient pas
significativement le profil lipoprotéique plasmatique [29], mais augmentent les concentrations
sériques en acide alpha-linolénique et diminuent les teneurs en acides myristique et
palmitique, laissant supposer un effet bénéfique de ces AGT sur la composition sérique en

acides gras.

Effets des AGT naturels en relation avec I'immunité

En ce qui concerne les marqueurs de I’inflammation, les effets des AGT peuvent étre tres
spécifiques : ainsi, le c9,t11-trans CLA attenue les marqueurs de I’inflammation (TNFa, IL-
12, IL-6) dans des cellules Caco-2, mais pas son précurseur, le TVA[30]. Cependant, un
traitement par le c9,t11-trans CLA ou par le TVA diminue I’index de delta-9 désaturation et
induit des modifications de la composition en acides gras dans ce mod¢le d’épitihélium
intestinal humain. Concernant les propriétés immunitaires, il a ét€ montré qu’un lait de vache
enrichi en ¢c9,t11-CLA et en TVA diminuait les allergies respiratoires chez la souris [31], et

que le TVA et le ¢9,t11-CLA modifiaient favorablement les fonctions immunitaires chez des
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rats obeses JCR : LA-cp. En effet, les splénocytes de rat nourris au TVA produisent 16-23%

fois moins d’TL2, d’TL-10 et de TNFa que les animaux témoins [26].

Effets des AGT naturels en relation avec la cancérogenese

Bien que les AGT d’origine industrielle aient été considérés comme pouvant
augmenter le risque de cancer [6,7], certains d’entre eux semblent néanmoins présenter un
intérét dans le domaine de la cancérologie [161, 292] depuis qu’il a ét¢ montré qu’une
consommation a long terme de CLA était inversement corrélée avec I’incidence du cancer
colorectal [146]. Par ailleurs, il a été montré sur des modeles murins de tumeurs induites ou
greffées que les ¢9,t11 ou t10,c12 CLA alimentaires pouvaient exercer des effets anti-
cancérigénes notables [147-152]. Cette suppression du développement tumoral sous 1’effet
d’un traitement par les CLA peut-étre attribuée ou bien a une induction d’apoptose ou a une
inhibition de la proliferation cellulaire ou de 1’angiogenese. Comme précédemment, ces effets
sont fortement dépendants du type d’isomere et du type de cancer. Ainsi, dans des lignées de
cancer colique, le t10,c12 CLA induit une cytotoxicité plus prononcée que le c9,t11 CLA
[158, 293-296]. Nous avons trés récemment mis en évidence au laboratoire que le t10,c12
CLA induisait une apoptose -dépendante d’un stress du réticulum- plus prononcée que le
€9,t11 CLA- sur des cellules de cancer colique, ainsi qu’une inhibition de ’activité¢ de la
stéaroyl-CoA désaturase (résultats non publiés).

Conclusion

Aprés avoir été considérés pour leurs effets bénéfiques sur la composition corporelle —
diminution de la masse grasse/augmentation de la masse maigre-, les acides gras trans
dans leur globalité et plus particulierement ceux d’origine industrielle ou de synthése ont été
associés a une augmentation du risque cardiovasculaire et de I’incidence de différents

cancers. L’ensemble des informations récentes développées ci-dessus confirme la singularité
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des acides gras trans, dans la mesure ou leurs effets peuvent étre bénéfiques ou délétéres selon
leur configuration géométrique, la position et le nombre d’insaturations. En tout état de
cause, les acides gras issus de la biohydrogénation ruminale ou leurs dérivés présentent des
effets métaboliques qui permettent de considérer au moins certains d’entre eux comme des
molécules bioactives d’intérét en particulier dans le domaine cardiovasculaire et en
cancérologie. Ces données récentes apportent une impulsion nouvelle aux applications

industrielles relatives a I’effet bénéfique de ces acides gras sur la santé.
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Figure 1 :

(a) Structure des acides élaidique (trans-9 18 : 1) et trans vaccénique (trans-11 18 : 1,
TVA)

(b) Les isomeres conjugués de I'acide linoléique (CLA) : Structures des acides trans-
10, cis-12 CLA (CLA2), cis-9, trans-11 CLA (CLAL1) et de I’acide linoéique (LA). D’aprés
Pariza, M. W., Park, Y. and Cook, M. E. (2001) The biologically active isomers of conjugated

linoleic acid. Prog Lipid Res 40, 283-298

Figure 2 : Biohydrogénation ruminale et distribution des AGT dans les glandes

mammaires
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Figure 1 (a)
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Figure 2
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Metabolic syndrome characterized by insulin resistance and obesity is accompanied by severe lipid
metabolism perturbations and chronic low-grade inflammation. However, many unresolved questions
remained regarding the regulation that underlie dyslipidemia, particularly the regulation of the metabolic
cascade (synthesis and release) leading Lo eicosanoid precursors release. This study was undertaken to
investigate the regulation of desaturases/elongases and phospholipases A; during the establishment of
metabolic syndrome. Our results showed that delta-6 desaturase as well as elongase-6 expressions were

Keywords:

Metabolic syndrome upregulated in 3-month-old Zucker fatty rats as compared to lean littermates, independently of SREBP-1¢
Desaturase activation. We also demonstrated for the first time an increase of liver group VII phospholipase A, gene
Elongase expression in the obese animals together with a strong specific inhibition of type IVA and VIA phospholipases

Phospholipase Ay As. These results suggest that the regulation of unsaturated fatty acids biosynthesis and signalling cascade

could contribute to the development of liver lipid dysregulation related to metabolic syndrome and may be

considered as new potential targets in such pathological conditions.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Metabolic syndrome (MS) is a complex disease marked by the
dysfunction of glucose and lipid metabolism, which is often associated
with chronic low-grade inflammation. A wide variety of bioactive
lipid mediators including prostaglandins, thromboxanes, leuko-
trienes, and lipoxins exert potent and pleiotropic effects modulating
inflammatory responses. These compounds are generated via phos-
pholipase A; (PLA;) hydrolysis [1]. The PLA; superfamily consists of
many different groups of enzymes that catalyze the hydrolysis of the
sn-2 ester bond, releasing fatty acid, and particularly arachidonic acid
(AA), from a variety of phospholipids. Five main types of PLA; have
been identified, which are the secreted sPLA3s, the cytosolic cPLAgs,
the Ca®* independent iPLAss, the platelet activating factor acetyl
hydrolase/oxidized lipid lipoprotein associated {Lp)-PLAgs, and the
lysosomal PLAgs [2,3].

