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Résumé

Le métabolisme de la cellule cancéres®dapte aux besoins en macromolécules de
cette cellule en prolifération et en réponse augnaux du microenvironnement
tumoral. Ainsi, la biosynthése des acides gras nmzadurés (AGMI), est augmentée
dans les cellules cancéreuses coliques et assbaige augmentation dédtivité de

la stéaroyl€oA désaturase (SCD), enzyme limitante de cette ®38ehles acides
gras polyinsaturés (AGPI) comme les isomeéres conjugués de 'acide linoléique (CLA)
c9,t11-CLA et t10,c12-CLApossedent a la fois un effet inhibiteur sur l'activité SCD

et un effet anti-tumoral dont les mécanismes maddéms restent a préciser. Dans ce
contexte, les objectifde ce travail furent d’évaluer le role de SCD-1 dans la survie
de la cellule cancéreuse colique (CCC) et les miégss de régulation sous-jacents
mais également d’apporter des éléments nouveaux sur les régulations a l'origine de

Ieffet anti-prolifératif des CLA.

Nous avons tout d’abord montré que 'extinction de I'expression de SCD-1conduit a
Iapoptose des CCC dépendante de CHOP. En revanche l'extinction de SCD-

n’affecte en rien les cellules non cancéreuses.

Par ailleurs, nous avons étudié les effets suiidaié des CCC de deux isoméres de
l'acide linoléique le ¢9,t11-CLA et le t10,c12-CLAIn vitro. Nos résultats montrent
que seul le t10,c12-CLA induit une mort cellulaipar apoptose des CCC sans
affecter la survie de cellules coliques non tramsfees. Il apparait aussi étre le seul
isomere a réduire la biosynthese des AGMI dansCIEL. La mort induite par le
t10,c12-CLA dans les CCC est dépendante de 'activation d’un stress du RE via la

production d’especes réactives de l'oxygene.

Nos travaux apportent des éléments nouveaux darorgpréhension du role de
SCD-1 dans la survie des cellules cancéreusesuesligt les mécadmes d’action du
t10,c12-CLA. Notre étudeoutient I'hypothese de faire de la biosynthese des AGMI
une cible thérapeutique possible dans le traitend@stcancers colorectaux.

Mots clés : Synthése des acides gras monoinsaturés (AGMI)aresyECoA
désaturase-1 (SCD-1), acide conjugué Hacide linoléique (CLA), Stress du
réticulum endoplasmique (RE), especes réactives de l'oxygene (ROS), cellules
cancéreuses coliques.



Abstract

Cancer cellsadapt theirmetabolism in response tsignals from the microenvironment
and proliferation. Thus, MonoUnsaturated Fatty AQWUFA) synthesis is increased
in colon cancer cells, and associated with incréaSeearoyl-CoA Desaturase (SCD)
activity, the rate limiting enzyme of MUFA biosyrdgéis. Polyunsaturated Fatty
Acid (PUFA), as isomers of conjugated linoleic a¢@dLA), exert inhibitor activity

on SCD-1 and have anti-cancer properties, but timeichanisms are not yet clear. In
this context, the aim of this work was first to kw@te the role of SCD-1 in the
proliferation of colon cancer cells (CCC) and tdime the underlying mechanisms. In
a second time, we provide new information aboutulagon of the anti-proliferative

effect of CLA.

In a first time we showed that extinction $CD-1induces CCC apoptosis through
CHOP expression. In contrast, the extinctionS@D-1has no effect on viability of

non cancerous cells.

In addition, we studied effects of two isomers dfAC c9,t11-CLA and t1&G12CLA,
on CCC viabilityin vitro. We showed that only t1€12CLA induces apoptotic CCC
death without affecting survival of untransformeodlon cells. t10;12CLA seems to
be also the only to repress MUFA synthesis. Itls® &hown that cell death induced

by t10¢12CLA is ER stress dependent through reactive oxygeodiegpgeneration.

This work provides new information abo&®CD-1role in colon cancer cells survival
and mechanism of tl€l2CLA. This study supports the hypothesis to consider

MUFA biosynthesis as a potential therapeutic taigetolorectal cancer treatment.
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INTRODUCTION 1. Le cancer colorectal

1.Le cancer colorectal

1.1 Définition du cancer

Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le cancer est un terme générique
appliqué a un grand groupe de maladies pouvanther n’importe quelle partie de
lorganisme. L’'une de ses caractéristigues est la prolifération rapide de cellules

anormales qui peuvent essaimer dans d’autres organes, formant des métastases.

1.2 Le cancer colorectal en quelques chiffres

Les études les plus récentes établissent qu’en 2008 le cancer colorectal est, dans le
monde entier, le troisieme cancer le plus diagnogtigiez 'homme avec 663 000 cas,
soit 10% des cancers, et le second chez la femme &Y0 000 cas, soit 9,4% des
cancers. Prés de 60% des cancers colorectaux tmudbs personnes des pays
développés. L’incidence est décuplée entre les pays industrialetéles pays sous
développés, en particulier, en Australie, louvelle Zélande et en Europe de 'ouest
comparée a I’Afrique (& l'exception de I'Afrique du Sud) ou a I’Asie Centrale et du

Sud[1] (Figure 1).

o Figure 1 : Estimation de
I'incidence (standardisée
par l'dage) et de Ila
mortalité pour le cancer
colorectal dans le
monde.

(par 100000)  D’apres
Ferlayet al[1]
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Le nombre de déces par cancer colorectal est estané le monde a 608 000 par, an

soit 8% des déces par cancer. On observe pour l'incidence comme pour la mortalité,
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des niveaux plus faibd chez la femme que chez I'homme (Incidence homme/femme,

1,4:1).
1.3 Anatomo-pathologie du cancer colorectal

Le coOlon se divise en quatre segments, le colonit doa ascendant, le cbélon
transverse, le colon gauche ou descendant et ¢& ggmoide qui rejoint le rectum
par la jonction recto-sigmoidienne. Le cblon mesereiron 1,50 m et le rectum

15 cm.

Les cancers colorectaux regroupent les cancerguadiet les cancers du rectulis
débutent généralement par un adénome, qui est wmeur bénigne touchant une
glande telle que les glandes endocrifedoie, le pancréas, I'estomac, la prostate, les
reins, les seins, la vésicule biliaire ou les trdés, ou certaines muqueuses telles que
les muqueusesutérine, colique, rectale ou bronchique. L’analyse anatomo-
pathologique au microscope d'un adénome révele un aspect histologique de glande ou

la présence de muco-sécrétiohs. transformation d’'un adénome en cancer forme un
adénocarcinome. Plus de 95% des tumeurs coliquss des adénocarcinomekes
polypes, quant a eux sont des formations en rglieffont saillie sur la muqueuse

intestinale.

La dysplasie est le terme utilisé pour décrire I'apparence histologique de cellules
montrant un taux élevé de mitoses, une maturati@onpléte et un ratio nucléo-
cytoplasmique élevé. Cette prolifération est désorgee mais non autonome. La
dysplasie est le précurseur du néoplasmesitu. La néoplasie est la prolifération
cellulaire autonome avec perte de régulation qui se poursuit méme en l'absence de

stimuli.

L’adénome ou tumeur épithéliale bénigne a une prévalence dedd¥s la tranche
d’age 45-49 ans, 15% entre 50 et 59 ans et de 20 a 30% dédtret 74 ans [2]. La
filiation adénome-cancer ne fait plus de doute. la$énomes ou polypes se
transforment en adénocarcinome @u cancer en une dizaine d’année. Un adénome
nait par hyper-prolifération dé’épithélium intestinal, et croit pour évoluer en

tumeur, et infiltre le chorion puis la musculeuse.
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La transformation des adénomes a pu étre consteltée des patients refusant
I'exéreése de leur adénome. La fréquence des tumeurs développées sur un adénome est
estimée entre 60 et 80% [3]. Les facteurs qui arfleent le plus cette transformation
maligne sont la taille, la présence d’une composante villeuse et le degré de

dysplasie [4]

1.4 Les facteurs de risque

Les cancers colorectaux appasaint plus fréquents avec I’dge : on considere les
sujets agés de plus de 50 ans comme la populatiosgee moyen. La population a
risque élevé sontles parents au premier degré de sujets atteints d’un cancer
colorectal, les sujets ayant un antécédent personoe familial d’adénome
colorectal, de cancer colorectal, et les personattgirntes de rectocolites ulcéro-
hémorragiques ou de la maladie de Crohn. Le risgsgiequant a lui trés élevé dans

les familles atteintes de cancers a transmissioadit@ire [4].

Dans environ 5% des cas, le cancer colique survilmts un contexte de maladies
héréditaires prédisposant au cancer colique, astn&sion autosomique dominante et
a pénétrance élevée. La polypose adénomateusaafengt le syndrome de Lynch ou
HNPCC (Heriditary Non Polyposis Colorectal Cangersont les deux maladies
actuellement identifiees comme associées aux géeessusceptibilité du cancer

colorectal [5]

La variabilité de ’incidence du cancer colique dans le temps et Pespace suggere
l'influence de facteursnvironnementaux tels que l'alimentation, I'activité physique

ou la consommation d’alcool et de tabac.

Notre alimentation a beaucoup évolué au cours de 6fe dernieres années. Les
apports en protéines sont en général suffisavoire excédentaires. Les apports en
glucides simples sont trop importants au deétrimdes glucides complexes et des
fibores alimentaires. Les apports en lipides sonamjua eux trop importants et
majoritairement riches en acides gras saturés. Auben significatif entre la
consommation de lipides saturés et le risque decerapolorectaln’a été mis en

evidence Les lipides polyinsaturés auraient quant a eux @le protecteur vis-a-vis
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du développement du cancer colorectal [6, 7]. Lasommmation de protéines apparait
liee a une augmentation du risque de cancer cabkeen particulier une
consommation excessive de viande rouge [4, 8]. wiason des viandes rouges induit
la formation d’amines hétérocycles carcinogenes a partir des protéines [9, 10], celle
des graisses -a haute température- produirait deegieurs de la cancérogenése tels
que des hydrocarbones aromatiques polycycliquescdresommation de fruits et de
léegumes a quant a elle un effet protecteur, quaisdié a leur teneur en vitamines,

en antioxydants, en fibres alimentaires et a leffet ede lest diminuant la

concentration des carcinogenes dans le bol fédal [1

Il a été montré qu'un apport calorique élevé, une obésitt, la sédentarité sont
associés aun risque augmenté d’adénome ou de cancérogenese [12]. L’hyper-

insulinémie serait également un promoteur danstecérogenése [13].

La consommatin d’alcool est associée a un risque relatif de 1,2 fois le risque de
cancer colorectal des 40g/jour. La biére est ladmri qui augmente le plus ce risque.
L’alcool interviendrait sur l'étape précoce de promotion du cancer lors de la
croissance de 'adénome. L’acétaldéhyde, métabolite de 1’alcool, possede une activité
cytotoxique prouvée [14, 15]. Le tabagisme est égaht associé a une augmentation
du risque et de la mortalité par cancer coloreatabela de 20 paquets/ an ; ce risque

disparait aprés arrét du tabac [15, 16].

1.5 La cancérogenése colorectale

Le cancer colorectal représente un modéle de cageBése multi-étapes caractérisé
par l'apparition d’altérations génétiques successives, responsables de la
transformation d’une cellule colique normale en cellule cancéreuse. Ces altérations
touchent les oncogeéenes et lgsies suppresseurs de tumeurs. L’analyse génétique des
altérations somatiques et constitutionnelleseanis d’identifier trois mécanismes de
cancérogenese colique [4, 17-2Q)instabilité chromosomique, 'instabilité génétique

et I’hyperméthylation de P’ADN. L’inflammation a également un réle important dans

la cancérogenése colorectale et de nombreuses d®isgnalisation sont touchées.
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1.5.1 L’instabilité chromosomique

L’instabilité chromosomique est I'altération la plus commune des cancers coliques et
représente environ 85% des cas .[2l] s’agit du phénotype CIN, kromosome
INstability. Cette instabilité chromosomique est caractérisédlgaurvenue de pertes
alléliques sur le bras court des chromose®eet 17, ainsi que sur le bras long des
chromosomes 5, 18 et 22. Ces pertes alléligues s@sbciées a des mutations
fréquentes des génes suppresseurs de tumeur p53L3j1l7et le géneAPC
(Adenomatous Polyposis Colibg2l), ainsi ils participent a l'inactivation biallélique
de ces genes. Sur les bras long du chromosome 18, lidentification de génes
suppresseurs de tumeur cibles les pertes alléliques n’est pas certaine, cependant
plusieurs genes sont des candidats potent®®C (Deleted in Colorectal Cancer)
SMAD2et SMADA4.Les protéines SMAD2 et SMAD4 jouent un rdle cléngda voie
de signalisation du TG (Transforming Growth Factgr Sur les chromosomes 1q,
8p et 22q, aucun gene suppresseur de tumeur n’a pu étre identifié a ce jour. Ces
pertes alléliques sont souvent associées a un rordeormal en ADN (aneuploidie)

Les mécanismes a 'origine de ces altérations sont peu connus a I'heure actuelle [17,

18].

La survenue de mutations « stop » dans leegeRC pourrait étre a 'origine de ce
phénotype. En effet, la protéine APC joue un rélang la ségrégation
chromosomique par liaison avec la protéine BUBRudding Uninhibited by
Benzimidazoles )1 en interaction avec les kinétochores des chromes, et le
maintien de la polymérisation des microtubules R3], Cependantl’inactivation du
géne AP Cn’est passuffisante pour provoquer seule ce phénotype, d’autres genes sont
impliqués, en particulier des génes participants cantrole du fuseau mitotique
suceptibles de mutationk’amplification du gene AURKA (Aurora Kinase A), sérine
thréonine kinase associée au centrosome, est fmégukans les cancers colorectaux et

est aussi associée a ce phénotype [24]
1.5.2 L’instabilité génétique

Un deuxieme meécanisme, caractérisé par une instaldiés séquences répétées de

types microsatellites, résultele l'inactivation du systéeme de réparation de
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mésappariements des baseBDNA mismatch repajr MMR). Les séquence
microsatellites sont particulierement sensibles atreurs de réplication, et donc la
moindre mutation dans le systeme de réparation prédispose au développement d’une
instabilité génétique. Le systeme MMR est composésdpt protéines difféerentes
(MLH1, MLH3, MSH3, MSH6, PMS1 et PMS2qui s’associent pour former des

complexes hétérodimériques, pour reconnaitre etneg¥fes erreurs dans ’ADN [25].

Dans les cancers sporadiques, ces défauts de téparsont principalement liéa
I’hyperméthylation du promoteur de hMLH1. Dans le cas du syndrome de Lynch ou
HNPCC, laltération du systeme MMR est due a des mutations inactivatrices des
genes hMSH2, hMLH1, hMSH6 et PMS2. Les tumeurs @aroupe, dit phénotype
MSI (MicroSatellite Insathility, représentat 15% des cancers colorectaux [1Tles
tumeurs sont diploides, et les mutations des gpB8®t APC sont significativement
moins fréquentes que pour le phénotype CIN [26]. d&icit du systeme MMR
entraine une accumulation de mutations secondiaedculierement déléteres si ces
séquences répétées se situent en région codangéneds impliqués dans le contréle
du cycle cellulaire, de I'apoptose et de la réparation de ’ADN. Ce type de mutation a
été décrit pour le géne du récepteur de type IT@FB ou le géne pro-apoptotique
BAX (Bcl-2-associated X prote)n17].

1.5.3 L’hyperméthylation de ’ADN

Des anomalies de la méthylation de 'ADN ont été mises en évidence dans environ

15% des cancers colorectaux sporadiques, défirtissan nouveau phénotype de
cancer colorectal, bien souvent en association alsc phénotypes présentés
précédemment [27]. Ces anomalies de la méthylatéarchent les cytosines des Tlots
CpG des promoteurs, et entrainent leur inactivati@nscriptionnelle. On parle de
phénotype CIMP CpG Island Methylation Phenotypel.’hyperméthylation du géne
suppresseur de tumeuplBNk#* est observée dans 26% des cas de cancer

colorectal [28]

La méthylation de 'ADN est sous la dépendance des ADN méthyltransférases
(DNMT) qui catalysat le transfert de groupements méthyles. Des tauxésle

d’activité de DNMT-1 ont été mis en évidence dans les cellubascéreuses coliques,
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et il a été mntré quune surexpression de DNMT-1 pouvait conduire a la

transformation cellulaire [29, 30].

1.5.4 Le roéle de 'inflammation dans la cancérogenése colorectale

L’inflammation chronique prédispose souvent a la transformation maligne. [BH
effet, les patients atteints de maladies inflamnraso chroniques des intestins
présentent une incidence accrue de cancer coli§@ I[’inflammation chronique
favorise la cancérogeneése en induisant la mutation de genes, linhibition de
I’apoptose, la stimulation de I’angiogenése et la prolifération cellulaire [33]. Quelques
protéines ont été identifites comme clés dans Meldgpement de tumeurdes
récepteurs Toll Like (TLR), le TNé (Tumor Necrosis Factdr le NF«B (Nuclear
Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B oQelist la cyclo-oxygénase-2

(COX2) [34]

La surexpression de certains TLR a été rapportées des maladies inflammatoires
chroniques de lintestin. L’activation de ces récepteurs conduit a un signal
intracellulaire induisant la production d’éléments pro-inflammatoires tels que COX2
[35]. Des souris déficientes en TLR4, auxquelles dellules cancéreuses coliques ont
été inoculées, présentent un taux de survie meilkgle les souris non déficientes

[36], suggérant un role important de I'inflammation dans la cancérogenése colique.

TNFa est une cytokine de la famille des TNF. Il conduit une réponse
inflammatoire via la voieNF-kB ou a une activation de la caspase-8, qui a u@ rol
dans I'apoptose [37]. Les effets contradictoires du TMFvis-a-vis de la cancérogenése
colorectale dépendent de la quantité présente. &l ttrées élevé en TNF est
nécessaire pour induire une réponse pro-apoptoti{§8k Toutefois, Popivanova
et al ont montré qu'un blocage de l'action du TNFa par KO (Knock-Ou} de son

récepteur chez la souris réduit la formation deeaurs colorectales [39].

NF-kB joue un role dans la régulation de la réponse umitaire et inflammatoire.
Son activation a été associgé€d’expression de différentes cytokines inflammatoires,

aux facteurs anti-apoptotiques de la famille deBchux facteurs angiogéniques, et a
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COX2 [40]. NFxB est un facteur de transcription dimérique cyteplaue

transloqué au noyau sous le signal des TLR.

Des expérimentations menées sur des souris déisean APC traitées avec des
inhibiteurs de COX2 ou déficieas en COX2 présentd un faible taux de formation
de polypes. COX2 convertitakide arachidonique (20:4n-6) en prostaglandine (PG)
de la série PG§& précurseur d’au moins cing autres molécules, PGEP GD;,, P GFy,
PGl et le thromboxane A(TXAz). PGE, est un inducteur de la prolifération
cellulaire et de I'angiogenese apres fixation sur son récepteur, qui confere a COX-2
son rble dans la cancérogenese [41, 42]. Les apolgénases activent de nombreux
facteurs angiogéniques, comme VEG¥aécular Endothelial Growth Factpret le
bFGF (asic Fibroblast Growth Factgrvia l'action de PGE.

1.5.5 Principales voies de signalisation impliquées dan$e cancer
colorectal

En plus des difféerentes altérations génétiques eptégs précédemment, il existe
differentes voies de signalisation affectées lanscdncer colorectal, notamment dues

a des mutations déléteres qui prédisposent au a@veient tumoral

Parmi les voies impliquées, on retrouve la voie signalisation Wnt (voie
APC/B-caténine), la voie de TQG¥ la voie p53,la voie de I'EGF, la voie
RAS/RAF/MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinaje et la voie PI3K
(phosphatidyl-inositol 3'-kinase) [17-19]

1.5.5.1La voie de signalisation Wnt ou voie AP CB-caténine

Le géne suppresseur de tumeAIPC est un acteur essentiel de cette voie de
signalisation. Il est muté dans 60 a 80% des casagheer colorectal de phénotype

CIN.

Le gene APC code une grosse protéine de 312 kDa de 2843 acidesés Un
contrdle négatif dwycle cellulaire se fait au travers de l'action de la protéine APC

en interaction avec Ig-caténine (Figure 2)
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Figure 2 : La voie de signalisation Wnt, impliquantle couple AP C/B-caténine

A gauche, hors de toute activation de cette vaeprdotéine GSK@ est phosphorylée, et
forme un complexe avec la protéine AP C puis retlan-caténine avec d’autres partenaires
comme l'axine. Lors d’une activation du proto-oncogéne Wnt, a droite, cela entraine une
inhibition de laGSK3. Dans ce casla régulation négative par la protéine APC n’a plus
lieu, la B-caténine s’accumule dans le cytoplasme, se lie avec TCF-4, puis le complexe est
transloqué dans le noyau ou il induit I'expression de gene impliqué dans la prolifération
cellulaire. *en rouge indique qu’une mutation ou une déficience de la protéine APC, dans les
cancers colorectaux, induit la formation d’'un complexe B-caténine/ TCF4 stable, et une
sur-activation de la voie.

Aprées activation de la voie de signalisation parréeepteur Wnt, laB-caténine
s’accumule dans le cytoplasme des cellules activées. Elle forme un complexe avec le
facteur de transcription TCF4, ce qui conduit arsmnslocation dans le noyau, du
favorise la transcription de genes impliqués dans la prolifération cellulaire. Lors d’une
déficience en protéine APC, le complegecaténine/ TCF4 reste constitutivement
actif du fait de l'incapacité a phosphoryler la B-caténine pour sa dégradation. En
présence de la protéine APC, acaténine quitte le complexe pour serla APC et

induit sa dégradation par le protéasome. La régranégative par la protéine APC
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de la B-caténine implique d’autres partenairesomme l'axine et la glycogen synthase
kinase B (GSK33).

L’activation constitutive du complexe B-caténine/ TCF4 est retrouvée lors de
mutations de la B-caténine empéchant sa dégradation par le protéas@es
mutations surviennent dans 50% des cas de cancebldn ou aucune mutation du

géneAPC n’a été trouvée.

Un des genes ciblesudcomplexe est l'oncogene ¢-MYC qui est surexprimé dans les

cancers colorectaux, et qui induit la prolifératides cellules épithéliales colicgie

Par ailleurs, Ig3-caténine se lie avec la E-cadhérine qui est uéépre de la famille
des glycoprotéines transmembranaires nécessaire a l’adhésion entre les cellules. La
protéine APC en déplacant PBcaténine de son site de liaison a la E-cadhérine,
empéche cette derniére de jowen role de protéine d’adhérence et favorise ainsi la
migration des cellules épithéliales coliques versdmmet des villosités ainsi que leur

desquamation dans la lumiére intestinale [43].

1.5.5.2La voie de TG

Les membres de la famille du T@Fsont des facteurs de croissance et de
différenciation impliqués dans plusieurs procedsiofogiques, tels que la prolifération
et la différenciation cellulaire’apoptose, la synthese de la matrice extracellulaire, la

réponse immunitaire et I’angiogenese.

TGFB1 est un inhibiteur de la prolifération cellulaiépithéliale. La transduction du
signal est permise, apres activation des récept@uwastivité sérine thréonine kinase,
TGFBRI et TGHRII, par deux protéines SMAD2 et SMAD4, qui formenon
hétérodimére transloqué au noyau, ou il contribudaatranscription de génes
impliqués dans le cycle cellulaire (Figurg. 3. activation de la voie TGFB est
associée a linhibition de cyclines, des kinases dépendantes des cyclines et a

I’augmentation de I’expression d’inhibiteurs des cyclines.
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Figure 3 : La voie de TGH3 et ses altérations dans les cancers colorectaux

La fixation de TGH3 sur sonrécepteur TGBRII induit sa phosphorylation qui forme ensuite
un hétérodimére avec T@RI induisant sa phosphorylation. Le complexe aiastivé
phosphoryle a son tour la protéine SMAD2, qui vanfer un hétérodimere avec SMADA4.
L’ensemble est alors transloqué au noyau ou il contribudaatranscription de génes
impliqués dans linhibition du cycle cellulaire. Cette voie est impliquées dans les cancers
colorectaux (* en rouge) a la suite de mutation réoepteur TGBRII, ou par mutation
inactivatrice des gene&8MAD2et SMADA4.

Cette voie de signalisation est impliguée dans 280% des cancers colorectaux de
phénotype CIN par mutations inactivatrices des g&@MAD2et SMADA4 Elle est
aussi impliquée dans le phénotype MSI, ou le geneTGFBRII est inactivé de

maniére biallélique dans 60 a 80% des cas.[44-46]

1.5.5.3La voie de p53

Le géne suppresseur de tumeur p53 est inactivédear pertes alléliques et des

mutations ponctuelles dans 60 a 80% des cas deicadectype CIN.

Les altérations de p53 sont impliquées dans la es&rpl adénome-cancer et
surviennent tardivement au cours de la carcinogemedorectale. La protéine p53
bloque le cycle cellulaire en phase G1/S, par indaucde la transcription du gene
inhibiteur du cycle cellulaireCIP1/WAF1 lors de lésionsde I’ADN. Elle peut
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égalementinduire 'apoptose en favorisant la transcription du gene pro-apoptotique
BAX, si les lésions a ’ADN sont trop importantes pour étre réparéésltération du
géne de la protéine p53 serait donc au centre dwealasformation maligne de la

cellule colorectale autorisant la survenue d’altérations génétiques multiples. [47, 48]

1.5.5.4La voie de PEGF

Le récepteur a’EGF (Epidermal Growth Factgr ou EGFR (ou HER1Human
Epidermal Growth Factor Receptor) lest une glycoprotéine transmembranaire
appartenant a la famille des récepteurs aux fastdercroissance a activité tyrosine
kinase, HER ou ErbB. Il existe plusieurs ligandsgioles au domaine extracellulaire
du récepteur, qui sont principalementEGF et le TGFa, mais également
I’amphiréguline, 1’épiréguline, la B-celluline et les neurégulines. La fixation du hgh
sur le récepteur entraine I’homo- ou hétéro- dimérisation dEEGFR avec d’autres
récepteurs de la famille ErbB comme HER2. Le domaiygrosine kinase active par
phosphorylation différentes voies de signalisatitmn,voie RAS/RAF/MAPK et la
voie PI3K/ Akt (Figure 4).

Plusieurs altérations génétiques peuvent expliquee activation de la voie de
signalisation de 'EGF. Une amplification du récepteur est retrouvée dahsa 115%
des cas de cancer coloregtalinsi qu'une activation constitutive des voies

RAS/RAF/MAPK et PI3K/Akt. [17, 49-52]

1.5.5.5La voie RAS/RAF/MAPK

Les protéines RAS font partie de la famille des @%&s. Elles jouent un réle
important dans la transmission de signaux extralegtes provenant des récepteurs
membranaires vers le noyau, régulaningiogenese, la prolifération, la survie, la

différenciation et la migration cellulaire (Figu#.

Les protéines RAS jouent un role d’interrupteur au sein des voies de signalisation et
oscillent entre un étatctif lorsqu’elles sont liées au GTP (Guanosine TriPhosphate)

et un étatinactif lorsqu’elles sont liées au GDP (Guanosine DiPhosphate).
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Ex: EGFR
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survie/différenciation/migration/ Synthése des protéines/
angiogenése cycle cellulaire/survie

Figure 4 : Implication des voies RAS/RAF/MAPK et PBK/Akt dans le cancer

colorectal.
Les * rouges représentent les difféerentes alténatide ces voies de signalisation dans le
cancer colorectal. Il s’agit de mutation conduisant a la sur-activation des voies.

Le géneKRASest freguemment activé dans les cancers coloreci@ette activation
résulte d’une mutation faux-sens, qui lui conféere un pouvoir oncogénique. La
prévalence des mutations de l'oncogene KRAS dans les cancers colorectaux est
voisine de 40%. Une autre protéine, appartenana aascade RAS, a été mise en
évidencedans 10 a 15% des cancers colorectaux, il s’agit d’'une protéine sérine
thréonine kinase codée par le gdRAF. L’activation des protéines RAS et BRAF

entraine I'activation des MAPK ou ERK (Extracellulary Regulated Kinaye

La voie de transduction du signal passant par RpSagait activee dans 50% des

cas de cancer colorectal quelque soit le phénotfgé.
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1.5.5.6La voie PI3K/Akt

La voie PI3K/Akt joue un rble important dans cent@s fonctions cellulaires, telles
que la régulation de la glycogenése, la migratiansurvie et la proliféeration des

cellules.

Cette voie peut étre activée de trois facons diffées, par phosphorylation du
domaine tyrosine kinase suite a la liaison du ligdn 'EGFR, par phosphorylation
assurée par la PDKZ3{phosphoinositide dependent kinage Qui active également

Akt, et par la protéine Grb2apable aussi d’activer la voie RAS (Figure 4).

Des mutations du genel3KCA codant pour la sous unité catalytique de la PI3K
sont observées dans 12 a 15% des cas de canceectaloet sont associées a une
augmentation de l'activité de la voie PI3K/Akt. Des altérations somatiques
(mutation, pertes alléliques ou hyperméthylation piomoteur) inactivatrices de
PTEN (Phosphatase and TENsin homologrteur de cette voie de signalisation,
conduisant a une perte d’expression de la protéine, ont été observées dares A®%o
des tumeurs colorectales. La prévalence des munstie PTEN est de l'ordre de
18% dans les cas de cancers de type MSI. Au ttdatascade de signalisation est

impliquée dans plus de 70% des cancers colorectaidk.
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2.La biosynthese des acides gras insaturés

Les acides gras (AG) font partie de la grande famdlés lipides et constituent
I’élément de base pour la synthese de lipides plus complexes tels que les
phospholipides, les triglycérides ows leesters de cholestérol. lls interviennent comme
éléments de structure des membranes biologiquesmepourvoyeurs d’énergie mais
également dans Iaignalisation cellulaire et la modulation de Dexpression de
nombreux genesle taux d’AG dans lorganisme est régulé par les apports

alimentaires, leur synthéske novoet leur catabolisme pd¥-oxydation.

Les AG sont des chaines carbonées plus ou moinguésy avec des degrés
d’insaturation (ou double liaison) différentOn parle d’acides gras saturés (AGS)
lorsqu’ils n’ont pas d’insaturation, d’acides gras monoinsaturés (AGMI) lorsqu’ils
présentat une unique insaturatignet d’acides gras polyinsaturés(AGPI) lorsqu’ils

présentat plusieurs insaturations.

La synthese des AGMI débute a partir d’AGS, en particulier 'acide palmitique
(16:0) et I'acide stéarique (18:0). Ces AG peuvent étre appor{gs l'alimentation ou
sont issus de la synthéste novo En revanche, tous les AGPI ne sont pas
synthétisables par notre organisme. En effet, leaxdprécurseurs des voies de
biosynthese des AGPI, I'acide linoléique (LA, 18:2 n-6) et l'acide a-linolénique (ALA,

18:3 n-3), doivent étrepportés par 'alimentation, on parle d’AG indispensables.

2.1 La synthese des acides gras monoinsaturés
2.1.1 Les AGS, précurseurs des AGMI

Les AGS sont la base pour la synthése des AGMIisyirahésede novodes AG a lieu
principalement dans les tissus lipogéniques comendoik, le tissu adipeux et les

glandes mammaires

La synthese des AGS se fait partir de l'acétyl-CoA provenant de l'oxydation
mitochondriale du pyruvate et de la dégradation datjve des acides amisé

cétogenes. Elle nécessitle 1'énergie, apportée par 'ATP (Adénosine TriPhosphate)
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et du pouvoir réducteur du NADPH{H (Nicotinamide Adénine Dinucléotide

Phosphate)

La premiére réaction de synthése des AGS est lghége du malonyl-CoA a partir
de l'acétyl-CoA (Figure 5). Cett réaction est catalysée par 1'’Acétyl-CoA
Carboxylase (ACC)Il existe deux isoformes d’ACC, ACC1 et ACC2, qui difféerent

de 146 acides aminés a l'extrémité —NH, terminale. Ces deux isoformes présentent

une tres forte homologie de séquence et ont uneit&cenzymatique similaire [53]
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Figure 5 : Implication d’ACC et FAS dans la biosynthése des acides gras saturés.

La synthése des acides gras saturés (AGS) débutamynthése de malonyl-CoA a partir
d’acétyl-CoA, catalysée par 1’Acétyl Co-A Carboxylase (ACC) en présence de bmtin
Ensuite, le malonyl-CoA est greffé a un acétyl-Cpér la f-cétoacyl synthase, une des sept
activités enzymatiques de Ratty Acid Synthas€FAS). Puis s’en suit une réduction par la
B-cétoacyl réductase, une déshydratation pap-leydroxylacyl déshydratase, une nouvelle
réduction par 1’énoyl-réductase, puis un nouveau cycle recommenar da nouvelle
condensation d’une molécule de malonyol-CoA.
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Le malonylCoA est ensuite pris en charge par l'acide gras synthase ou FAS (Fatty
Acid Synthagepour allonger la chainde I'AG (Figure 5). FAS est constituée de
sept sous unités catalytiques dont les activitésnt soes suivantes
acétyl/ malonyl-CoA transférase,-cétoacyl synthase, B-cétoacyl réductase,
B-hydroxylacyl déshydratase, énoyl réductase, thé@ese ettransporteur d’acyl
(acyl carrier protein) [564]. L’élongation de la chaine se fait par un enchainemerg d
réactiors conduites par FAS, et peut varier entre 2 et 7 esygkactionnels afin
d’obtenir tous les AGS, des AG a chaine tres courte),(4&0chaine intermédiaire
(16:0). L’AG majoritairement formé par cette chaine de r@actest [acide

palmitique (16:0) a la suite de sept cycles

Les AG ainsi synthétisés peuvent subir d’autres insaturations et/ou €longations qui

seront assurées au niveau du réticulum endoplagn{iR&).