These enzymes mediate a variety of important physiological and
pathological functions such as cellular proliferation, apoptosis,

Abbreviations: MS, metabolic syndrome; AA, arachidonic acid; UFA, unsaturated
fatty acid; SFA, saturated fatty acid; MUFA, mono-unsaturated fatty acid; ZF, Zucker
fatty; ZL, Zuclker lean; PUFA, poly-unsaturated fatty acid

* Corresponding authors. Narce is to be contacted at Tel.: +33 3 80 39 63 17. Tessier,
Tel: + 333803963 23.

E-mail addresses: michel.narce@u-bourgogne.fr (M. Narce),

christian.tessier@u-bourgogne.ir (C. Tessier).

1388-1981/$ - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbalip.2010.12.004
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atherosclerosis [4-6]. PLA; isoforms play different but complementa-
ry roles in inflammatory processes [7]. Nevertheless, these enzymes
have never been investigated in MS-linked inflammation. While type
IIA sPLA; was the major enzyme found elevated in the systemic
circulation of patients with various acute and inflammatory diseases
[8], other sPLA; isoforms have been reported to be elevated locally at
sites of inflammation and cell injury [9]. In addition, an increase of
secreted PLA; level in the plasma, such as sPLA; 1A and Lp-PLAz, is a
new potential marker of inflammation [10]. Besides, type IVA cPLA,
and type VIA iPLA;, sources of AA [11,12], seems to be particularly
implicated in inflammatory processes. More specifically, the impor-
tance of type IVA Ca?*-dependent cPLA, in many different inflam-
matory processes has been proven through the use of null mice
showing significant decreases in allergic response, damage from acute
lung injury and post-ischemic brain injury [13-15]. Type VIAiPLA; has
also been shown to play an important role in driving acute
inflammation [16]. Consequently, the role of the different PLA;
isoforms remains to be clearly delineated, notably in MS-linked
inflammation conditions.

Regarding MS, it is now accepted that inflammation associated
with visceral obesity induces insulin resistance, which is sufficient to
promote the progression of cardiovascular diseases. This is accompa-
nied by severe liver lipid metabolism perturbations leading to liver
steatosis [17]. However, many contradictory and unresolved ques-
tions remain regarding the molecular and cellular mechanisms that
underlie this hepatic lipid dysregulation, Nevertheless, higher liver
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expression of elongases (Elovl-5 and -6) and desaturases (delta-5, -6,
and SCD-1) have been shown in ob/ob mice, compared with their lean
littermates [18]. In contrast, resistance to high-fat-diet-induced
hepatosteatosis and obesity has been associated with an increased
capacity to convert n-6 unsaturated fatty acids (UFA) into AA via
higher expressions of microsomal Elovl-5 and delta-5, -6 desaturases
[19].

Altogether, these data underlie that the regulation of the different
steps leading to the synthesis and release of eicosanoid precursors
could play an important part in the modulation of MS-associated
inflammation, We still do not know how liver UFA biosynthetic and
signalling enzymes {desaturases, elongases, and phospholipases A3)
are regulated during the establishment of MS. To better understand
these aspects, we investigated here the liver UFA biosynthesis and
signalling pathways (desaturases, elongases, and phospholipases A-)
in 3-month-old Zucker rats. Indeed, it is important to understand
cellular mechanisms leading to liver steatosis in order to prevent and
to develop novel therapeutic strategies targeting for liver insulin
resistance during MS.

2. Materials and methods
2.1. Animals, organs, and blood parameters measurements

Animal experimental procedures were approved by the Ethic
Committee on Experimental Animals of the University of Burgundy,
Dijon, France. Ten-week-old male Zucker fatty (fa/fa, ZF) and Zucker
lean (fa/+, ZL) rats (Charles River Laboratories, L'Arbresle, France)
were housed under controlled temperature (2541 °C) and humidity
(604+5%) with a 12-hday/12-h night cycle. Animals were fed
standard laboratory chow (commercial standard pellets; Safe, U.A.R.
A04, Villemoisson-sur-Orge, France) containing 4% lipids and were all
sacrificed at 14 weeks of age.

For oral glucose tolerance test (OGTT) at 12 weeks of age, rats
received, after a 12-h overnight fast, an oral glucose injection (2 g
glucose/kg body weight). Glycemia were measured using a One Touch
Il glucometer (Lifescan, Johnson and Johnson, Milpitas, CA, USA)
before gavage, and after 15, 30, 60, and 120 min.

For plasma triglycerides and cholesterol measurements, rats were
fasted 12-h overnight and blood samples were collected on 10% EDTA
under isofluorane anesthesia. Plasma were isolated by centrifugation
(20 min at 200g) and then stored at —80 °C until use. Plasmatic
triglycerides and cholesterol were measured according to the
manufacturer's instructions, using a colorimetric kit (Diasys, Condom,
France). Before insulin measurement, plasma were centrifuged to
remove fat and insulin was measured using an ELISA kit (Linco
Research, St. Charles, MO, USA).