2.1.2 La synthese des AGMI

Les AGMI sont issus de la désaturation des AGS.t&€etaction est catalysée
majoritairementpar la A9-désaturase, ou Stéaroyl-CoA Désaturase (SCD),neazy
du réticulum endoplasmique. Elle introduit une double liaison en position A9 a partir
du groupement carboxyle terminal des AG. Les suistpréférentiels de SCD sont
l'acide palmitique (16:0) et 'acide stéarique (18:0) pour former’acide palmitoléique
(16:1 n-7) et lacide oléique (18:1 n-9) respectivement. L’activité de SCD est
dépendante de la présence de différents cofactdM3PH, H* et de deux autres
protéines acceptriced’électrons le cytochrome b et la cytochrome fréductase

(Figure 9 Introduction 84.1.1

Il existe une autre désaturasepmsable de la synthese d’AGMI, la A6-désaturase
(ou FADS2 Fatty Acid Desaturase )2qui introduit une double liaison entre les

carbones et 7 de I'acide palmitique pour donner I'acide sapiénique (16:1 n-10)[55].

2.2 La synthese des acides gras polyinsaturés

Les AGPI sont impliqués dans de nombreuses fonctions de 'organisme. Ils possedent

de 2 a 6 doubles liaisons et sont classés en dauitlds principales, la famille en &-
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ou w6, dérivée de LA (18:2 n-6) et la famille en n-3 ©8, dérivée dé&’ALA (18:3 n-
3).

Si les mammiféres ont la capacité de synthétigemovoles AGMI, la synthese des
AGPI nécessite des précurseurs apportés par l'alimentation. Les précurseurs de la
synthése des AGPI sont alagsalifiés d’indispensables. Par ailleurs, les AGP1 n-3 et
n-6 sontaussi qualifiés d’essentiels, car en absence d’apport ou de biosynthese, des
symptémes de carences réversibles apparaissengffénils jouent non seulemenin
role structural en tant que composants indispeesabtles phospholipides
membranaires, mais également un role fonctionrel, ils sont impliqués dans de
nombreux processus biologiques (Figuneeb sont des régulateurs de l’expression

génique.

L’organe principal de la biosynthése des AGPI est le féig],[méme si cellei peut
s’effectuer au sein d’autres organes tels que le cerven les reins ou les intestins [57-
59]. Les deux familles ’AGPI, n-3 et n-6, empruntent la méme voie de biosynthése,
qui est une succession de réactions de désaturatibflongation et de

rétroconversion peroxysomasgon les AGPI formés [60] (Figure 6).

Chez les mammiféres, deux types de désaturatiom sffectués dans la voie de
biosynthese des AGPIla A6 et la A5- désaturation. La A6-désaturation est réalisée
par la A6-désaturase (FADS2), qui introduit une double tinientre les carbones 6
et 7 de LA et ALA. La Ab-désaturation est réalisée par la A5-désaturase (FADS1),
qui introduit une double liadn entre les carbones 5 et 6 de l'acide dihomo-y-

linolénique (DGLA, 20:3n-6) et du 20:4 n-3.

Pour former des AG a tres longue chaipesqu’a 24 carbones) possédant 5 ou 6
doubles liaisons, les AGPI a 20 carbones, tels tja€éde arachidonique (AA,
20:4 n6) et lacide éicosapentaénoique (EPA, 20:5 n-3), les AGPI subissent
successivement deux élongations et sont endittrydées par le peroxysome pour
former l'acide docosapentaénoique (22:5 n-6) et l'acide docosahexaénoique (DHA,
22:6 n-3).
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AGPI n-6 AGPI n-3
w6 w3
LA ALA
18:2 n-6 18:3 n-3
l A6 désaturation 1
GLA SDA
18:3 n-6 18:4 n-3
l élongation
CoxX
PG sériel  [OX DGLA
LT série 34_ _______ 20:3 n-6 20:4 n-3
CoxX COX
e Y
’ 20:4 n-6 20:5 n-3 [Tsérie 5
l élongation v
22:4 n-6 DPA
l 22:5 n-3
élongation |
24:4 n-6 245 n-3
l A6 désaturation l
24:5 n-6 24:6 n-3
l p-oxydation l
225 n-6 peroxysomale DHA
22:6 n-3

Figure 6 : Biosynthése des AGPI| des séries n-6 et3nchez les mammiféres.

En rougeles deux AG précurseurs de la synthese des AGPI, 'acide linoléique (LA) et I'acide
o-linolénique (ALA). La famille des r6- est composé de LA, de I'acide y-linolénique (GLA),
del’acide dihomo- y-linolénique (DGLA) etde I'acide arachidonique (AA). Ces deux derniers
donnent naissance aux protaglandines (PG) desssérat 2, et aux leucotrienes (LT) des
séries 3 et 4 majoritairement pro-inflammatoiedspro-agrégants par l'intermédiaire des
cyclooxygénases (COX) et des lipoxygénases (LOX).famille des n-3 est composéke
I'ALA, de lacide stéridonique (SDA), de lacide eicosapentaénoique (EPA), de lacide
docosapentaénoique(DPA) et de lacide docosahexaénoique (DHA). L’EPA, par
I'intermédiaire des COX et LOX, produit des éicosanoides PG et LT dans l'ensemble

antrinflammatoire, d’ou I'importance des AGPI dans I'organisme.
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Figure 7 : Biosynthése des AG a longue chaine etéts longue chaine chez la
souris.

L’acide palmitique (16:0) issus de la FASFatty Acid Synthaseest a l'origine des AG a
longuechaineet a trés longuehainede la famille des n-10, n-7 et n-9. Les famille8 at n6

ne sont synthétisés qu’a partir de 'apport alimentaire (DIET) des précurseut8:2 n-6 et
18:3 n-3. Les différentes enzymes nécessaires a lahegntdes différents AG de ces voies de
biosynthése sont les désaturases (SCD et FADSseélbngases (B¥l). D’apres Guillou et
al.[55].

L’élongation des AG, consiste ehlajout de deux carbones apportés paun malonyl-
CoA via les élongases (ELOVILELongation Of Very Long chain fatty agigb5],
présentes au niveau dRE (Figure 7). Chez les mammiféres, sept ELOVL oné ét
identifiées, dont les ELOVL 1, 3, 6 et 7 utilisaptéférentiellement les AGS et les
AGMI comme substrat et les ELOVL 2, 4, et 5 étaékestives des AGPI [55]. Les
geneseLOV 1, 5et 6 sont exprimés de maniéere ubiquitaire, alors GUOVL 2, 3, 4

et 7 ont une expression tissu spécifique.
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3. Altération du métabolisme des lipides et cancer

Au cours de la cancérogenése de nombreuses voiesigdalisation sont altérées,
favorisant ainsi la prolifération cellulaire, et modifiant feétabolisme cellulaire dont
la lipogenese. Cette induction de la lipogenéeseaapip essentielle a la prolifération
de la cellule cancéreuse. Il a été mis en évideueeces altérationsaccompagnaient
de modificationsde la composition en lipides des tumeurs et du niveau d’expression

des enzymes de la synthese des AG.

3.1 Les voies de signalisation, prolifération, et lipognése

dans la cellule cancéreuse
3.1.1 Roéle de BRCAI

La coordination entre le métabolisme et le cyclButzdre est un point important
pour la prolifération cellulaire. Au cours du cyctellulaire, il existe différents
meécanismes de synchronisation du métabolisme aveecdgression de la cellule dans
le cycle cellulaire, notamment la protéine BRCAlutde dans de nombreux cancers
tels que le cancer du sein et de l'ovaire, elle est responsable d'un maintien de
I'expression d’ACC active/ non phosphoryléed’une augmentation de la synthese de
novodes AG et d’une prolifération cellulaire accrue [61-63]. En effé¢,geneBRCA1,
connu pour étre un gene suppresseur de tumeur, kodeotéine BRCAL, qui
interagit avec la forme phosphorylée/inactive ~d’ACC et prévient sa
déphosphorylation. Ainsi BRCAL1 régule la lipogenéesa limitant la synthésele
novo des AG. Le complexe BRCA1/ACC régulé par les CDK @urs du cycle
cellulaire permet de moduler la lipogenése en famctdu cycle. Les mutations de
BCRA1lalterent la formation du complexe BRCA1/ACC, ce tgnd ACC sujette a

la déphosphorylation, donc au maintien de son #@éti61-63]

3.1.2 Réle des voies des facteurs de croissance

Par ailleurs, une augmentation de la teneur eretastde croissance.g. EGF) dans
I’environnement de la cellule tumorale peut étre a l'origine de la surexpression des

enzymes de la lipogenése dans les cellules cars=rfg4]. Des altérations des voies

-33-



INTRODUCTION 3 Altération du métabolisme des lipides et cancer

de signalisation de ces facteurs de croissancestele la voie des MAPK, la voie
PI3K/Akt et la voie de I'AMPk (AMP-activated kinase en sont également
responsables [64-68]. En effet, dans les cancersitimo-sensibles, tels que le cancer
du sein, de ’endometre, des ovaires et de la prostate, on observe une suractivation
des voies PI3K/Akt et MAPK ainsi qu'une forte expression des enzymes de la

lipogenese telles que FAS [69].

La surexpression hépatique de la voie PI3K/Akt clezsouris induit une forte
augmentation du taux de tumeurs spontanées, et addipbgenése [70, 71]
L’augmentation de la lipogenése est concomitante avéexpression de certains
facteurs de transcription des enzymes de la lipgggnP PARy (Peroxisome
Proliferator-Activated Receptdr[71], LXR (Liver X Receptogr, de SREBP1 et de
SREBP?2 Gterol Regulatory Element-Binding Protgifr0]. Les tumeurs hépatigse
spontanées développées chez les souris transgénigiBkca porteuses de la
mutation N1068fs*4, qui surexpriment de maniérestdntive la PI3K dans le foie,
présentent un enrichissement en acide palmitiqeO)let en acide oléique (18:1
n-9). L’acide oléique est connu pour réguler l'expression du géne suppresseur de
tumeur PTEN, inhibiteur de la voie PI3K/Aktyia l'induction de micro-ARN,
miR-21 dans les hépatocytes [72].

Akt, au cceur de cette voie de signalisation, est impliquée dans de nombreux
mécanismes. Akt exerce notamment un contréle sucylde cellulaire avec les
cyclines et les CDKvia l'inactivation de la protéine Rb par phosphorylation. La
protéine Rb régule négativement l'activité des facteurs de transcription de la famille
des E2F impliqués dans la transcription d’un grand nombre de genes associés a la
prolifération cellulaire et dans le contrbéle du g&ge de la phase.@ S du cycle
cellulaire [73] L’inactivation de Rb par Akt permet & E2F1 d’induire I'expression des
enzymes lipogéniques et contribue a la prolifératicellulaire dans les
medulloblastomes de souris [74]. Akt est égalenrettessaire a la traduction de Skp2
(S-phase kinase-associated prote)n @ne protéine impliquée dans la dégradation de
p27 et de p21, ainsi elle permet 'activation des cyclines et la progression des cellules
cancéreuses en £et en mitose dans le cycle cellulaire [75]. Desplil a été montré

dans les hépatocarcinomes, qu’Akt était impliquée dans la régulation de la stabilité
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de FAS, enzyme de la synthésle novo des AG, et de SREBP, facteur de
transcription des enzymes de la lipogenése via mdection de I'expression de
USP2a Ubiquitin-Specific Protease 2aaugmentant leur stabilité. Akt régule
négativement la GSKRB nécessaire a la formation du complexe de dégradate
SREBP avec CDC4 [70]Ceci induit un maintien de l'expression de FAS et de
SREBP en inhibant leur dégradation par le protéasdans les cellules cancéreuses.
Akt active aussi la voie mTOR, qui induit la lipogenese via l'induction de
I'expression de SREBP dans les mélanomes [76], et la prolifération cellulaire dans le
cancer de la prostatia vitro et in vivo, par induction de I'expression des récepteurs
aux androgénes, augmentation de la lipogenéseogtuption de ROS promoteurs de
tumeurs [77]. Cet axe de signalisation, PI3K/Akt/@R apparait altéré dans un

grand nombre de cancers dont le cancer coloreetdé cancer de la prostate.

Lors du cancer de la prostate, la voie LKB1-AMPKk fan lien entre la prolifération
cellulaire et le métabolisme énergétique [78jn effet, TAMPk est le senseur
énergétique de la cellule, sous forme active/ phosgée, elle est suppresseur de
tumeur par inhibition de la voie mTOR conduisaniraarrét du cycle cellulaire [78].

Il apparait que I’AMPk soit fortement réprimée dans les hépatocarcinomes, suggérant
une levée du controle de l'axe PI3SK/Akt/mTOR favorisant ainsi prolifération

cellulaire et lipogenése.

Il existe donc une relation entre la lipogenése etptalifération des cellules

cancéreuses méme si tous les mécanismes ne soctapament élucidés.

3.2 Altération de la composition lipidiqgue dans les caoers

Dans des conditions physiologiquéspport majeur d’AG est d’origine alimentaire
tandis que la synthésie novoreste faible dans ’ensemble des organes a 1'exception

du foie et du tissu adipeux qui régulent I'homéostasie lipidique. De ce fait, les
enzymes de la lipogenése sont faiblement exprint@ass la pupart des tissysa
I'exception des organes lipogéniques a ’état adulte et au cours de 'embryogenese qui
répondent a des signaux physiologiques. La syntteseovodes AG est trés active
au cours de l'embryogenese. A I'dge adulte, elle est restreinte aux périodes de

lactation et au cours du cycle utérin [79].
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Au cours de la carcinogenese, il apparait que 98%AIG proviennent de la synthese
de novo dans les cellules cancéreuses, en dépit d’'un apport abondant en AG

extracellulaires [80-85]. De plus, la synthésenovodes AG privilégie la synthese des
AGS et des AGMI au détriment des AGP1 [86]. Cette ification est observée dans
de nombreux cancers dont le cancer colorectal, awex accumulation des acides

palmitique et oléique [80, 87-91].

Dans la cellule cancéreuse, les AGS et les AGM3udsde la synthesde novo
entrent dans la composition de lipides plus comgdetels que les phospholipides, les
triacylgycérols et les esters de cholestérol, po&pondre aux besoins liés a sa
prolifération. Une augmentation de la teneur enspholipides a été rapportée dans
les lésions néoplasiques coloreesadhez 'homme [92] et les tumeurs mammaires chez
la souris [93]. Une surexpression de la cholineak#y premiére enzyme de la synthese
des phosphatidylcholines (PC) est observée dans uitssicancers [79]ll a été
montré que les fibroblastes transformés par 1'oncogene ras présentet un
enrichissement en acides phosphatidiques, en diagygls et en céramides [94]
Hilvo et al. ont montré, sur 257 échantillons de cancer du, seinenrichissement des
tumeurs en PC, en phosphatidyléthanolamines, en phosphatidytiolss en
sphyngomyléines et en céramides [95]. La teneutriatylglycérols reste quant a elle
inchangée par rapport au tissu sain. Ces aut@ursontré qu'un enrichissement en
PC(32:0)=PC(16:0/16:0), PC(32:1) et en PC(32:2)itétmssocié a un mauvais
pronostique de survie des patients. De pliks,ont montrés qu’ACC, SCD-1 et
SREBP1 étaient trés fortement exprimées dans deanéitlons ce qui suggere un
lien entre la synthese des AGS et des AGMI, etrtdilpdes phospholipides retrouvés
dans les échantillons de cancers mammaires PBaldi et al, ont montré une
diminution générale de la teneur en AGPI des pholgpldes des tumeurs coliques
comparées a la muqueuse saine, avec un appauveissesignificatif en acide
linoléique (18:2) et en acide arachidonique (20:4rincipaux AGPI des
phospholipides membranaires [96A l'inverse, ils observent une augmentation

significative de la teneur en AGS et en AGMI daes tlumeurs coliques [96].
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3.3 Altération de D’expression des enzymes de la

lipogenese dans le cancer

La composition lipidique des tumeurs, avec un dnssement en 16:0, 18:0, 16:1 et
18:1, suggére une augmaeanibn de l'expression des différentes enzymes de la
lipogenese, en particulier d’ACC, FAS et SCD-1, afin de pourvoir les lipides
complexes en AGEn effet, on observe une augmentation de I'expression d’ACC,

FAS et SCD dans un grand nombre de cancers [699P7-

La sukexpression ’ACC a été mise en évidence tant niveau de ’ARNm que de la
protéine dans de nombreuses Iésions pré-néoplasigfudans les carcinomes avancés

chez 'homme [97].