At 14 weeks of age, non-anesthetized, fed rats were sacrificed and
plasma were prepared as previously described. Livers and pancreas
were isolated and stored at —80 °C until use. For immunofluorescence
studies, pancreas were incubated for 24 h in a 30% sucrose solution.
They were then embedded in a matrix (Shandon M-1 embedding
matrix, Thermo Fisher Scientific, Cergy-Pontoise, France) and rapidly
frozen at —20 °C until use. Pancreas were then cut with a cryostat
(Leica CM 3050 S, Leica Camera AG, Solms, Germany) into 10-um thin
cross-sections, stuck on microscope Superfrost slices (Microm,
Francheville, France) and stored at —80 °C.

2.2, Secreted PLA; activity

sPLA; activity was carried out directly on plasma collected at
sacrifice, using a sPLA; Assay Kit (SPI-bio, Montigny-le-Bretonneux,
France) according to the manufacturer’s instructions, Enzyme activity
measurement is based on the hydrolysis of 1,2-dithio analog of
diheptanoyl phosphatidylcholine by sPLA.. Thiols released in solution
by PLA, activities present in homogenates combined with DNTB
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added to the reaction medium to form a colored compound, detected
at 414 nm.

Proteins quantity was measured using the bicinchoninic acid
method (BCA kit, Sigma, Lyon, France).

2.3. Pancreas immunofluorescence

Pancreatic slices were dried 2h at 37 °C, fixed in a solution
containing 75% methanol, 20% formaldehyde, 5% acetic acid, and
rehydrated in PBS 10 mM pH 7.4. Cross-sections were permeabilized
and saturated with TBS 10 mM, 10% BSA, 0.1% Triton X100, 0.2%
Tween 20 at room temperature. Slices were then incubated overnight
at +4°C in a wet room with anti-insulin antibody (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) at a 1:200 final dilution in
TBS 10 mM, 4% BSA, 0.01% Triton X100, 0.02% Tween 20. Control slices
were treated with TBS-BSA-Triton-Tween alone. Slices were then
exposed for 3 h at room temperature to a rhodamine-antirabbit 1gG
(1:200 dilution) (Jackson ImmunoResearch). Nuclei were stained
with a Hoechst 33342 solution (1:100 dilution) for 5 min. The
coverslips were mounted in FluoPrep medium (BioMérieux, Cra-
ponne, France), and images were acquired using an inverted
fluorescence microscope Axiovert 200 M (Zeiss, Oberkochen,
Germany) with appropriate filters and a cooled charged-coupled
device camera controlled with AxioVision software (Zeiss).

2.4, Liver microsomes preparation

At sacrifice, livers were quickly removed and rinsed with 0.15 M
NaCl and weighed. 3.5 g of each liver were cut into thin slices and
homogenized at 4 °C in a Potter-Elvehjem homogenizer with 18 mL of
a solution containing 0.05 M phosphate buffer pH 7.4 and 0.25M
saccharose. Liver microsomes were then prepared as previously
described [20]. Microsomal protein concentration was determined by
the method of Layne [21], using bovine serum albumin as standard.

2.5, S5CD-1, delta-6 n-3, and delta-6 n-6 desaturase activities

SCD-1, delta-6 n-3, and delta-6 n-6 desaturase activities were
estimated in liver microsomes, using 50, 40, and 40 nmol of [1-1C)
stearic, [1-'%C] alpha-linolenic or [1-'#C] linoleic acids, respectively, as
substrates. 2.5 mg of microsomal proteins were incubated at 37 °C for
20 min in a shaken glass with a total volume of 1.1 mL incubation
medium containing 72 mM phosphate buffer pH 7.4, 4.8 mM MgCl,,
0.5 mM coenzyme A, 3.6 mM ATP, and 1.2 mM NAPDH. Incubations
were stopped by adding 7.5 mL of chloroforme/methanol (1:1, v/v)
[22]. Total lipids were extracted from incubation mixtures, according
to Narce et al. [23]. Briefly, 2 mL chloroform, HCI 0.05 M, and NaCl 35%
were added to an aliquot (4 mL) of the incubation mixtures; total
lipids were extracted after centrifugation. Then saponification and
transmethylation were carried out using methanol NaOH 0.5 M and
14% boron trifluoride in methanol, respectively, for 20 min at 80 °C,
according to Slover and Lanza [24]. The distribution of radioactivity
between each substrate and the corresponding products was
determined by reverse-phase high-performance liquid chromatogra-
phy as described by Bellenger et al. [25] using a Waters Set (510 HPLC
pump and 410 differential refractometer; Millipore, Molsheim,
Germany) equipped with two monolithic columns [26]. Analyses
were carried out isocratically using pure acetonitrile or acetonitrile/
water (93:7, v/v) for SCD-1 and D6D, respectively, as a mobile phase,
at a flow rate of 1 mL/min. The fatty acid methyl ester mixtures were
dissolved in pure acetonitrile before injection. 'C radioactivity was
directly measured by liquid scintillation with a Packard Tri-Carb
model 1900 TR (Packard, Meriden, CT, USA) liquid scintillation
analyzer. The fatty acid methyl esters were identified according to
their retention times by comparison with standards: mixture
reference standard 1B (Nu Check Prep, Elysian, MN, USA) for SCD-1
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activity, grape-seed oil for the delta-6 n-3 desaturation and mixture
reference standard 1C (Nu Check Prep) for the delta-6 n-6
desaturation.

2.6. Fatty acid of total lipids composition

Fatty acid composition of liver total lipids was determined by gas—
liquid chromatography [23]. Briefly, total lipids were extracted and
methylated using methanol NaOH and boron trifluoride, as described
above. Fatty acid methyl esters (FAME) were then extracted with
2 mL hexane and separated by gas-liquid chromatography (438A
maodel, Packard) equipped with a FID and a 30-m long and 0.32-mm
diameter capillary glass column coated with Carbowax 20 M (Applied
Science Labs, State College, PA, USA). FAME were identified by their
relative retention times (gas-liquid chromatography model mixture
reference standard 68B; Nu Chuck Prep).

2.7. RNA isolation and semi-quantitative RT-PCR analysis

Total RNA from liver or pancreas was extracted using Trizol
(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) according to the manufacturer's
instructions. Briefly, RNAs were extracted using chloroform and
precipitated with isopropanol, and finally washed with 75% ethanol.

Oligonucleotide primer pairs {MWG, Ebersberg, Germany), used for
mRNA analysis by RT-PCR, were based on the sequences of rat genes
(Table 1), designed by the OligoPerfect Designer software (Invitrogen).
1 g of total RNA was reverse-transcribed using random hexamers and
oligo-dT, provided by the iScript cDNA Synthesis Kit { BioRad, Marnes-la-
Coquette, France) at 42 °C for 30 min. 30 pL of nuclease-free water was
added to the 20y final volume of reaction mixture at the end of the RT
reaction. The cDNA were stored at —20 °C until use.

Table 1
Primers sequences used for RT-PCR.

Gene Primer sequences Expected size  Number of
(pb) cycles

p-Actin = S: 5" ATGATATCGCCGCGCTCGTCGTC 3° 547 23
AS: 5" AGGTCCCGGCCAGCCAGGTCCAG 3/

L19 5: 5° CTGAAGGTCAAAGGGAATGTG 3/ 195 23
AS: 5" GGACAGAGTCTTGATGATCTC 3

FAS S: 5" CTCACCCAGGGGTAGAGATAAGTA 37 440 25
AS: 5' AGACTCCAACGAGCTAGAGACATT 3

SCD-1 5: 5’ TGGGAAAGTGAAGCGAGCAACCG 3 149 22
AS 5" AGAGGGGCACCTTCTTCATCTTCTC 3

D6D S: 5" ATGGGGAAGGGAGGTAAC 37 243 24
AS: 5" GAAATCCAGGTCCAGGTG 3

D5D S: 5 CAACCATCTCTTCTTCC 37 204 24
AS: 5" AGGTGATTCCATGTTGAGGTG 37

Elovl-1 S: 5" CCCTACCTTTGGTGGAAGAN 37 136 30
AS: 5' TCCAGATGAGGTGGATGATG 3

Elovl-2 S: 5 TITGGCTGTCTCATCTTCCA 3¢ 134 30
AS: 5" GGGAAACCATTCTTCACTTC 3

Elovl-5 5: 5' TCAACAGCTTCATCCACGTC 3/ 266 21
AS: 5" AGAGGCCCCTTTCTTGTTGT 3/

Elovl-6 S: 5' GCCATGTTCATCACGTTGTC 3* 191 27
AS: 5 CCGATGTAGGCCTCAAAGAA 3

SREBP-1c¢  S: 5 GCACAGCAACCAGAAACTCA 3 177 25
AS: 5" CCAGGTCTTTCAGTGATTTGC 3'

sPLA2 IIA St 5" CTGGAGTTTGGGCAAATGAT 37 165 27
AS: 5 ACGTTTCTCCAGACGGTTGT 3'

sPLA, VII - S: 5" TTCCAAGGCTCTCAGTGCAA 3' 202 30
AS: 5" ATCAAGGGCAATCCCACATC 37

cPLA; IVA St 5 CCACCCTGATTTTCCAGAGA 37 316 27
AS: 5 GGCAAACATCAGCTCTGACA 3/

cPLA; VIA St 5" GCCAACAGCACAGAGAATGA 3' 180 27
AS: 5' CTGTAGCACCTGGGGATTGT 3

Insulin S: 5 CACCTTTGTGGTCCTCACCT 3 82 18
AS: 5 GACGGGACTTGGGTGTGTAG 37

Glucagon  S: 5" ANCAACATTGCCAAACGTCA 3 125 23

AS: 5" CAGCTATGGCGACTTCTTCC 3°

For PCR amplification, 12.5 uL of Go Taq Green Master Mix (Promega,
Charbonniéres, France),containing Taq polymerase, 400 uM of each
dNTP, 3 mM MgCls, reaction buffer, and loading buffer were mixed with
specific oligonucleotide primers (1 uM each) and 2 pL ¢cDNA. The total
volume was increased to 25pL with nuclease-free water. For PCR
amplification of gene products, two sets of amplification cycles were
used. In the first five cycles, annealing/extension step temperature
(69 °C) for 5 min was followed by denaturation temperature (95 °C) for
1 min. In the second set of amplification, for 18-30 cycles depending on
each PCR-amplified product (Table 1), annealing temperature of the
primer {62 °C) for 1 min was followed by extension temperature
(72 °C) for 1 min and another denaturation temperature (95 °C) for
1 min. The conditions were such that amplification of the product was in
exponential phase, and the assay was linear with respect to the amount
of input cDNA. Rat p-actin or L19 was used as internal control to
normalize the data. Reaction products were electrophoresed on a 1%
agarose gel impregnated with ethidium bromide. The RNA pattern was
visualized by UV transillumination and quantified using the Quantity
One software (BioRad).