A partir de 1994, FAS a été identifiée comoremarqueur du cancer du sein chez la
femme [99]. La surexpression de FAS a été rappodaes un grand nombre de
lésions pré-néoplasiques et de cancers épithétlaugein, de la prostate, adon, de

I'ovaire, de I'cesophage, de 'estomac, du poumon, de la langue, de la bouche, et de la

thyroide [79, 100].

Derniérement il a été montré que SCD-1 était fodemexprimée dans différents
cancers chez ’homme et dans des modeles animaux, dansdes tumeurs chimioinduites
ou chez la souris susceptibles de développer urmecamotamment du sein, de la
prostate, des poumons, des ovaires et du foie 186;107]. La transformation de
fibroblastes par l'oncogene SV40 (Simian Virus 49 induit une augmentation de
I'expression de SCD- comparée aux cellules normales [108]. Ceci suggéme
relation positive entre 'expression de SCD-1 et la progression cancéreuse. Nous avons
étudiél’expression de 'TARNm SCD-1 dans des échantillons de tissus péri-tumoraux
et tumoraux issus de la chirurgie de huit patieattseinsd’un cancer colique. On
observepour sept d’entre eux une augmentation de son expression, analysée par
RT-gPCR, par rapport au tissu péri-tumoral variable en fonctides patients
(Figure 8).
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Figure 8 : Expression de 1TARNm SCD-1dans huit tumeurs coliques humaines.
Expression évaluée par RIRCR, relative a Pexpression dans le tissu péri-tumoral.

La lipogenése est donc un élément clé dans la f@ralion cellulaire cancéreuse.
L’analyse de la composition lipidique des tumeurs révele un enrichissement en AG et
tout particulierement en AGMI. Cette composition anide gras est corrélée au

niveau d’expression des enzymes de la biosynthése des AGMI, ACC, FAS et 8CD
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4.lLa Stéaroyl-CoA Désaturase

4.1 Généralités

4.1.1 La stearoyl-CoA désaturase: enzyme du meétabolisme ed
AGMI

SCD est I'enzyme limitante de la biosynthese des AGMI. Elle catalyse l'insertion
d’une double liaison en position cis entre les carbones 9 et 10 des acides gras satureés.
Elle nécessite la présence du NADPH, du cytochrdmbe de la cytochrome b5
réductase, et d’'une molécule de dioxygene (Figure 9). Les substrats préférentiels de
SCD sont l'acide palmitique (16:0) et I'acide stéarique (18:0), qui sont convertis en
acide palmitoléiqgue (16:1 n-7) et en acide oléid8:1 n-9) respectivement [109,
110]. Elle assure aussi la désaturation des AG32d0 au 18:0 [109]. Les AGMI ainsi
produits sont intégrés dans les lipides compleXes, phospholipides (PL), les
triglycérides (TG), les diacyglycérols, et les estde cholestérol (EC) (Figure 10). La
majorité des PL posséde un AGS greffé sur le cagbbret un AG insaturé sur le
carbone 2. L’AGS greffé en position C1 est souvent un acide palmitique (16:0) ou
stéarique (18). I’AG insaturé en position C2 est souvent un AG a longue chaine
avec une ou plusieurs insaturations, tels que Iacide oléique (18:1), le LA (18:2 n-6),
I’AA (20:4 n-6) et le DHA (22:6 n-3). SCD apparait importamnizEns la régulation de
la synthese des PL, des TG et des EC. En effet défieience en activité SCD dans
des cellules cancéreuses pulmonaires induit defradlons de la synthése de ces

lipides et des modifications de la compositionAga des PL, TG et EC [111-113].

R R
NADPH oxidized reduced \ / 2H.0
5 cyt. b I cyt. b X =+ M
H+ reductase Fe2+ H H
FADH, SCD
reduced oxidized Ha
NADP* cyt. bs cyt. bs "\/'_\‘/R + 0, + 2H°
reductase Fe3+
FAD " -

Figure 9 : Insertion d'une double liaison par la SM.

SCD catalyse I'insertion d’une double liaison en position cis entre les carbones 9 et 10, qui
impliqgue différents cofacteurs, le NADPH, la cytooime bs réduwctase et le cytochrombs
nécessaire pour le transport des électrons. Latiofaace désaturation est une réaction
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oxydative qui nécessite une molécule de dioxygéndeeix électrons, bien que le dioxygéne

ne soit pas incorporé dans 'AG mais forme une molécule d’eau. D’aprés Ntambi [114]

Acétyl-CoA

Palmitate Stéarate

o}
B N N N N G N T

o
. . o] - o]
Palmitoléate J_/_/_(j;:;\_\_\—(

OH OH

EC PL TG

Figure 10 : Rdle de SCD1 dans la synthése des lipides.
EC: ester de cholestérol, TG : triglycéride, PL :oppholipides, SCD : Stéaroyl-CoA
Désaturase, ELCélongase a longue chaine. D’apres Ntambi et Miyazaki, [115].

4.1.2 Isoformes de la Stéaroyl-CoA Désaturase

Les genesSCD ont été clonés dans différentes espéces, dorgviard C. elegansla

drosophile, le mouton, le hamster, le rat, la souris et I'’homme [116-123]

Chez la souris, quatre isoformes ont été mise amegee, SCD-1, SCD-2, SCD-3 et
SCDH+4. Ces différentes isoformes partagent entre 85 et 88% d’homologie de séquence

en acide aminés. Chez la souris, les ge&@® sont localisés sur le chromosome 19 et
codet des transcrits d’environ 4,9 kb. Dans des conditions normales de régime
’ARNm SCD-1 est fortement exprimé dans le tissu adipeux bldecfoie, les
glandes de meibomius, les glandes de Harder etaladg prépuciale. Son expression
est fortement induite dans le foie et le coeur en réponse a un régime riche en glucides.

SCD-2 est exprimée principalement dans le cerveawgu cours du développement.
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Tout comme SCD, I'expression de TARNm SCD-2est faible dans les reins, la rate,
le coeur et les poumons, mais elle peut étre induite par un régime hyperglucidique.
Les isoformes SCD-3 et SCD-4 semblent exclusivené&né exprimées dans la peau
et le cceur, respectivement [124]. Les différentes isoformesSCD ne possedent pas
la méme capacité a désaturer 'acide palmitique et stéarique. En effet, ces deux AG
sont les substrats de SCD-1, SCD-2 et SCD-4, tamgli® SCD-3 utilise

préférentiellement ’acide palmitique [125].

Chez le rat, seules deux isoformes ont été cariaétl; SCD-1 et SCD-2. Elles
possedent une répartition tissulaire similaire ee lomologie de séquence similaire a

celles de la souris.

Chez I’homme, deux isoformes de SCD sont retrouvées, SCD-1 et SCBED-1 est
exprimée de maniére ubiquitaire a des niveaux Wéesg selon les tissus, et
I'expression de SCD-5 est quant a elle déite au cerveau et au pancréas a 1'dge
adulte, et exclusivement au cerveau chez le feetus. SCD-1 est fortement exprimée
dans le foie. Le gén&CD-1 est situé sur le chromosome 10 et s’étend sur 24 kb
comprenant 6 exons. Il donne lieu a la synthéeseealex transcrits de 3,4 et 2,8 kb
qui résultent de deux signaux de polyadénylatiofférdints. La fonction de la
polyadénylation est peu connue, mais elle pouraiter un réle dans le contrble de
la stabilité ou de la traduction [110]. Le chromm®&017 porte un pseudogeB&D-]
qui est transcriptionnellement inactif. Le gene ad SCD-5ACOD4 se situe sur le
chromosome 4 et s’étend sur 169 kb. SCD-5, comme SCD-1 peut jouer un role dans

la prolifération cellulaire [126].

4.1.3 Structure de la Stéaroyl-CoA Désaturase

La Stéaroyl-CoA Désaturase-1, SCD-1, est une protdme37kDa, ancrée dans la
membrane dRE. Elle est constituée de quatre domaines transmanaires avec les

extrémités -NH2 et -COOH terminales orientées Versytosol (Figure 11
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Figure 11 : Modéle de la topologie membranaire de SCD-1 chela souris.
Les résidus en rouge représentent les régionsdhisticonservées, essentielles au site
catalytigue. N et C représente les extrémitB4i2 et -COOH terminales. RE : réticulum

endoplasmiqueD’apres Man et al. [127].
La boucle cytoplasmique, et l'extrémité -COOH terminale, contiennent huit résidus
histidine, formant des boites His, capable de lgefer dans le centre catalytique de

la désaturase. Les deux boucles dans la lumierREsont relativement plus petites

comparées a la boucle cytoplasmique [124].

4.2 Régulation de la Stéaroyl-CoA Désaturase-1
4.2.1 Régulation transcriptionnelle de fexpression de SCD-1

De nombreux facteurs, environnementaux dont alimiees et hormonaux régulent
I'expression de SCD-1 (Tableau 1) [115]Les régimes hyperglucidiques, l'insuline, le
glucose et le fructose, le cholestérol, le froid,lumiére, quelques xénobioticgitels
que les proliféerateurs de peroxysomes (les fibratgsle clofibrate et le gemfibrozil)
et les agonistes de LXR (22(Rj<roxycholestérol et 'acide 9cis rétinoique) sont des
inducteurs de I'expression de SCD-1au niveau hépatique. A l'inverse, les AGPI de la
famille des n-3 et 16; les acides gras conjugués de l'acide linoléigue (CLA,

Conjugated Linoleic Acid le TNFa, les hormones thyroidiennes et stéroidiennes,

inhibent son expression hépatique.
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Tableau 1 : Facteurs impliqués dans la régulation @ la Stéaroyl-CoA
Désaturase-1[115].

Facteurs Alimentaires Facteurs Hormonaux Autres Facteurs
A Glucose a Insuline A Peroxysome
A Fructose A a Hormones de croissance  a Température
A Vitamine A A (Estrogenes aFer
A Cholestérol A Androgenes a Agoniste de LXR
A Vitamine D v Leptine ATGF
v AGPI v Glucagon A Lumiere
av Alcool v Hormones thyroidiennes  a f-amyloide
av Acide conjugué linoléique av Déhydroépiandostérone v Thiazolidinédiones
v Cadmium
v TNF-«

La régulation deSCD-1 est diverse et son expression affecte un grandbnende
fonction physiologique, dont la sensibilité a I'insuline, les niveaux métaboliques,

I’adiposité, I'athérosclérose et le cancer.

Le promoteurSCD-1a été caractérisé dans de nombreuses espécedadasntiris,
I’homme, le poulet, 'oie et les bovins [128]. De nombreux facteurs de transcription se
lient au promoteurSCD-1 suggérant une régulation fine de son expressiogss C
facteurs de transcription incluent SREBP-1c, LXBs PPAR mais aussi C/EBP -
(CCAAT-Enhance Binding Polymerasg, INF-1, NF-Y (Nuclear Factor 1/Y)AP-1
(Activated Protein-), SP1 Gpecificity Protein ), TR (T riodothyronine receptorket
PGC1le [128].

-1300 -700

AGPI RE

Figure 12: Diagramme du promoteur de SCD1.

Ce diagramme représente les différents facteunsatescription impligués dans la régulation
de SCD-1conservés entre les espéces (homme, souris oetpouXR : Liver X Receptqr
PPAR: Peroxysome Proliferator-Activated Receptor PGC-I : Peroxisome
proliferator-activated receptor co-activator-lo, NF-1/Y: Nuclear Factor 1/Y, AP-1:
Activated Proteint, C/EBP: CAAT/Enhance Binding Polymerase AGPI| RE : élément
de réponse aux AGPITR : Triodothyronine receptorLepRE : élément de réponse a la
leptine. D’apres Mauvoisin et al. [128]
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4.2.1.1Régulation de SCD-1 par SREBP

L’expression de SCD-1est induite par le facteur nucléaire SREBP-1 wa élément
de réponse SRE sur le promoteur. Il existe deuforistes de SREBP-1, SREBP-1a
et -1c, qui résulint d’épissages alternatifs difféerents du méme géne. @ms<
isoformes sont impliguées dans la régulation desegéde la biosynthéese déss.
SREBP2 semble quant a lui impliqué dans la régulation de 1'homéostasie du
cholestérol. Les facteurs de transcription SREBBBt ssynthétisés sous forme
immature de 125 kDa associée a la membrane du REr €tre actif, le précurseur
de SREBP doit étre libéré de la membrane du REteCattivation a lieu par clivage
protéolytigue qui se déroule en deux temps et ifatiervenir trois protéines. SCAP
(SREPB Cleavage-Activating Protgitie 'extrémité -COOH terminale de SREBP,
elle a pour roles l'escorte de SREBP du RE a l'appareil du Golgi et de senseur aux
stérols. Au nieau de l'appareil du Golgi, les protéases site 1 et site 2, clivent la
protéine SREBP en deux sites, formant ainsi unefactde transcription actif de
65 kDa avec une topologie hélice-boucle-hélice.fddeur SREBP mature est par la
suite transloqué au noyau, ou il prend sa fonctenfacteur de transcription [124].
SREBP1c¢, activateur transcriptionnelle ’ACC, FAS et SCD-1 est induit par de
nombreux facteurs dont l'insuline, le glucose et le fructose [129] Il a été montré que
lestumeurs humaines de la prostate présentent un ékewé de SREBP-1 [77, 130]
En effet SREBP-1 est impligué dans la croissancdaeprolifération des cellules

cancéreuses, notamment de la prostatest associé a I'agressivité de la tumeur [77].

4.2.1.2Régulation de SCD-1 par LXR

LXR régule I'expression de SCD-1par fixation sur son élément de réponse au niveau
du promoteurSCD-1,le LXL-RE [131] Il existe deux isoformes, LX& et LXR. lls
appartiennent a la superfamille des récepteurséaurels aux hormones, et forment
des hétérodiméres avec les récepteurs X aux rdaeo{RXR), et lie des ligands
spécifigues comme les oxystérols. La liaison duarld sur ces facteurs de
transcription induit d régulation de I'expression de genes impliqués dans le transport
inverse du cholestérol, mais aussi dans le métselilipidique, en particulier
SCD-1 Un agoniste synthétique de LXR, le TO-901317 uihdine augmentation de

I'expression de SCD-1chez la souris au niveau du foie et dans les lesllaortiques
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humaines [131, 132]. Les agonistes de LXR synthuésg TO-901317 et GW3965, et
naturels, 22(R)-hydroxycholestérol et 24(S)-hydmxglestérol, outre leur rbéle dans
la régulation deSCD-1 inhibent pourtant la prolifération de nombreuses cellules
cancéreuses humaines dont les cellules de prosdatsein, du célon, du poumon, des
0s, de la peau, du foie, des ovaires et les lewerfii33]. En effet, ils semblent
induire un arrét du cycle cellulaire en G1 pariisition de 'expression de Skp2 et
des cyclines A2 et D1 et pangmentation de I'expression de p27®*! dans les cellules

cancéreuses de la prostate et du sein [133].

4.2.1.3Régulation de SCD-1 par les PPARSs

Les PPARs sont une autre classe de facteurs dednption qui interagit avec le
récepteur nucléaire RXR. Il existe trois isoformes PPARs. PPAR est exprimé
dans le foie, les reins, le cceur, les muscles, et le tissu adipeux, ou il est responsable

de l'induction des genes de la lipolyse. PPARB/ & est ubiquitairement exprimé et
régule l'expression des genes impliqués dans la B-oxydation. Et enfin PPAR est
impliqué dans la différenciation adipocytaire egule les genes impliqués dans le
stockage des lipides. Les antidiabétiques de lallantes thiazolidinédiones (Tableau
1), la rosiglitazone, la troglitazone et la pioglibne, sont des ligands synthétiques de
PPARy. Mais seule la troglitazone régule négativemé&nkpression de SCD-1 au
niveau du messager et de la protéine [124]. PRARPP AR/, sont impliqués dans
le contrble de la prolifération cellulaire [134].’activation de PPARy par les
thiazolidinédiones inhibe la prolifération, la @ifenciation des cellules cancéreuses
gastriques, prostatiques et pancréatiqueduit l'apoptose des cellules cancéreuses
pulmonaires et inhibe I'expression de la cycline D1 impliquée dans la progression
dans le cycle cellulaire [134]. Les agonistes deARR exercat des effets protecteurs
vis-a-vis de la promotion du cancer de la peau ][134l'inverse PPARS induit la
prolifération cellulaire et la progression de cansatypes de cancers. PP ARourrait
étre impliqué dans le cancer colorectal. En effed, été identifi€ comme une cible en
aval de la voie APC suppresseur de tumeur, et arétf®uvé surexprimé dans

beaucoup de cancers colorectaux [134]
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4.2.1.4Réqgulation de SCD-1 par les récepteurs aux

cestrogénes

Les récepters aux ocestrogenes font aussi partis des récepteurs nucléaires aux
hormones. Il en existe deux isoformeset B. La liaison du ligand sur son récepteur
conduit a la formation d’homo- ou hétérodimeéresafr, BB ou aff). lls régulent ainsi
un grand nombre de génes, dont ceux impliqués teangtabolisme des lipides. En
effet, chez la souris KO pour le récepteur auxtrogenes, ou chez la ratte
ovariéctomisée ou le PBfestradiol est absent, on retrouve une augmentadien
I'expression des enzymes de la lipogenese telles que SCD-1, liées a une augmentation

de I'adiposité et a l'insulino-résistance [124].