2.8. Western blotting

For Western blot analysis, 50-80 mg of livers were homogenized in
RIPA buffer {Tris 50 mM pH 7.5, NP40 1%, SDS 0.1%, deoxycholate 0.5%,
NaCl 150 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM) containing protease inhibitor
cocktail (P8340, Sigma) using a Potter-Elvehjem homogenizer and a
syringe with a 25-G needle, and centrifuged at 10,000g for 10 min at
+4 °C. Supernatants were collected and proteins were dosed using the
bicinchoninic acid method (BCA kit, Sigma). 30-50 ug proteins were
added to the loading buffer {Tris-HCl 0.03 M pH 6.8, DIT 0,05 M,
glycerol 8%, bromophenol blue 0.05%, SDS 2%, p-mercaptoethanol 2,5%)
and warmed 3 min at 95 °C.

Proteins were separated on an acrylamide/bisacrylamide gel SDS 0.1%
in a Tris—glycine buffer (Tris 72 mM, glycine 200 mM, SDS 0.1%), blotted to
nitrocellulose membrane {Whatman, Springfield, England) in a transfer
buffer (Tris 25 mM, glycine 200 mM, methanol 20%, SDS 0.2%) and
immunodetected using the ECL Western blotting procedure (Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Germany) according to the manufacturer's
instructions. Antibodies were used as shown in Table 2. Secondary
antibodies (goat anti-rabbit or goat anti-mouse, Jackson Immuno-
Research) were used at a 1:10,000 dilution and incubated 1 h at RT.

2.9. Statistical analysis

Results are shown as mean 4 SEM. Statistical analysis of data was
carried out using the Student t-test and statistical difference was
accepted at p<0.05 (*), p<0.01 (**), and p<0.001 (***).

3. Results
3.1. Zucker rats carbohydrate and lipid status

As shown in Fig. 1A, at the age of 14 weeks, ZF rat body weight was
increased of about + 20% compared to their lean littermates, in association
with higher liver weight (Fig. 1A}, severe hypertriglyceridemia, and
hypercholesterolemia (Fig. 1B). As expected, plasma adiponectin levels
were significantly lower in ZF rats, whereas no difference was observed for
blood glucose (Fig. 1B).

Table 2

Antibodies used for Western blotting.
Antibody  Producer Reference Dilution Size Incubation
R-Actin Mouse Sigma ac-15  1:1000 42 kDa ThRT
SREBP-1c  Rabbit SC-366 1:200 Precursor: 125kDa  O/N +4°C

Mature: 68 kDa
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OGTT (Fig. 1C) carried out on 12-week-old rats revealed a strong
glucose intolerance. Indeed, 15 min after oral glucose injection,
glycemia of ZF rats were more than 2-fold higher than the level of
lean animals. ZF rats glycemia was elevated during all the test and was
not normalized 2 h after glucose overload. The ZF rats glucose
intolerance was associated with a significant increased of their plasma
insulin level compared to ZL rats, as well as a higher insulin and glucagon
mRNA expression (about 50%) in the pancreas of obese animals
(Fig. 1C). Insulin immunofluorescence carried out on pancreas cross-

A. Sacrifice parameters
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sections, as shown in Fig. 1C, indicated a hypertrophy of Langerhans
islets and corroborated the hyperinsulinemia observed in ZF rats.

3.2. Unsaturated fatty acid metabolism

3.2.1. Biosynthesis

Among the target tissues of insulin, liver plays a major role in
regulating blood glucose. Liver normally insulin-sensitive becomes
resistant to insulin during development of MS, and this is associated
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with fat accumulation in this tissue. FAS and SCD-1 are known to be We first determined liver total lipid composition, which usually
the two main enzymes involved in saturated fatty acid (SFA) and reflects the activity of hepatic lipid biosynthesis. The amount of total
mono-unsaturated fatty acid (MUFA) biosynthesis, respectively. Thus, hepatic lipids is presented in Table 3. Liver total lipids were 3.5 fold
we sought to know their liver mRNA expression {Fig. 2A). Both FAS higher in ZF than in ZL rats. This was mostly due to a strong increase of
and SCD-1 mRNA expressions were markedly increased in ZF liver SFA (4.5-fold) and MUFA (10-fold) in the liver of ZF animals, which
compared to ZL. To confirm our results, hepatic desaturation activities corroborated the liver increased FAS and SCD-1 expression observed
were determined in vitro on microsomes in the presence of stearate as in Fig. 2A. In contrast, n-6 PUFA were slightly reduced (17%) in obese
precursor for SCD-1 (Fig. 2A). Activity of SCD-1 was strongly increased animals when compared to leans, resulting in a significant decrease in

in microsomes of ZF compared to ZL rats. PUFA total mass, while the amount of n-3 PUFA was not significantly
Since the relationship between liver glucose and poly-unsaturated changed.

fatty acid (PUFA) metabolism remains unclear during metabalic We then examined hepatic expression of major enzymes impli-
syndrome, we then studied hepatic biosynthesis of PUFA. cated in PUFA biosynthesis as shown in Fig. 2B: D6D and D5D, the two

A. MUFA biosynthesis B. PUFA biosynthesis

zL zF ZL zF 2L 7F 2L ZF
FAS—X— 1 ScD-1E=m==m 1] DeD B O 050 X X
L1a X Lo X LsC XX L19 == =

3

© 1 —_ -

S 200 c 180 **

S 180 g 16071

£ 160 5 1401

@ 2

% 140 4 o 1204

5 120 4 g 100 4

@ 80 1 S

£ 60 3 %

= © ]

§ 10, g a0

S 201 O 204

Z o0 . 0

g FAS SCD-1 D6D D5D

'GE, g 801
T 6001 ° *
a8 a 704
o
2 500 E 601
s £
E 4004 =
2 g 40
= )
£ 3004 =
a =z 304
> s
:-g 200 og 204
2
S 1004 £ 104
Q
£ g o :
g 0 SCO-1 @ D6D n-3 D6D n-6
o
w