4.2.1.5Régulation de SCD-1 par les facteurs de croissance

SCD-1 est aussi sous contrble positif des facteurs dmssance. En effet, par
activation de la voie PI3K, PDGHP(atelet-Derived Growth Factyr EGF, et FGF
augmentent l'expression des enzymes lipogéniques dont SCD-1 via SREBP-1c et
C/EBPo/ § [135-137] TGF stimule aussi 'expression de SCD-1 via une voie de
signalisation dépendante de SMAD [138].

4.2.1.6 Régulation de SCD-1 par les AGP/

Les AGPI ont aussi un roléans la régulation de I'expression génique de SCD-1. En
1978, Jeffcoat et James ontontré une diminution de 60% l'activité hépatique de
SCD-l chez le rat nourri avec un régime contenant 60% d’acide linoléique (18:2 n-6)
[139] D’autres AGPI, comme I’AA (20:4 n-6), et 'EPA (20:5 n-3), induisent sur des
hépatocytes de souris isolés chez 'animal une diminution en ARNnSCD-1 [140,
141] D’une maniere générale, les AGPI a longue chaine 18:2 n-6, 18:3 n-3, 20:4 n-6,
20:5 n-3, 22:6 B3, répriment l'expression de SCD-1, de méme que leranslo, cisl2-
CLA [114, 142]

Les études ciblant le mécanisme de régulation éasgypar les AGPI| se basaient sur
I'existence d’'un élément de réponse putatif aux AGPI1 (AGPI-RE)pesition cis sur
le promoteur du génd.e(s) facteur(s) de transcription putatif(s) liants IAGPI,

ciblerai(en)t’AGPI-RE sur le promoteur et régulerai(en)t la trandaoip deSCD-1
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En 1997, un AGPI-RE a été mis en évidence sur tempteurs des genes &CD

chez 'homme [143]

Des génes commAS sont réprimés par des proliféerateurs du peroxys@iaat les
PPAR), et les AGPI. De cette constatation nait feecslation que les PPRE,
éléements de réponse aux PPAR, seraient aussi |®RBI/A&RE. Cette théorie a été
réfutée a la suite d’études in vivo ou les AGPI et les proliférateurs de peroxisomes
ont montrés des effets opposés Bexpression de SCD-1dans le foie. Par la suite, un
PPRE a été identifié sur le promoteur S€D-1dans une zone distincte de 'AGPI-

RE [141]

Aujourd’hui, 'AGPI-RE situé sur le promoteusCD-1 n’est pas un élément de
réponse propre aux AGPI, madisest formé d’'un SRE, qui lie SREBP gt d’'une boite
CCAAT liant le facteur nucléaire NF-Y[114, 144, 14bigure 12)

4.2.2 Régulation posttranscriptionnelle de ’expression de SCD-1

Il existe une séquence de motifs AUUUA dans la région 3’ non codante du transcrit,
qui serait une séquence de déstabilisation du transn réponse a certains facteurs.
Une séquence similaire sur PARNmM GLUT4 (GLUcose Transporter type)4a été
mise en évidence, et induit sa dégradation en oa un traitement au

TNF« [146].

L’AA (20:4 n-6) est connu pour réduire de 3 fois la demi-vierdessager d&CD-1
dans les cellules 3T3-L1 adipocytaires [147]. Caltminution est indépendante des
produits du métabolisme de I’AA que sont les éicosanoides, car des inhibiteurs des
cycloxygénases, des lipoxygénases et des époxyggnase modifiat pas la réponse
des cellules a I’AA. En contraste, 'acide oléique et I'acide stéarique n’affectent pas la

stabilité du transcrit.

4.2.3 Régulation post-traductionnelle de SCD-1

Un régime hyperglucidique induit de tres forte augmentation de D'expression de
SCD-1 Un retour a un régime normal, conduit a une [gaisspide du niveau

d’expression de la protéine SCD-1 et de son activité, sans affecter ieau
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d’expression du cytochrome bs, de la NADP H-cytochrome sbréductase [148, 149]
Ceci suggere une forte régulation post-traductionnelle diveau de protéines

présentes dans la cellule.

La demi-vie de la protéine SCD-1 est de 3 a 4hrdgulation de sa demi-vie est a la
fois dépendante et indépendante du protéasome. Emgesce de quelgques acides
aminés a l'extrémité -NH, terminale a été mise en évidence comme étant mesjpée
de la stabilité de la protéine. En effet, il apparque la suppression de cette
séquence conduit & la stabilisation de 'enzyme. De plus, lorsque cette extrémitBiH,
est orientée vers la lumiere du REy lieu d’étre dans le cytosol (Figure 11), la
dégradation de la protéine n’a plus lieu. Il apparait donc que l'extrémité —NH-
terminale soit le signal pour une dégradation rapi@ la protéine. Cette séquence
implique le systéme ubiquitine-protéasome danségradation de SCD-1 [150, 151].
Cette extremité-NH, terminale présente des résidus lysine qui sontétiseents de
reconnaissance du systeme d’ubiquitinylation avant dégradation par le protéasome
[152]. La machinerie ERADENndoplasmic Reticulum-Associated Degradajiest un
ensemble de protéines présent dans la lumiére duaR& membrane du RE et dans
le cytosol, qui permet la translocation des pratgindu RE et les protéines
malformées en cours de maturation dans le RE vees dystéeme
ubiquitine/ protéasome qui se situe dans le cytfi&d]. La synthése du cholestérol et
des AGMI régulent cette voie de dégradation destgmes. En dehors du
protéasome, il existe une endopeptidase microsordaletype plasminoges qui
dégrade sélectivement SCD-1 [154]. On ne connadt gae jour, le contexte cellulaire

qui conditionne la dégradation de SGDQar I'une ou l'autre de ces voies.

4.2.4 Régulation allostérique de SCD-1

Afin de supprimer l'activité de SCD-1, de nombreuses approches ont été développées
dont les inhibiteurs de lactivité de SCD-1. llIs régulent l'activité de SCD-1 de
maniére allostériqud.’utilisation des inhibiteurs de SCD-1 ont permis delévelopper

de nouvelles stratégies thérapeutiqd@$ord vis-a-vis del’obésité, puis des maladies
cardiovasculaires et du cancer. Parmi ces inhib#tewous pouvons citer les dérivés

de la famille des azines (pyridazingyrazine, piperidine), d’acide tétrazoléacétique,
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des ptérithones, des pyrazolyls [155]. Dans ce travail nousnavutilisé deux
inhibiteurs de SCD-1, le CVT-11127 et le MF-438¢1457]. Le CVT-111271N-(2-

(6-(3,4-dichlorobenzylamino)-24-methoxyphenyl)-3-oxopyrido[2,3-b]pyrazin-4(3H)-
yl)ethyl) acetamide) est un dérivé des pyrazinesleetMF-438 est un dérivé

hétérocyclique des pyridaziséFigure 13.

Me 3
S = 7 =
T MN >—o© Me© 5 5 CO.H
N-N" N-N
MF-438 Acide sterculique

3
|
Cl
j@/\l\;‘ = N o
H
Cl
R3: 4-Methoxyphenyl NHAc

CVT-11127
Figure 13 : Inhibiteurs de la SCD-1.

Certains AG insaturés sont des inhibiteurs natudelsSCD-1. [acide sterculique
isolé des graines d8tercula Foetidales thioAG, analogues des AG, synthétiques,
avec un atome de soufre a la place de la fonctiébhgie terminaletels que l'acide
9-thiostéarique [158]sont les premiers inhibiteurs naturels a étre meiseévidence

(Figure 13)

Certains CLA ont un effeinhibiteur de l'activité de SCD-1, par liaison sur le site
actif, en particulier lgransl0O,cis 12 -CLA [155, 159, 160], dont nous avons étudié

les effets sur la survie des cellules cancéreudesues.

4.3 Régulation du métabolisme des lipides par SCD-1

L’expression endogene de SCDet la synthése des AGMI sont largement reconnus
comme étant essentiels aux fonctions physiologigleeta cellule eucaryotdn effet,
il a été montré que les souris Asébjarteuse d’'une mutation naturelle de SCD-1,

présentent en particulier une diminution de la dpmese, de la synthése des TG et
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des EC, une augmentation de 'oxydation des AG qui s’accompagne d’une réduction

de la masse grasse et de la sensibilité a I'insuline [161, 162]

En temps normal, un régime hyperglucidique chegolaris ou le rat induit une forte
augmentation de l'expression hépatique de SCD-1 via l'activation de SREBP-1c
induite par I'insuline. De cette activation résulte une augmentation deylthése
des AGMI et des TG hépatiques (Figure 14). Chesdaris SCD-1- sous régime
hyperglucidique et hypolipidique, le processus detumation de SREPB-1c est altéré
Cela conduit aune absence de I'induction de la lipogenéese, et @ une accumulatiodu
cholestérol, qui ne peut plus étre estérifie. Ceslifitations ont des conséquences sur
la composition et la clairance des lipoprotéinesLL& VLDL (respectivement.ow
Density Lipoprotein et Very Low Density Lipoprotejn [124, 163, 164] La souris
SCD-Y'- présente également une augmentation du niveau @eoiydation via une
augmentation de I'expression des différentes enzymes impliquées dans la B-oxydation,
comme l'acyl-COA oxydase, la déshydrogénase des acyl-CoA aulrghaine et la

carnitine palmitoyl-transférase | [165].

D’une maniere générale, le mécanisme moléculaire reliant la déficience en SCD-1 a
une augmentation de [&oxydation et a une abolition de la lipogeneseedsés peu
compris. Cepndant, I'activation de 'AMPk semble étre impliquée dans le foie et le
muscle [166, 167]L’activation de ’AMPk par phosphorylation, inactive ACC. Il en
résulte une diminution du taux de malonyl-CoA. Gerder entre dans la synthéde
novo des AG et est un inhibiteur allostérique de landame palmitoyltransférase-1,
impliqguée dans le transport des AG au travers deméanbrane mitochondriale en
vue de son oxydation [167]. Une inhibition de SCl déficience chronique par KO
dans des cellules cancéreuses pulmonaires et massnsont connues pour activer

I’AMPk et inactiver ACC conduisant a une baisse de lagipese [111]. (Figure 14).
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Figure 14 : Régulation du métabolisme et des voies de sigmsdtion par SCD-1
dans les cellules cancéreuses.
ACL : adénosine triphosphatirate lyase, AMPk AMP-activated protein kinaseD’apres

lgal [86].
4.4 Controle du cycle cellulaire et de la prolifération par
SCD-1

La synthése de lipides tels que les AGS, les macképules de la membrane que sont
les PL et le cholestérol, est régulée parallelement aalecgellulaire [168-170]
L’implication de SCD-1 dans la mitogenése a été proposée aprésséaam évidence
qgue des facteurs de croissance activateurs du cetildaire, tels que PDGHEGF,

et linsuline, induisent lexpression de SCD-1 dans les cellules cancéreuses
pulmonaires humaines, et les fibroblastes de pdaumains et murins [135, 13d]a
régulation positive de I'expression de SCD-1par PDGF induit une augmentation de
la synthése des AGS et des AGMI, des PL et du shéel. Cette induction semble
dépendante de l'activation de la voie PI3K, impliquée dans la régulation du cycle

cellulaire [136].
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Des études récentes momteque SCDt n’est pas seulement une cible de la
machinerie de régulation du cycle cellulaire maiartigipant également a la
régulation moléculairale la cellule en division. En effet, dans la celld&ncéreuse,
l'activité SCD-1 contrble le passage de la cellule de la @hasa la phase S [102,
171]. Le blocage du cycle cellulaire par des intdbis de SCD-1 peut étre outrepassé
par un apport exogene en AGMI. Ceci met en évidéhegortance des AGMI dans

la progression du cycle cellulaire [17Bien que les mécanismes moléculaires par
lesquels SCD-1 est impliquées dans a la progrestans le cycle cellulaire ne soient
pas bien connysette régulation passerait par une altération deanu de la cycline
D1 et laCyclin Dependent Kinas€DK®6 [171], deux protéines impliquées dans la
progression du cycle entre la phaseeG S [172]. De plusalperte d’activité de SCD-

1 induit une linhibition de D'activité de la [-caténine via la levée de linhibition
d’Akt sur GSK3 [102]. La B-caténine est impliquée dans la régulation positdee

genes de la prolifération cellulaire, tel gcHenyc.

L’exces d’AG libres, en particulier saturés, induit une lipotoxicgar les cellules
B-pancréatiques, les cardiomyocytes, ainsi que sumgnamd nombre de cellules et
tissus cancéreux [173-182], alors que les AGMI emldent avoir aucun effet [174].
Un marqueur de la cellule cancéreuse est la production constitutive d’AGS. Pour
palier aux effets déléteres lies a eeticcumulation, 'exces d’AGS doit étre
particulierement bien géré par la cellule canc&elne surexpression de SCD-
protégerait les cellules endothéliales artérietles cette lipotoxicité [132].Aussi,no
peut supposer que la présence, dans ces cellulegreaisesd’'une SCD-1 trés active
qui serait cruciale pour transformer les AGS toexisiuen AGMI biologiquement
neutres. Cette hypothésst soutenue par le fait que I'abhtion de I'expression et/ ou

de l'activité de SCD-1, conduit a la mort par apoptose de cesleslli111, 112, 171]
et que la surexpression de SQDbloque la mort par apoptose induite par lacide
palmitique [175, 182]. Les mécanismes moléculanesstress induits par un exces
d’AGS évoluant vers la mort par apoptose suite a uncilédn SCD-1 sont encore
mal connus. Une modification du ratio AGMI/ AGS, int des perturbations dans le
processus de synthese dB4, et un remodelage de leur composition avec un

enrichissement en AGS au détriment des AGMI. llesh de méme pour la synthése
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des TG. Il a par ailleurs été rapporté gue;s d’une inhibition de I'expression de
SCD-1 une diminution de la teneur en AGMI en faveur @3S au sein de®L

induisait une activation du stress du réticulum3J18

L’activité SCD-1 apparait fortement impliquée dans la répateséa cellule a certains
stimuli des voies de signalisation mitogéniques d&t survie. Dans les cellules
cancéreuses du poumon et de la prost&eD-1 est un modulateur clé de la voie
P 13K/ Akt impliquée dans la régulation du métaboksiipidique, la croissance et la
réplication cellulaire [102, 113]. Par ailleur§abolition de SCD-1 conduit a la
déphosphoylation et a lactivation de GSK33, un élément de la cascade de
signalisation de Akt, qui inhibe la prolifératioelitlaire en favorisant la dégradation
de la cycline D1 [184]. Ces résultats suggerent infleence déterminante de SCD-1
sur la voie de signalisation mitogénique Akbodulateur de la lipogenese. Comme
décrit précédemment,C®-1 module la composition des PL membranaires et uieod
ainsila composition des radeaux lipidiques, siege de l'activation de nombreuses voies
de signalisation, et contribue ainsi a une suratton des voies mitogénigse
associées a EGFR eatl'Insulin like Growth Factor(IGF), comme observé dans de

nombreux cancers [185].