ZL ZF ZL ZF ZL ZF L ZF
Elovi ™ Lo Elovi2 EEIES] ] Elovis k) i Elovic [N (T

e sls=te st [
350 §

*
300 4
250 4
200 +
150 4
100 4
nln
0 T T T

Elovi Elovi2 Elovis Elovié

Elongase gene/L19 (% of Lean)

Fig. 2. Fatty acid biosynthesis enzymes expression and activity in the liver of ZL ((1) and ZF (W) rats. A: FAS and SCD-1 hepatic gene expression, and SCD-1-specific activity. B: Desaturases
and elongases hepatic mRNA expression, and DED n-3 and n-6 specific activities. C: Hepatic SREBP-1c gene and protein expression. Values are expressed as means-+ SEM of eight rats per
lot. *Shows significant difference at p=0.05, ** at p<0.01, and *** at p=0.001. No asterisk means no significant difference.

203

——
| —



414 C. Févre et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1811 (2011) 409-417

C. SREBP-1c expression
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Fig. 2 (continued).

major desaturases that introduce double bonds in fatty acids, and four
isoforms of elongases, Elovl-1, -2, -5, and -6, catalyzing the elongation
of fatty acids. Interestingly, ZF rat liver showed a strong increase of
D6D (+ 50%), the rate-limiting enzyme of PUFA biosynthesis, as well
as Elovl-6 (+177%) mRNA expressions compared to ZL group. No
significant difference was observed for hepatic D5D as well as Elovl-1,

Table 3

Composition in fatty acids of total lipids in the liver of Zucker rats (mg FA/g of liver).
Values are expressed as means = SEM of eight rats per lot. *Shows significant difference
at p<0.05, ** at p<0.01, *** at p<0.001. No asterisk means no significant difference.

FA ZL ZF

14:0 0.20+0.02 2.00£0.16"*"
16:0 6.32+0.21 33.71 £4.01*""
16:1 0.82+0.11 9.63+0.84"""
18:0 3.05+0.10 7.14=141"
18:1 3.02+0.22 26.91£6.16""
18:2 n-6 4.52+0.30 4.06+0.24
18:3 n-3 0.11+0.03 0.13+0.02
20:4 n-6 6.95+0.35 4.89+0.27*""
20:5n-3 0.14+£0.01 0.17+0.02
22:5 n-6 0.16 £0.03 029=0.01""
22:5n-3 0.37+0.01 0.28+0.01"*"
22:6 n-3 262+0.14 221=040
SFA 9.57 £0.30 42.85+4.33"""
MUFA 3.84+0.30 36.54 +6.82°""
n-3 PUFA 324+0.15 279041
n-6 PUFA 11.64 £0.61 9.25+0.31"°
Total PUFA 14.87 +0.73 12.04 +0.59"
Total 28.29+1.06 9142 +9.98"*"
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-2 and -5 mRNA expression. Delta-6 n-3 and n-6 desaturation
activities were determined in vitro on microsomes (Fig. 2B). The
activity of delta-6 desaturation n-3 was higher (+68.7%) in the liver
of ZF animals when compared with their lean littermates, whereas the
activity of delta-6 desaturation n-6 did not significantly change.

As desaturases and elongases are known to be highly regulated by
SREBP-1c, we investigated its hepatic mRNA and protein expression
(Fig. 2C). Very interestingly, the mRNA expression as well as the
precursor form of this protein was higher in the liver of ZF rats, while
the mature form was strongly decreased, indicating an inactivation of
SREBP-1c in ZF rats.

3.2.2. Signalling

Once PUFA are biosynthesized and incorporated into membranes,
they can be released and transformed into downstream signalling
molecules such as eicosanoids.

We first measured the level of sPLA; in the plasma of Zucker rats.
Interestingly, at sacrifice, young adults ZF rats showed a significant
lower total sPLA, activity in the plasma compared with ZL rats
(Fig. 3A).

A

Plasma sPLA, activity
(nmol/min/mg protein)

B 2L ZF 2L ZF
sPLA,IIA IR I sPLA,VI S )
L1e XX L19 0 X

*
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cPLA,/L19 (% of Lean)

cPLA2IVA iPLA2 VIA

Fig. 3. Phospholipase A regulation in ZL (C]) and ZF (M) rats. A: Plasma sPLA; activity.
B: Hepatic secreted (sPLA; IIA and sPLA; VII) mRNA expression. C: Hepatic cytosolic
PLA; (cPLA; IVA and cPLA,VIA) gene expression. Values are expressed as means + SEM
of eight rats per lot. *Shows significant difference at p<0.05, ** at p<0.01.
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Among the different hepatic isoforms of PLA,, we studied two
forms of secreted PLA; implicated in inflammation: type IlA and type
VII PLA,. We also investigated cytosolic PLA, type IVA and VIA that are
specifically involved in the release of arachidonic acid, The hepatic
expression of these enzymes is shown Fig. 3B and C. Whereas mRNA
expression of sPLA; type 1A did not significantly change between the
two groups of animals, we evidenced a significant increase of type VII
sPLA, (also named Lp-PLA,). In contrast, we observed a drastic
decrease of both cPLA; IVA (—36%) and cPLA; VIA {—46%) expres-
sions in ZF rats when compared to ZL rats.

4. Discussion

The findings of the present study support an important role for
UFA metabolism (biosynthesis and signalling) during establishment
of MS in ZF rats. A key observation in this regard was the decrease of
both plasmatic sPLA; activity and liver type IVA and VIA PLA; mRNA
expression in young obese animals compared with their lean
littermates. The impairments of lipid signalling were accompanied
with specific gene expression and/or enzyme activity disturbances of
hepatic UFA biosynthetic enzymes (increase of FAS, SCD-1, D6D, and
Elovl-6) in ZF rats.

As expected, the 3-month-old ZF rats of this study were
characterized by obesity, glucose intolerance, corroborated by
plasmatic hyperinsulinemia, as well as high triglycerides and
cholesterol, and low adiponectin plasma levels, contributing to the
development of MS in adults, usually accompanied by hepatic
modifications such as steatosis, and liver lipid impairments [27]. In
the present study, the development of liver steatosis was confirmed
by higher liver weights in 3-month-old obese animals and a marked
increase of liver SFA and MUFA (essentially 16:0, 18:0, 16:1, and
18:1). These results were confirmed by high FAS and SCD-1 enzymes,
involved in saturated and mono-unsaturated FA biosynthesis, dem-
onstrating a high de novo lipogenesis. Hepatic FAS and SCD-1 were
shown to be increased in high-fat-diet-induced obesity and non-
alcoholic fatty liver diseases [28]. Moreover, it has been demonstrated
that mice lacking SCD-1 are resistant to high-fat-diet-induced obesity
and insulin resistance [29]. Although the precise mechanisms
regulating these enzymes during MS are not fully understood, our
results demonstrated that both FAS and SCD-1 enzymes are important
metabolic control points in liver lipid metabolism during establish-
ment of MS.

Besides, our results also showed specific disturbances in liver PUFA
biosynthesis enzymes, since both D6D and Elovl-6 were increased in
ZF animals, whereas no change was observed for D5D, Elovl-1, -2, and
-5. Moreover, liver fatty acid of total lipids analysis revealed a decline
in ZF hepatic PUFA content (i.e., 20:4 n-6 and 22:6 n-3). This decrease
has also been observed in ob/ob mice [18] and might appear
inconsistent with the increase in D6D activity and expression.
However, similarly to ob/ob mice, Zucker rats are hyperphagic and
their ingestion of excessive calories increased insulin pancreatic and
plasmatic content, leading to enhance de novo lipogenesis and MUFA
synthesis,

D6D, which catalyzes the first desaturation reaction, is one of the
rate-limiting step of PUFA biosynthesis pathway. This enzyme is
known to be highly regulated by several physio-pathological condi-
tions such as diabetes [18,30] and obesity [18]. The observed increase
of both liver D6D expression {4+ 50%) and activity {+ 73% D6D n-3) in
ZF developing MS agree with the changes in hepatic D6D activity and
expression in 6-week-old ob/ob mice [18,31]. However, previous
studies conducted in our laboratory suggested no difference between
ZF and ZL rats on the delta-6 desaturation rate [32]. This discrepancy
may be related with the glucose status of the animals: in the present
case, studies were carried out on young adults rats {3 months) with
glucose intolerance, whereas the previous works were realized on 6-
month animals, with installed type 2 diabetes. Indeed, a previous
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report has evidenced in non-insulin-dependent diabetes mellitus eSS
rat, that desaturases were not modified [33]. Additionally, no change
in delta-5 and delta-6 desaturation has been observed in mice
rendered type 2 diabetics by a high-fat diet [18]. In contrast to
desaturases, elongases have been only recently recognized as
important contributors for the regulation of hepatic lipid composition
[18]. These enzymes have been shown to be highly regulated in
metabolic diseases [34], but physiological control of fatty acid
elongation remains poorly defined. In rat, Elovl-1 and -6 elongate
SFA and MUFA, Elovl-2 is responsible for C20-22 elongation [35] and
Elovl-5 uses a broad substrate array, C16-22 [18]. Our results
evidenced for the first time that Elovl-6 mRNA expression was
strongly increased during MS establishment, whereas Elovl-1, -2, and
-5 were not. Both Elovl-5 and -6 are also upregulated in ob/ob mice
[18], and Elovl-5 has recently been shown to regulate hepatic lipid and
carbohydrate composition [36]. The present work showed that Elovl-6
may also contribute specifically to the fatty liver phenotype since this
enzyme is induced along with de nove lipogenesis and SCD-1 activity.

Elongase and desaturase gene expressions are known to be
regulated by certain transcription factors, notably SREBP-1c
[17,37,38]. In this study, the precursor form of SREBP-1c was
enhanced in ZF rats, but the mature form was decreased, indicating
that SREBP-1¢ was inactivated. Whereas several studies have shown
the implication of SREBP-1c in regulating SCD-1, delta-6, and -5
desaturases as well as elongases [17,37,38], this work indicated that
this transcription factor may not be implicated in the development of
fatty liver during the establishment of MS. Such liver SREBP-
independent desaturase regulation has been yet observed in SHR
fed a PUFA diet [25]. SREBP-1c was also shown to be inactive in
stimulating SCD-1 transcription in Chinese Hamster Ovary cells [39].
Moreover, in rat hepatocyte primary cell culture, SREPB-1c was not
sufficient to induce lipogenic enzymes in response to insulin
treatment [40]. The mechanisms of liver genes regulation by SREBP-
1c are complex and may involve other transcription factors.

Once PUFA, and more specifically AA, are biosynthesized into
membrane phospholipids, they can be released by the action of PLA,
enzymes and then transformed into downstream signalling molecules
such as eicosanoids, cyclooxygenase, and lipoxygenase metabolites of
AA. There is general agreement that the PLA;-mediated hydrolysis of
phospholipids is the major pathway controlling AA mobilization in
cells [41]. As desaturases and elongases, the physiological involve-
ment of this superfamily of enzymes, during establishment of MS, is
not yet elucidated. However, PLA; might be attractive targets for
drugs to control type 2 diabetes, fatty liver disease, and other
manifestations of the MS.