4.5 Potentiel thérapeutique de SCD-1 et des enzymes de
la synthése des AGS

Les altérations du métabolisme lipidique, en paiiéc de la synthése des AGMI
dans les cellules cancéreuses et le réle de SCans th cellule, font de SCD-1 et des
enzymes de la synthese des AGS des cibles de daoiz le traitement de certains

cancers

4.5.1 Cas des enzymes de la synthése des AGS : ACC et FAS

Les enzymes de la synthese des AGS, ACC et FAS, bemtucoup été étudee
comme cibles potentielles lors des traitements @etains cancers. En effet,
I’extinction de D'expression d’ACC a l'aide d’ARN interférent (siRNA) induit un
retard de croissance et la mort par apoptose dietesecancéreuses de prostate, sans

induire d’effet cytotoxique sur les cellules non malignes [186]. De la méme maniere, il
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a été montré qu’ACC était indispensable a la survie des cellules cancéreuses du sein
et de la prostate [187, 188 extinction de D'expression d’ACC conduit a une
diminution de la synthese d’acide palmitique, qui est associée a une augmentation de
la production d’espees réactives de l'oxygene (ROS) [187] L’inhibition de lactivité
d’ACC conduit a la mort par apoptose et a 'autophagie des cellules cancéreuses de la

prostate [188]

L’inhibition de l'activité de FAS par des inhibiteurs pharmacologiques et I'inhibition

de l'expression de FAS par des siRNA ont montré des effets anti-tumoraux
significatifs sur des lignées de cellules cancéswed sur des modeéles de xénogreffe de
cancer du sein, de la prostate, et de I'ovaire [189-195]. Différents mécanismes ont été
proposés pour expliquer l'effet anti-tumoral de I'abolition de FAS dans les cellules
cancéreuses, dont la baisse de la synthése degplpitipgdes, la perturbation de
localisation des régeeurs a la membrane, linhibition du cycle cellulaire,
I'accumulation toxique de malonyl-CoA (précurseur des AG) [196]apoptose et
I'inhibition des protéines anti-apoptotiques [197]. En effet, il a été montré dae
modulatbn de I'expression de FAS induit une sensibilisation des cellules aux ligands
des récepteurs de mort tels que TRAILufmor necrosis factor-Related Apoptosis-
Inducing Ligand [198]. Bandyopadhyayet al. ont montré que l'extinction de FAS
par siRNA dans les cellules cancéreuses du semlisait une augmentation de
I'expression d’éléments pro-apoptotiques tels que BNIP3, impligué aussi daas |
nécrose et 'autophagie, TRAIL, et DAPK2 (Death-Associated Protein Kinasé 2ia
une augmentation de la teneur en céramides [199, RGibolition de activité de
FAS s’accompagne d’'une augmentation de l'activité caspase-8, impliquée dans la
mort induite par les récepteurs de mort [198, 20iduisant]’expression de DDIT4
(DNA Damage-Inducible Transcript)4un inhibiteur de la voie mTORmammalian
Target Of Rapamycin[201]. La voie mTOR contréle la synthése des pragivia
elF4E ; son inhibition par DDIT4 induit une diminom de I'expression de FLIP
(FLice (caspase-8) Inhibitory Protein protéine inhibitrice de la caspase 8.
L’abolition de I'activité de FAS régule également de nombreuses protéines impliquées
dans le cycle cellulaire notammenp27 et Rb (géne de la protéine du

RétinoBlastome) [202]Le KO FAS induit une augmentation de l'expression des
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inhibiteurs de cycline, p2®:, p16'k4, p18Nk4 et des régulateurs du cycle cellulaire en
GJ M, CHEK; (Chekpoint Kinase )2 WEE:, PLK; (Polo-Like Kinase )1 [202]
L’extinction de 'expression de FAS par siRNA induit une diminution de I'expression

de Skp2, une compante de 'ubiquitine ligase E3. Skp2 a pour role de cibler {27
pour induire sa dégradation par le protéasome. La diminution de I'expression de Skp2
induit une augmentation du niveau de p27, permettaribition du cycle cellulaire

en G/S via une inhibition des kinases dépendantes gefines [203]. Dans les
cancers mammaires et ovariens, l'inhibition de FAS induit une réduction de
Iexpression de HER2, un récepteur des facteurs de croissance épidermiques humains
fortement exprimé dans certains de ces cancergjis@ut ainsi la prolifération
cellulaire [192, 204]. Par ailleurs, une perturbatide la synthése des AG dans les
cellules cancéreuses, conduit a des altératiorla dgnthese de lipides complexes tels
que les phospholipides [79], qui se trouvent alergsichis en AGS et AGMI. La
synthése des phospholipides est une étape imperfantr la fabrication de nouvelles
membranes, dont le composition apparait essentpele la signalisation cellulaire,

et semble jouer un réle contre la formation des RZDS].

4.5.2 Une cible thérapeutique potentielle de certains carers : SCD

SCD-l en tant qu’enzyme limitante de la synthese des AGMI et impliquées dans le
controle de la proliféeration cellulaire et de lar\gg, est une cible intéressante dans le
traitement de certains cancers. En effet, il a éténtré que la suppression de
lactivité SCD-1 par des approches génétiques ou pharmacologiqoesiuit a un
ralentissement de la prolifération des cellulescéaeuses ou transformées et une
diminution de leur survie [111-113, 171, 206, 20} diminution de l'expression
stable deSCD-1 dans les cellules cancéreuses pulmonaires indoitdéfaut de
progression tumorale lors de xénogreffe chez laisdul3]. Elle conduit a un blocage
du cycle cellulaire en &S et a la mort des cellules cancéreuses pulmaoqiee
apoptose [171]. Dans les cellules cancéreuses mamsnet coliques, cette mort est
dépendante de la caspase-3 [86, 113, 171, 206]célades cancéreuses pulmonaires
déficientes en SCD-présentent une réduction d’environ 40% du ratio Akt active
(phosphorylée)/ Akt totale. La voie Akt régule ditié@ts aspects du développement

de la cellule cancéreuse tels que la prolifératioflulaire, I'apoptose et le
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métabolisme. Une diminution de l'activation de cette voie lors de la déficience en
SCD-1 conduit a une diminution de la phosphorylatide GSK® notamment
impliquée dans la voie Wnt. Il en résulte une dintion de la prolifération, de
I'invasion tissulaire, de la lipogeneése et une augmentation de l'apoptose [113]. De
plus, une abolition de SCD-1 sensibilise les celukcancéreuses aux effets pro-

apoptotiques de I'acide palmitique [112, 113]
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5. Modulation de la proliféeration cellulaire par les AG

5.1 Effets des AGS et des AGMI en C16 et C18

Nous aborderondans ce chapitre les effets de ces AG lors d’'un apport exogene sur

les cellules saines et cancéreuses.

Un apport d’acides gras libres sur un grand nombre de cellules riipeases telles
que les celluleg, les cardiomyocytes et les hépatocytes, est cquur induire de la
toxicité et de la mort cellulaire [179, 208-218}ien que les AGMI tels que 'acide
oléique et l'acide linoléique soient mieux tolérés, les AG tels que 'acide palmitique,

induisent des altérations cellulaires importantesopnduisent a la mort cellulaire.

Les effets cytotoxiquede 'acide palmitique dans les cardiomycytes sdids a une
altération de la mitochondrie et de la synthése daesdiolipines (glycérol
bisphosphatidyle), constituants de la membranermeede la mitochondrie. Ces
altérations conduisem la libération du cytochrome ¢ et a l'activation de I'apoptose
[210, 213]. Au niveau hépatue, I'acide palmitique semble induire la production de
ROS issus de perturbations de la mitochondrie [214}imule également la synthese
de TNFx [209], et induit’apoptose au travers de l'activation de JNK [211] et du
stress du RE [215]. ’hcide palmitique est aussi capable de moduler les signaux
intracellulaires dans les cellules préadipocytaids3-L1 de souris et dans des
cultures primaires de préadipocytes de rat [216] iloactive le stress du RE et

module la voie Akt.

L’acide stéarique est impliqué dans la régulation de la prolifératide la cellule
cancéreuseEn effet, l'acide stéarique inhibe la croissance tumorale mammaire et
hépatique chez le rat [211]a modulation de la proliféeration des cellules canecises
leucémiques humaines par l'acide stéarique semble s’effectuer via une inhibition de la
fixation de Tloncoprotéine c-MYC a I'ADN [218] Par alilleurs, le premier
intermédiaire de la peroxydation de lacide stéarique, 'acide 9-hydraxystéarique
induit un arrét du cycle des cellules cancéreuséigues HT29 en @ G; dépendant

de la surexpression de p21 [219].
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L’acide oléique quant a lui protege des effets pro-apoptotiques de l'acide palmitique
dans les cellules musculaires squelettiques, lde®f3, les cardiomyocytes ou encore
les cellules cancéreuses mammaires [180, 208, Z21], Les effets de 'acide oléique
ont beaucoup été étudiés dans le cadr&adkérosclérose. Il favorise la prolifération
cellulaire des cellules endothéliales et muscutailssses vasculaires [222-227]
notamment par l'induction des voies PKC @ctivating Protein Kinase C)et
PI13K/ Akt [225, 227]. Lacide oléique promeut la prolifération induite par IGF-1 au
travers de la libération’acide phosphatidique par la phospholipase D [222Dans les
cellules d’hépatocarcinome, 'acide oléique induit la prolifération par activation de la
phospholipase D, de la voie mTOR [228] et par iitiobh de PTEN, inhibiteur de la
voie PI3K/Akt [229]. La voie PI3K est impliquée dara proliféeration des cellules
cancéreuses manaires induite par l'acide oléique [180] Dans le canceru sein,
l’acide oléique joue un réle important sur la prolifération, la survla, migration et

I'invasion des cellules [180, 230-233]

Quelques études ont montré des effets opposés de I'acide oléique sur la survie des
cellules cancéreuses ou immortalisée&ulle d’olive riche en acide oléique induit
I'apoptose et la différenciation des cellules colorectales prénéoplasiques par inhibition

de COX2 suivie d’une diminution de I'expression des protéines anti-apoptotiqies de

la famille Bcl-2 [234] L’effet semble moins important lorsque les cellules sont traitées
uniquement avec l'acide oléique. Dans les cellules cancéreuses mammaires
surexprimant l'oncogene HER-2, I'acide oléique réprimel’expression de cet oncogéene

et favorise l'inhibition de la prolifération de ces cellules [235]. Enfin, sur les
lymphocytes T immortalise 'acide oléique induit une inhibition de la prolifération
cellulaire et favorise l'apoptose de ces cellules par activation des caspases et la

production de TNk [236]

Les AG, substrats et produits de SCD-1, jouent un roélegarmant dans la
prolifération et la survie des cellules et plustpadierement des cellules cancéreuses.
Les acides palmitique, stéarique, palmitoléiqueokéique sont également impliqués
dans la égulation de l'expression de SCD-1 En effet 'acide oléique régule
I'expression de TARNm de SCD-1dans les hépatocytes de rat [140his n’a pas été

mis en évidence dans les adipocytes murins (3T3-ld) les cellules
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d’hépatocarcinome humain [144, 147] Les AGS substrats de SCD-1 sont quant a eux
inducteursde 'expression de SCD-1[237].

5.2 Effets des AGPI| et des acidesonjugués de D’acide
linoléique (CLA) sur la cancérogenese

Les AGPI sont aujourd’hui tres étudiés pour leur potentiel thérapeutique ou
préventifd'un grand nhombre de maladies. Les premiers effets bénéfigiessAGPI

ont été décrits au niveau des maladies coronargerper la prévention de la
thrombose et de I'athérosclérose associée a un effet anti-arythmique, anti-agrégant et

hypotriglycéridémiant.

Les AGPI, du fait de leur richesse en insaturatémm sensibles a 'oxydation et
forment des sous produits aux propriétés négaties,que le malondialdéhyde ou le
4-hydroxy-2-nonenal dans des pathologies de typearaou diabéete [7]Mais les

AGPI présentent toutefois des effets bénéfiqguesomgnts non négligeables.

Les AGPI n-3 ont la capacité de réprimer la tramsfmtion néoplasique,
Iangiogenese et la croissance tumorale. En effet, ils présentent un effet direct
inhibiteur de croissand@ vitro sur les cellules cancéreuses coliquesnetivo chez la
souris, le rat et des xénogreffes de tumeurs huesaP38-241].Par exemple, 'EPA
(20:5 n-3) et le DHA (22:6 n-3), réduisent la tailet le nombre de tumeurs
colorectales chez les rongeurs. Il a été égalendéniontré que I'EPA réduisait de
maniere significative le nombre et la taille desypes chez des patients atteints de

polypose adénomateuse familiale [242)].

Les AGPI de la famille en n-6, sont quant a euxril@ccomme étant pro-
inflammatoires et promoteurs de tumeurs, notammeénide linoléique (18:2 n-6)
[243]. L’acide arachidonique (20:4 n-6) a des effets divergents vis-a-vis de la
cancérogenese. En effet, il est connu pour promouvoir la prolifération et 'angiogenese

du cancer du sein [244], mais il réduit la vial@ldes cellules cancéreuses, notamment

par I'induction de ROS [218, 245-247].

En 1990, des isomeres de l'acide linoléique, en particulier lecis9, trans11 acide

linoléique (c9,t11-CLA) et ldrans10, cis-12 acide linoléigue (t10,c12-CLA) connus
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aussi sous le nom de CLAL et CLAZ2 respectivement, &é mis en évidence comme

des AG au potentiel anti carcinogéne [248].

5.2.1 Structure des CLA

Les CLA sont des dienes conjugués isomeres géoquesi et ou positionnels de

'acide linoléique (18:2 n6 A9cis, 1Xis) (Figure 15).

lls possédet deux doubles liaisons consécutives, d’ou le terme de diénesS conjugueés
Une vingtaine d’isomeres ont été mis en évidence, et seuls deux sont principalement
étudiés, ¢ 18:2 n-7 A9cis, 1ltrans (c9,t11-CLA) aussi connu sous le nom d’acide

rumeénique, et le 18:2 6-Al0trans 1ZXis (t10,c12-CLA)

Acide linoléique, 18:2 n-6 A9cis,12cis

12 9
w6 /\/\/—\/:\/\/\/\Z/COOH

18
n-6

CLA-1, 18:2 n-6 A9cis,11trans, acide ruménique, ou c9,t11-CLA

w7 13 —* COOH
\/\/\W/\/\/
n-7 Y 2

CLA-2, 18:2 n-6 A10trans,12cis, ou t10,c12-CLA

w6

18
WW\/\/\/COOH
n-6 12 \10 2

Figure 15 : Structure des acides gras conjugués de l'acidénbléique.

En haut, la structure de 1'acide linoléique (18:2 B-A9cis,1cis), au milieu l'acide conjugué
de Tacide linoléique-1 (CLA-1) aussi connu sous le nom d’acide ruménique du lieu de
synthése naturelle, et en bas, la structure du €LA-

5.2.2 Origine des CLA

La biosynthese des CLA est issde la biohydrogénation de l'acide linoléique en
majorité et del’acide a-linolénique (18:3 n-3) en trés faible quantité,r ga flore
microbienne dans le tractus digestif des ruminabtsjins et ovins [249]. De cette
biohydrogénation résulte la synthése du c¢9,t11-Clodyj peut étre directement
absorbé, ou meétabolisé par les microorganismes utoen. Certaines bactériehi

rumen, commePropionibacter seraient a l'origine de la synthese du t10,c12-CLA.
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Environ 90% des CLA synthétisés chez les ruminasoet du c9,t10-CLA. Le
t10,c12-CLA est le deuxieme isomeres majoritairemeroduit dans le rumen, bien
qu’il représente moins de 10% de la production totak @eA. De ce fait on
retrouve ces CLA dans les produits laitiers, amse dans la viande ovine et bovine.
Cependant la teneur en CLA de ces aliments estabkri selon la saison,

'alimentation des animaux ainsi que leur état physiologique (dge) [249, 250].

Les CLA sont aussi le produit de réactions chimgde synthese a partile 'acide
linoléique sous condition alcaline ou dotl’hydrogénations industrielles [249, 251]
Lors de ces processus, la production en c9,t11-@LA10,c12-CLA est gquasiment
équimolaire. Dans ces préparations apparaissent d’autres isomeres, en faible quantité,
avec des doubles liaisons sur les carbones 8,101¢lB. Les CLA issus de synthese

chimigue entrent dans la composition de complémalitsentaires.

Tableau 2 : Estimation de la quantité en CLA présete dans divers aliments
[252].

Produits laitiers mg/ g de lipide Viande/ P oisson mg/ g de lipide
Lait entier 5,5 Beeuf 4.3
Lait concentré 7,0 Veau 2,7
Beurre 4.7 Agneau 5,8
Créme glacée 3,6 Porc 0,6
Yaourt allégé 4.4 Poulet 0,9
Yaourt entier 4,8 Dinde 2,6
Cheddar 4.1 Saumon 0,3
Huiles Végétales mg/ g de lipide Jaune d’ceuf 0,6
Huile de tournesol 0,4
Huile de carthame 0,7
Huiles d’olives 0,0 Exprimée en mg de CLA/g de lipide

5.2.3 Potentiels thérapeutiques des CLA

C’est en 1987, qu’a été identifié pour la premiere fois le potentiel anti-cancérigene des
CLA a la suite de la découverte d’un agent, produit par isomérisation alcaline de
I’acide linoléique dans le boeuf grillé, inhibant I'initiation du cancer épidermique chez

la souris [253]. A la suite de cette découvertephapart des études sur les CLA est
associée a leurs propriétés anti-canceérigefass les effets bénéfiques des CLA sur le

diabete, lathérosclérose, le métabolisme des lipides, la réponse immurstaile
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meétabolisme de la vitamine A [254], ont été déméatdans de nombreux modeles

experimentaux.

5.2.3.1Propriétés anti-cancérigenes des CLA

Les CLA ont des effets anti-cancérigenes a diftssestades de développement des
cancers, dont I'initiation, la progression et le développement de métastases [255-257]

I a été montré que les CLA retardaient ou rédeigai’installation de tumeurs
chimio-induites chez le rat et la souris, notammees cancers de la peau, des

glandes mammaires et de 'estomac [20, 253, 258-261]

Quelques études chez ’'Homme, ont montré que chez la femme ménopauséesdaqi
de développer un cancer du sein était inversememtlé a la consommation de CLA
[262] Une étude sur 360 femmes frangaises, a montré que l'incidence et le nombre
des tumeurs étaient plus faible pour le groupe mn@awec un régime enrichie en CLA

par rapport au régime controle [263].