MS being characterized by a chronic inflammation, sPLA; - in
particular sPLA; 1A and Lp-PLA; - being described as novel plasma
increased markers of inflammation [42,43], we measured total plasma
sPLA; activity. Our results showed an unexpected decrease of sPLA,
activity in ZF rat plasma, compared to diverse inflammatory
conditions [5]. Moreover, 3-month-old ZF animals showed all the
feature of MS: obesity, glucose intolerance corroborated by hyper-
insulinemia, and fatty liver lipid dysregulation. Furthermore, the
enzymatic assay kit used in this study allows the detection of secreted
PLA,, except Lp-PLA.. This enzyme has been recently described as a
novel risk factor for cardiovascular disease [42,44]. Our results showed
a significant increase of hepatic mRNA expression of Lp-PLA;, which
may indicate a novel role for this enzyme in the establishment of MS,

Several studies have shown the implication of different isoforms of
PLA; in the development of metabolic diseases. Thus, sPLA,-I1B-null
mice have been found to be resistant to high-fat-diet-induced obesity
and insulin resistance and to exhibit reduced postprandial hypergly-
cemia, superior glucose tolerance, and increased insulin sensitivity
compared with wild-type littermates [45]. Using type IVA PLA5-
deficient mice, it was found that this isoform was involved in the
storage of lipids in the liver under normal and high-fat diet [46,47].
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Maore recently, it has been shown that male iPLA; type VIA-null mice
exhibited impaired glucose tolerance, but transgenic null mice that
overexpress this isoform in insulin-secreting b-cells of pancreatic
islets exhibited improved glucose tolerance [48]. In contrast, mice-
deficient group VIB PLA; exhibited relative resistance to obesity and
metabolic abnormalities induced by a Western diet [49]. Here, we
showed for the first time a specific decrease of liver gene expression
type IVA and VIA PLA; during installation of MS, which evidenced that
these PLA; isoforms may play an important and previously unrecog-
nized role in liver homeostasis. The exact role and the mechanism of
regulation of these PLA; isoforms remained to be elucidated.
Altogether, our data show that the development of MS is
accompanied with a strong upregulation of both liver fatty acid
elongases (and more specifically Elovl-6) and desaturase (SCD-1 and
delta-6) expressions. We evidenced here for the first time that specific
PLA; isoforms (type IVA and VIA) are differently regulated in the fatty
liver of obese animals and are important contributors to liver lipid
homeostasis, suggesting that these enzymes can be potential targets
to ameliorate liver lipid dysregulation during the establishment of MS.
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Summary:

Stearoyl Co-A desaturase (SCD) is the key enzyme of the metabolism of mono-
unsaturated fatty acids (MUFA). Its activity A 9 desaturase introduces a double bond cis
in position 9 of saturated fatty acids (SFA), induced formation of MUFA. Impaired
biosynthesis of MUFA is involved in many diseases such as cancer and cardiovascular
disease.

Cancer cells have a de novo synthesis of fatty acids increased with an accumulation MUFA. This
change in the metabolism of fatty acids is associated with overexpression SCD1 which catalyzes
the conversion of saturated fatty acids, monounsaturated fat. Several reports have shown that
inhibition of SCD1 leads to blockage of proliferation and induction of apoptosis in cancer cells.
However, the mechanism of cell death activation remains to be understood. In this study, we
demonstrated that the extinction of SCD1 by siRNA, synthetic or natural inhibitor induces the
abolition of de novo MUFA synthesis in cancer cells or not. SCD1 inhibition activates cell death
by apoptosis only in cancer cells. In addition, depletion of SCD1 induced endoplasmic reticulum
stress, these features being XBP1 mRNA splicing, phosphorylation of elF2a and increased
expression of CHOP. However, activation of ER stress in the abolition of SCD1 is special because
we do not show changes in expression of the chaperone protein GRP78, another characteristic of
ER stress. Finally, we showed that induction of CHOP is involved in activation of cell death
during shutdown of SCD1. Indeed, overexpression of dominant negative constructs and anti-
CHOP partially restores the viability of cancer cells depleted of SCD1. In conclusion, these results
suggest that inhibition of de novo synthesis of MUFA through the extinction of SCD1 could be a
promising therapeutic target against cancer by inducing cell death through the activation of the
stress and endoplasmic reticulum transcription factor CHOP.

We are also interested in the regulation of SCD by different MUFA in a cellular model
linked with atherosclerotic disease. Many risk factors contribute to the development of
this disease, including trans fatty acid (TFA). Indeed, epidemiological studies have
correlated the consumption of TFA from industrial sources and the risk of
cardiovascular disease. TFA could play their atherogenic effects by altering the lipid
metabolism of vascular cells. The accumulation of lipids in vascular smooth muscle cells
(SMCQ) is a feature of atherosclerosis and a consequence of increased lipogenesis. The
expression of SCD is associated with the induction of lipogenesis and development of
atherosclerosis. We are interested in the regulation of SCD1 activity in SMCs exposed to
isomers of MUFA C18 [cis-9 oleic (OL), trans-11 vaccenic acid (TVA) and acid trans -9
elaidic (ELA)].
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We showed that SCD which is present in SMC was regulated differently depending on
the isomer C18: 1. Indeed, we observed an increase in the expression and activity of
SCD1 as a result of treatment with ELA and a significant decrease for treatment with OL.
The effect of the TVA on the expression and activity in SMCs remains modest decrease is
nevertheless found.

We correlated the activity of SCD with its level of protein expression. Indeed, it is
increased by the ELA and decreased by OL. This regulation is posttranslational and
expression of SCD1 during treatment with the OL and the ELA is modulated at the
transcriptional level.

To conclude, we demonstrated a modulation of SCD activity by MUFA (C18: 1) cis and

trans-mediated regulation of SCD1 gene transcription.
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