Les effets des CLA varient avec la spécificité tesnéres, avec le type de cancer, le
stade et sa localisation. Les effets des CLA ssrcellules cancéreuses sont liés a
I'inhibition de croissance et de prolifération [260, 264, 265], al’induction de
I'apoptose [266-268], et da réduction de I'angiogenese [256].

Les CLA semblent intervenir au niveau de plusiews®s de signalisation et avoir de
multiples effets En effet, les CLA induisent I'apoptose par régulation positive de ses
voies de signalisation [269par modulation de 'homéostasie de la mitochondrie [270]
ou via un stress oxydatif passant par la Protéimease C et la NADPH oxydase
[271]. La prolifération des cellules endothélialest réduite par les CLA via la
modulationde bFGF [272]. Les CLA régulent aussi les PPAR [2734], notamment
via 'augmentation de rétinal, qui influence I'expression génique des PPARS[254] Ils
activent la transcription de facteurs impliqués sl contréle de la régulation de la
croissance cellulaire [275], de la difféerenciati@ed de l'apoptose [276]. Les CLA
modulent le métabolisme de 'AA et réduisent la production de prostaglandine E2 et
de cytokines [277-279].es CLA réprimenm 'expression de récepteurs auxestrogenes

au niveau du messager et de la protéine, et diminleur 'activité de protéines
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nucléaires [280], ainsi ils régulent la prolifém@ticellulaire. Les CLA inhibent aussi la
voie de signalisation du récepteur a I'IGF-1, impliqué dans le développement du

cancer de la vessie [281, 282]

Bien que le t10,c12-CLA et le c9,t11-CLA aietdtabord été mis en évidence comme
inhibiteur de la carcinogenése induite chimiquemedans des modeles de rongeur
[260, 283], des études récemtmontrent qu’un régime contenant 0,5% a 1% de
t10,c12-CLA pourrait promouvoir le développementmiral dans des modeéles de
tumeurs mammaires spontanées (souris transgéniqb@ Bu PyMT) et sur la

croissance allométrique de la glande mammaire [288]

5.2.3.2Autres propriétés thérapeutiques

Les CLA sont également connysur avoir d’autres effets vis-avis d’un grand

nombre de pathologies dont le diabete, I’athérosclérose et I'obésité.

Les CLA ont des propriétés anti-diabétiques chezrdé ou ils augmentet la
sensibilité a I'insuline [286] Chez 'homme, la supplémentation par un mélange de
CLA est associée a une amélioration de la glycémnjeun chez le patient diabétique

[287] A Tinverse, les CLA augmentent la résistance a I'insuline chez la souris [288].

Une supplémentation en CLA est connue pour exemcegrand nombre de réponse
sur les profils lipidiquesll en résulte des effets bénéfiques sur I'athérogenese chez le

lapin et le hamster [289, 290].

lls augmentet également la réponse immunitaire et protégent dffsts du

catabolisme [291, 292].

Les CLA sont connus du grand public, du fait dedepropriétés amincissantes mises
en évidence chez la soslrie rat, le hamster, le chien et 'homme [249]. Les résultats
chez ’'hnomme restent toutefois trés controversés [252]perte de masse grasse chez
la souriss’accompagne d’altérations majeuresau niveau de l'organisme, avec une
hépatomeégalie, une insulinésistance et D'apoptose des adipocytes [252]. Le
t10,c12-CLA seraitresponsable d'une augmentation de la résistance a I'insuline, de la

glycémie a jeun, de dyslipidémie [293, 294].
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5.2.3.3Les CLA et la régulation de SCD

Les CLA modulent la composition des membranes leatless par réduction de la
proportion en AGMI, en réduisant’index de A9 désaturation, soit les ratios
16:1/16:0 et 18:1/18:0 [295Dne diminution de l'index est le reflet d’'une diminution

de lactivité SCD. Il a été montré que des mélanges de CLA, c9,t11 et t10,c12,
inhibent I'expression du messager de SCD au niveau hépatique chez la souris, tout
comme dans les pré-adipocytes [295, 296]. Un tnagt® par le t10,c12-CLA des
pré-adipocytes 3T3-L1 prévient la formation de deldttes lipidigues [296]. Nous
avons montré que le t10,c12-CLA induisait une dimion de la synthese des AGMI
dans les cellules cancéreuses coligp@s inhibition de I'expression de SCD-1ou de

son activité (Figure 37 page 110).

Le mécanisme d’action du t10,c12CLA sur l'expression de SCD passe par une
diminution de la stabilité du mesgr et/ou de l'expression de SCD [114]. Par
ailleurs, le t10,c12-CLA peut exercer un effet diresur la protéine et inhiber son
activité [160, 297, 298]
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6.Le stress du réticulum endoplasmique : origine et
conséquences

6.1 La voie du stress du réticulum

Le RE est une organelle subcellulaire impliqguée sddam synthese de protéines
sécrétoires ou membranaires et la synthése deeipgdmme les AGMI, les PL et les
TG. Au niveau du RE se trouve un grand nombre detémes chaperonnes, de
lectines (les protéines de repliement)détnzymes de glycosylation nécessaires pour
assurer la maturation des protéines.Rlgest doté d’un mécanisme de controle de la
qualité des protéines produites et du maintienateleoméostasie. Ainsi une protéine
anormale ou un dysfonctionnement déclenche la @odPR Unfold Protein
Responsg afin de conduire la protéine anormale vers let@asome ou de rétablir
I'homéostasie du RE [299]

Le microenvironnement tumoral peut induire des pdrations des fonctions du RE.
En particulier, I'hypoxie ou le manque de nutriments activent différentes voies de
signalisation en provenance du RE a la suite de I'accumulation de protéines mal
formées. La réponse UPR est un phénoméne adaputati® cellule afin de limiter
I'entrée de nouvelles de protéines dans le REemps d’un retour a ’homéostasie du
RE. La capacité des cellules a activer ce stress gdeumet des’adapter et survire ou
d’entrer en apoptose. Il a été moh que 'hypoxie ou un appauvrissement en
glucose, est a l'origine de la résistance a des chimiothérapies via une adaptation de
cellules par le stress du RE [300]. De plus, cedagents anti-cancéreux condutsen
a la création de signaux de survie via la réponB&klWans les cellules cancéreuses
[301]. Ainsi le stress du RE apparait comme un mérae de défense pour la cellule

cancéreuse, via l'induction de signaux de survie.

Cependant, @is des conditions de stress prolongées, le stress du RE est a l'origine de
I'induction de mort cellulaire. De nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant une
activation forte et prolongée du stress du RE permettraient d’induire de la mort des

cellules cancéreuses [302].
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6.1.1 Les perturbateurs de I’homéostasie du RE

De nombreuses conditions physiologiques et pathologiques peuvent étre a 'origine du
stress du réticulum. Un appauvrissement en nutrisme#d qu'une une déplétion en
glucose, les infections virales, les perturbaside la synthése des lipides, du statut
oxydatif, et de I'homéostasie calcique sont autant de parametres qui peuvent

perturber la synthése et la maturation des proséneniveau du RE [299, 303-306].

Le RE possede un environnement unique, ou se chtdies polypeptides naissants et
des polypeptides en cours de maturation. Cette fooncentration en protéines plus
ou moins maturesst propice a l'agrégation des protéines. Les protéines chaperonnes
telles que BIP/GRP78 et GRP94Glucose-Regulated Protéinpréviennent la
formation d’agrégats. Des quantités importantes de calcium et d’énergie sont
nécessaires B bonne maturation de ces protéines. Les protéinegmtrent dans la
lumiere du RE sont 'objet d’'un grand nombre de modifications post-traductionnelles
dont les N-glycosylations, les hydroxylations, lgscarboxylations I'addition de
glycosyl-phosphatidyl-inositol et les acylationsouls ces processus sont extrémement

Sensibles aux altérations de 'environnement du RE.

L’accumulation de protéines mal maturées indidatréponse UPR. Cela déclenche le
blocage général de la synthese des protéines d&filiminer des protéines de la
lumiére du RE mal formées. Puis elle conduit’iaduction de I'expression de geénes
impliqués dans la dégradation des protéines (macieinERAD) et des protéines
chaperonnes afi de permettre le retour de I’homéostasie du RE. Si le stress est

maintenu, alors il y a induction de la mort par piose.

6.1.2 La signalisation du stress du RE

Les acteurs moléculaires de la voie du stress duoREbien été décrits au cours de
ces dix dernieres années. Il est maintenant biebliétque trois transducteurs
transmembranaires localisés au niveau de RE initre réponse adaptative lors du
stress du RE. Ces trois transducteurs sont, laémmtkinase IRE1 Ifositol-
Requiring Kinase 11 [307, 308] la protéine kinase PERKd6uble-stranded RNA-
activated protein kinase like ER KindB89] et le facteur de transcription ATF6
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(Activating Transcription Factor 6[308, 310]. Ces trois transducteurs sont exprimés
de maniére constitutive, mais ils sont soumis a digulations par maturation

post-traductionnelle (clivage, phosphorylation)igife 16)

6.1.2.1La voie IRE1 : un épissage des ARNml’XBP1 sélectif

Cette voie fut la premiere a étre décrite chezelaute Saccharomyces cerevisiae
IRE1 est une protéine sérine/thréonine kinase tmansbranaire du RE avec une
fonction endoribonucléase (RNase) a site spécifiquoesque les cellules ne sont pas
stressées, la protéine IRE est maintenue sous fonmeomérique inactive par la
protéine chaperonne BIP/GRP78. Sous des condititnstress, IRE1 est libérée
Ainsi, IRE1 forme un homodimére, et par transphasplation induit son activité

RNase [299, 303]

Chez les mammiferes deux isoformes d’'IRE1 ont été mises en évidence, IREla et
IRE1B [311, 312]. IREk est exprimée dans la plupart des cellules et $jss1ais aun
niveau plus élevé dans le pancréas et le placefdfaxpression IRE1B est
prédominante dans 1’épithélium intestinal. Les activités RNases des deux isoformes

sont similaires.
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Figure 16 : Voies de signalisation du stress du réticulum etoplasmique.

Les trois senseurs (IRE1, PERK et ATF6) agissentarcert pour régulés les voies du stress
du réticulum. La protéine chaperonne BIP/ GRP 78legtrincipal régulateur négatif de ces
trois voies de signalisation. En conditions normali&a protéine BIP/GRP78 est liée au
domaine intraréticulum d’TRE1, de PERK pour prévenir de leur dimérisation, ainsi qu’a
ATF6. Lors d'un stress, BIP/GRP78 est libéré, de IRE1 ce qui permet la dimérisation de ce
dernier, activant son domaine kinase et son activité de RNase ainsi IRE1 initie l’épissage du
messager deXBP1, facteur de transcription qui cible la transcrgptides génes impliqués
dans la dégradation des protéines par la machinERAD. De la méme maniére,
BIP/GRP78 libere ATF6, ce qui induit son transport vers appareil du Golgi, ot ATF6 est
clivé pour donner un facteur de transcription aaifi dans le noyau active la transcription
de géne des acteurs du stress du RE. Enfin, BIP/@BR&e sépare de la protéine
transmembranaire PERK, qui se dimérise, s’autophosphoryle et active elF2 par
phosphorylation sur la sérine 51. Ceci conduit & diminution générale de la traduction
avec une traduction sélective du messager d’ATF4, facteur de transcription qui régule
lexpression de geénes anti-oxydatif, et de géne a la fonction pro-apoptotiqgenme CHOP.
Aa : acides aminés, XBP 1s : XBP 1 épissé
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Lors du stress du REattivité RNase de IRE1, clive le messager XIBP1 (X-box
binding protein )} pour éliminer un intron de 26 nucléotides, ce aquée un
déplacement du cadre de lecture lors de ladu¢tion et cette forme d’XBPI1s
contient un nouveau domainde fixation a I’ADN en position C terminale. Ce
facteur de transcription XBP1s joue un rbéle impattadans la régulation de
I'expression de nombreux genes cibles de la voie du stress dud@mlme les génes de
la machinerie de dégradation des protéines du REye EDEM, HDR1 [299, 303,
313]. XBP1 est un facteur de transcription a doreaZIP (@asic leucine zippgr
capable de lier élément de réponse au stress du RIE, ERSE

(CCAAT-(Ns)CCACG)[314]

6.1.2.2la voie PERK . La modulation de la traduction

Au cours du stress du RE, on observe un arrét géudérla traduction des protéines
meédié par la voie PERK. Un stress du réticulum, deon a la dissociation de
BIP/GRP78 de la protéine sérine/thréonine kinassmgmembranaire PERK. Cette
libération conduit a la dimérisation de PERK s phosphorylation. PERK ainsi
activée phosphoryle le facteur de traduction elfR2ukaryotic translation Initiation
Factor 2 sur la sérine 5thez 'homme (Ser 51 chez la levure et Ser 52 équivalente
chez la souris)La phosphorylation d’elF2x inhibe 1’échange de GTP sur le facteur
elF2B le rendant ainsi inactif pour initier la traddion. Cependant, cela permet |
traduction de messagers tefs’ATF4 sous la dépendance de p-elFATF4 régule
ainsi positivement l'expression des genes impliqués dans la synthese et le transport
des acides aminés, les genes de la réponse ardankg et certains génes impliqués
dans lapoptose tels que CHOP (C/EBP Homologous proteinappelée aussi
GADD153 Growth Arrest and DNA Damads3). [299, 303, 309]

Ces derniéres années, des relations étroites entteess oxydatif et le stress du RE
ont été mises en évidencQuelques études suggerent que NRE@&nscription
Factor Nuclear Respiratory )2serait un substrat de lactivité kinase de PERK.
NRF2 et NRF1 sont des facteurs de transcription buerviennent dans la
régulation de I'expression des enzymes anti-oxydantes en réponse au stress oxydatif.

NRF2 est présent dans tout le cytoplasme sous farmiescente, lié a la protéine
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Keapl Kelch-like Ech-associated proteinprotéine associée aux microtubules). Lors
du stress du RE, PERK phosphoryle NRF2 pour lerdibéle Keapl et induire sa
translocation au noyau. Les cellulgf2”- semblent étre treés sensibles a Iapoptose
induite par le stress du RE. Ceci suggere que NBJt2un effecteur de survie de la
voie PERK [315]. Pour appuyer cette hypothesectdkilesPERK’- accumulat les
ROS a la suite d’un stress du RE [316].

6.1.2.3La voie ATF6

ATF6 est un facteur de transcription de la famdkes bZIP. llse lie & I’élément de
réponse au stress du réticulum, présent sur lessgde la machinerie UPRBIP,
Grp94, calréticuling. 11 existe deux isoformes d’ATF6, ATF6a et ATF@&3. Elles sont
synthétisées dans tous les types cellulaires, fmuse de protéines membranaires
localisées au niveau du RE. Hors conditions dessiria protéine ATF6 est liee a
BIP/GRP78. En réponse au stress, ATF6 est libéeésadprotéine chaperonne, et
migre vers lappareil de Golgi, ou deux protéases (site 1 et site 2) laveali
successivement. Le facteur de transcription aiotivé, induit 'expression de génes
cibles tels que les génes des protéines chapespXBP1[308, 309], CHOP et des
protéines de la machinerie ERAD telles ¢sEL1[313] La voie ATF6 induit aussi
I'expression de la protéine P58'K [protéine inhibitrice de la PKRir{terferon-induced
double-stranded RNA-activated protein kindséa surexpression de P'58 induit
une inhibition d’elF2x et de ces cibles en avaliexpression de la P58PK au cours de

la réponse UPR permet de protéger la cellule desstdu RE [317].

6.2 Conséquences du stress du RE : aprés la survie, la
mort des cellules

Lorsque le stress du RE ne permet pas de rétablir 'homéostasie de RE, la mort des
cellules est activée. La principale voie de mortcrdé est la mort par apoptgse
dépendante ou indépendante de la mitochondrie (Eidy). Mais d’autres voies
telles que l'autophagie sont aujourd’hui décrites comme étant induites par le stress

du RE [318].
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Lors du stress du RE, différents signaux pro-apogtes sont générés.’expression
de CHOP, induite lors du stress du RE est un activateur de 'apoptose. L’efflux de
calcium du RE par BAKBcl-2 homologous antagonist/ KillglBAX, l'activation du
complexe ASK1 Apoptosis Signal-regulating Kinasg INK (c-Jun mino terminal

Kinasg et le clivage de la procaspase-12 chez la sowris d’autres activateurs de

I’apoptose [303]

TN
)
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\ o \

' " CHOP

Il

" Bd 2

\ r* GADD34, Trb3 DR

L o 4

\

APOPTOSE

Mitochondrie=.

Figure 17 : La mort cellulaire programmée ou apoptose induite pr le stress du
RE.

Le stress du RE, par ses différentes voies conduit de maniere redondante a ’activation des
caspases impliquées dans 'apoptose dépendante et indépendante de la mitochondrie. IRH-
activée recrute TRAF2, induif’une part 'activation de la caspase 12 qui initie la cascade
des caspases, mais aussi activation par phosphorylation de JNK. JNK phosphorylée, induit
la libération des protéines proapoptotiques BAKB&AX de leur inhibiteur BCL-2 au niveau
du RE et de la mitochondrie, ce qui favorise lefflux du calcium du RE. L’action conjointe du
calcium, de BAX et de BAK active l'induction de l’apoptose depuis la mitochondrie.
L’activation des voies PERK et ATF6, conduisent a I'expression du facteur de transcription
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CHOP qui induit l'apoptose en modifiant le profil d’expression de génes pro- et anti-
apoptotiqus. Les epeces réactives de l'oxygene (ROS) peuvent étre une cause et une
conséquence du stress di&.RD’apres Szegezdi et al, et Malhotra et Kaufmaf299, 303]

6.2.1 CHOP, l'effecteur de la mort dans le stress du RE

CHOP ou GADD153 est un facteur de transcriptionad&amille bZIP, qui est induit
sous l'effet des voies ATF6 et PERK. Il a été montré que des cedl@elOP- étaient
protégées de la mort par apoptose induite parrkesstdu RE [319]. CHOP induit
Iexpression de différents genes impliqués dans la mort cellulaire tels queGADD34,
Trb3 (Tribbles homolog B3 DR5 (Death Receptor )5 GADD34 code une sous unité
de la protéine phosphatase 2C responsable de lnhodéprylation d’elF2x. Ceci
relance la synthése protéique inhibée par p-elliuite par la voie PERK. Le
maintien de la synthése protéigyens retour a I'homéostasie du RE induit de
maniére chronique la réponse UPR. Ainsi la quandéérotéines a maturer dans la
lumiére du RE tend a augmenter et initie la mortutare [320] L’expression du
géneDR5est un gene induit par augmentation de I'expression de CHOP [321, 322]
Le géneDR5 code un récepteur de mort situé a la membrane, ,RRblors de la
fixation de son ligand, TRAIL,il est responsable de Dactivation de la voie
extrinseque de mort par apoptose [321]. Certainegdes montrent aussi que
I'induction de I'expression de DR5 par CHOP lors du stress du RE est a 'origine de
I'activation de cette voie indépendamment de la fotdu ligand [323]Trb3 code
une protéine a activité kinase supposée. Un KO gai3 induit une résistance des

cellules HepG2 a 'apoptose induite par le stress du RE [324].

CHOP a aussi été impliqué dans la régulation négade BCL-2 codant pour une
protéine anti-apoptotique, et dans la déplétion ghutathion, ce qui favorise la

production de ROS et I'activation de 'apoptose [325].

6.2.2 Mort cellulaire induite par IRE1 dans le stress duRE

Nous avons décrit précédemment que la voie IRELitedpar le stress du RE
conduit a I'épissage de 'ARNm de XBP1 L’induction de la voie IRE1 est aussi a
I'origine de l'activation de cascade de kinases MAP KMijtogen-Activated Protein

Kinasg.
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Le domaine cytoplasmique d'TRE1 interagit avec une protéine adaptatrice, TRAF2
(Tumor necrosis factor Receptor-Associated Factprl2activation de JNK se fait
par interaction d’ASK1, une MAPK et le complexe IRE1/TRAF2 [326] L’activation
de JNK et l'apoptose induite par le stress du RE sont réduites dans les cellules

IREL- et ASKY-.

Le complexe IRE1/ TRAF2 ceeluit aussi a 'apoptose, par activation de la caspase-12
chez la souris [327] et partivation d’ATF3 [328].

TRAF2 couplé au récepteur de mort activé induipheosphorydtion et 'activation
de JNK [329]. Diversestudes suggerent que 'activation d’IRE1 par le stress du RE
initie la voie extrinseque de mort par apoptose ipageraction avec TNFR1, TRAF2
et ASK1. Il apparait qué€dctivation par le stress du RE de JNK est altérée dans les
cellulesTNFR ¥ -[330, 331] L’expression de TNFa apparait induite par IRE1, ce qui

exere@ une boucle d’amplification de I'activation de JNK.

Les ROS peuvent activer ASK1 par sa dissociatiorcaaplexe avec la thioredoxine
(TRX), apres oxydation de la TRX et cbrt a l'activation de JNK et a la mort
cellulaire [332]. TNFx est connus pour induire un stress du RE de marR&

dépendantes [333].

Ainsi le stress oxydatif et le stress du RE induiiska mort cellulaire par les mémes
voies : IRE1/ TRAF2/ASK1. Ces résultats indiguenteurelation étroite entre les

récepteurs de mort, le stress oxydatif et le stdesfRE.

6.2.3 Mort cellulaire induite par BCL2 dans le stress duRE

Les protéines de la famille de BCL2 sont impliquées dans ’apoptose induite par le
stress du RE. Les membres proapoptotiques de Gattidle sont alors recrutés a la
membrane du RE et active la caspase-12 chez la souris, vraisemblablement la
caspase- chez ’homme. La protéine BIM (BCL2-Interacting Mediator of cell death
cible de CHOP, est transloquée a la membrane detRdctive la caspase-12. Il a été
montré quun KO pour cette protéine, induisait une résistance a la mort induite par

le stress du RE. De la méme maniére, la surexpresis membres antiapoptotiques
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de la famille de BCL2 (BCL-xL, inhibiteur de la tralocation de BIM) induit la

résistance au stress du RE [334].

Les protéines BAX et BAK a domaine BH®B¢l-2 Homology Domain )3 sont
présentes a la surface du RE et de la mitochonéiiles sont maintenues inactives
par la protéine BCL-2. Au cours du stress, BAX eéiKBsont libérés de BCL-2 et
s’oligomérisent pour permettre lefflux de calcium du RE vers le cytosol.
L’augmentation de la concentration emlcium cytosolique conduit a I'activation de
caspases dépendantes et indépendantes de la mmtbEhd335, 336]. En effet,
I’augmentation de la concentration calcique participe a 'activation de la caspase-12
chez la souris (indépendante de la mitochondri¢),ele participe aussi a la
dépolarisation de la membrane mitochondriale. Cetl#polarisation libére le
cytochrome c de la membrane, qui & son tour adeveomplexe AP AF1 Apoptosis

Protease-Activating Factojlprocaspase-9 et formehitpoptosome. (Figure 173

La régulation des protéines de la famille BCL2 psti connue, toutefois CHOP est
connu pour induire BIM etéprimer I'expression de BCL-2 levant 'inhibition sur les
protéines apoptotiques tels que BAX et BAK. Pafeails, la protéine JNK activée
par le complexe IRE1/TRAF2/ASK1 est connue pour utég BCL-2 par
phosphorylation, levant ainsi la séquestration l'gthibition des protéines BH3
pro-apoptotiques [337] (Figure 17).induction et le contrdle post-traductionnel des
protéines BH3 ont un r6le important damactivation de l'apoptose. D’autres
membres de la famille de protéines BH3, PUMPA53 Upregulated Modulator of
Apoptosi3 et NOXA (Neutrophil NADPH Oxidase factprsont également induits
lors du stress du RE via p53 [338].

6.2.4 Les caspases : enzymes effectrices de la mort déepante du
stress du RE

Les caspses sont bien connues pour étre les grands acteurs de l'apoptose.
L’implication des caspases-2, 3, 4, 7, 9 et 12 a été rapportée dans la mahtlaire a
la suite d'un stress du RE [339-342]. Lors du stress du RE, on observe une
augmentation de I'expression de la calpain ¢alcium-activated neutral proteasequi

promeut D'activation de la caspase-12 [343]. De plus, les protéines BAX et BAK
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lorsqu’elles sont colocalisées a la membrane du RE, exarteune fonction
apoptotigue au traverde l'activation de la caspase-12 [340, 341]. La caspase-
active la caspase-9 qui active a son tour la ca&spa&’implication réelle de la
caspasd2 dans les stress du RE chez I’homme reste encore une interrogation, car il
existe de nombreuses mutations inactivatrices dammgne humain de la caspase-12

[344]. En revanche, il est possible que la casgasait impliquéechez 'homme [342].

6.3 Origine du stress du réeticulum : les especes réaotes
de 'oxygéne (ROS)

Des expositions répétées des systemes biologiquissastress oxydatifs altéerent le
statut redox cellulaire et engendrent des modificest oxydatives des protéines, des
lipides, et des acides nucléiques. Ces altératpmédisposat au développement de

désordres physiologiques, comme c’est le cas au cours du vieillissement [345].

Le stress du RE et le stress oxydatif sont particerinent liés. En effet, chacun
d’entre eux peuvent induirela libération de calcium du RE via l'induction de la
production de ROS. Une augmentation de la concéptraalcique intracellulaire et
intra-mitochondriale induit la production de ROSrpga chaine mitochondrie Ces
ROS sensibilisent également la libération de caicidu RE. Sans protection
antioxydante suffisante, cette boucle de régulatim@mace la survie cellulaire (Figure
18) [303]
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Figure 18 : Voies de production de ROS dans la cellule.

Les ROS peuvent étre générés a la suite d’exposition & de multiple stress comme
lirradiation, les polluants de 1'air, des produits de lghainerespiratoire et du métabolisme
oxydatif ou des cytorchrome P450 (CYP450). Les raltiéns du statut rédox ou la
génération de ROS directe ou indirecte affecte 'homéostasie du RE et la maturation des
protéines. Le stress oxydatif peut induire uaeumulation de JNK sous sa forme active,
phosphorylé. Cette accumulation est supplémentéelgpaoie IRE1 du stress du RE, qui
active la protéine JNK. Au sein du réticulum, la maturation des protéines notamment I’ajout
des ponts disulfures dépend du statut rédox dueRproduit des ROS)’apres Malhotra et
Kaufman,[303].

6.3.1 Production des espéces réactives de 'oxygéene

Une exposition a des agents toxiques tels tireadiation, les xénobiotiques, les
polluants et les médicamentse( anthracylcing), peuvent étre a l'origine de la
production de ROS. Les ROS sont produits dans tesi€ompartiments cellulaires.
A ce niveau, les ROS sont des sous produits issusédctions enzymatiques par
exemple issus de la chaimespiratoire, de lactivité des enzymes de la famille des
cytochromes P450, des glucose oxydases, des amid@-aoxydases, de la
NADPH/NAD oxydase, ou des NO synthases (Figure 18)nsi, la chaine

respiratoire mitochondriale du transport des étmtsrproduit des anions superoxydes
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(02 [346] dont la quantité dépend de son activitéle I'activité de la superoxyde
dismutase (SOD), qui les convertih peroxyde d’hydrogene (H20.). L’H,O, est
capable de traverser la membrane mitochondriale pepindre le cytoplasme. En
présence de fer Il (ferrique)e peroxyde d’hydrogene forme un radical hydroxyle
(OH) trés réacti L’anion superoxyde produit aussi d’autres métabolites toxiques
comme les peroxynitriles (ONOY) les acides hypochloreux (HOCI), ébxygene
singulet {O,) (Figure 19).

P Lumiére UV Oxydase - Catalase H,0
10, <€ 0, > H,0, —> |
Oxygeéne singulet 'Peroxy d‘e 0,
d'hydrogéne

Superoxyde
dismutases

Cycles redox Myéloperoxydase

NADPH

Arginine Mitochondrie
A 4
NO- 0, HOCI
Monoxyde d'azote Anion superoxyde
ONOO > HO"
Peroxynitrite Radical hydroxyle
Nitration des Activation des Oxydation des Peroxydation Oxydation de
protéines cascades de protéines lipidique I'ADN
kinases

Figure 19: Les espéces réactives de l'oxygene synthése, inactivati et
conséquences

6.3.2 Régulation de la machinerie anti-oxydante

En conditions physiologiquesl’accumulation de ROS est prévenue par des
meécanismes enzymatiques de défense antioxydanheretenzymatiques qui piége
les ROS ou préviennent leur formation. Les mécaesenzymatiques sont, la SOD,
la glutathion peroxydase (GPX), la catalase, etthdoredoxine réductase. Les
vitamines, en particulier les vitamines C (ascoela€ (tocophérol), les dérivesge

caroténoides et le glutathion font parties desrti&fe non enzymatiquells agissent
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en piégeant les radicaux et en captant 1’électron célibataire, les transformant en
molécules ou ions stables. La vitamine devientsalon radical, puis sera détruite ou
régénérée par un autre systeme. De tres nombrempas®s alimentaires peuvent
aussi avoir ce comportement tels que les polyplséntds alcaloides et les
phytates [347].

6.3.2.1Les superoxydes dismutases

La SOD est une métalloprotéine qui catalyse la distion du superoxyde en
oxygene et en peroxyde d’hydrogene. C’est pour cela qu’elle représente une part

importante du systeme de défense contre les radilianes.

La SOD existe sous differentes isoformes qui sé&raificient par leur localisation
cellulaire et par leur cofacteur métalliqu&n effet, on distingue les SOD a
manganese (Mn SOD, codée par le g8@D2 protégeant les mitochondries, les
formes a cuivre-zinc (Cu/Zn SOD, codée par le géd] dans le cytosol, et celle
du milieu extracellulaire (EC-SOD, codée par le ge®D3 ancrée a la matrice

extracellulaire ou circulante sous forme de tétrnan{a48]

La régulation des geneSOD est importante dans la balance des concentragans
ROS. Le promoteur d80D1est riche en région GC, ainsi qu’en boite TATA et en
boite CCAAT. Le promoteur d8OD2ne présente pas ces deux boites, mais il est
composé de nombreux motifs riches en GC, de mds#fdixation des protéines SP1
et de séquences consensus pour les protéines ARctdvdting Protein 2 dans la
région proximale du promoteur. Deux boites CCAATt éné identifiées au niveau du
promoteur du géneSOD3 Les difféerents facteurs de transcription qui dégt

I'expression des SODsont NFkB, AP-1, AP-2, SP-1 et C/EBP [349]

6.3.2.2La catalase

La catalase est responsable de I’élimination de ’'H.O,, par une transformation en,®l

et en Q. L’affinité de la catalase est importante pour les peroxydes d’hydrogéne
seulement lorsque leur concentration est accruecdtalase est formée de quatre
Sous unités protéiques contenant chacune un nogaunigue avec un atome de’Fe

lié au site actif.
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L’expression du gene de la catalase est principalement régulé par le facteur de
transcription C/ EBP3, membre de la famille des facteurs de transcnipéicdomaine

bZIP, et ou par le facteur nucléaire NF-Y [350].

6.3.2.3La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase ou GPx est formée de quaous unités contenant
chacune un atome de sélénium. La GPx prend en charge le peroxyde d’hydrogene et
des hydroperoxydes d’origine lipidique. Son substrat est le glutathion (GSH). La
quantité de glutathion dans la cellule étant limit@&st recyclé en permanence par la

glutathion réductase grace au NADPH comme donneur d’électrons.

L’expression de la GPx est régulée par le C/EBPet NF-Y.[351]

6.3.2.4R0le de XBP1

Comme décrit précédemment, le facteur de transonipXBP1 de la famille des
bZIP est induit lors du stress du RE.pHrmet de réguler I'expression de protéines
chaperonnes et la lipogenése dans le but de protégecellules du stress du RE.
Dernierement de nouveaux genes cibles de XBP1 @8t néis en évidence, en
particulier des genes inigués dans I’homéostasie rédox et la réponse au stress

oxydatif [352]

Liu et al. ont montré qu'une déficience en XBP1 augmentait la sensibilité au stress
oxydatif et la production de ROS. Cette sensibilité s’accompagne d’une diminution

de I'expression de certaines enzymes anti-oxydantes tels que la catalase, la SOD1 et
la thioredoxine 1 [353]A l'inverse, la surexpression de XBP1 dans les gliomes semble
avoir un effet protecteur vis-éis de l'arsenic ou de thérapies pro-oxydantes telles
que la radiothérapie [354]’arsenic est connu comme un agent pro-oxydant, il induit

la baisse d’expression des enzymes antioxydantes et de NRF2, facteur de
transcription régulant Dexpression de ces enzymes [355]. Ceci induit une
augmentation de la production des ROS et activetdiess du RE dans les cellules
B-pancréatiques, les neutrophiles humains, et diifggs cellules de myélome [356-

359]
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La régulation de ces genes par XBP1 ne semble pastel Il apparait que des
mutations des boites CCAAT affectent fortement &pacité de XBP1 a induire
Iexpression de la catalase, par ailleurs une surexpression de XBP1 augmente la
liaison du facteur de transcription NF-Y au promotele la catalase. Ces résultats
suggérent une régulation des genes des enzymesxpadintes par XBP1 au travers
de la fixation de NF-Y sur leur promoteur. Il semlgjue ce soit la forme non épissée
de XBP1 qui régule positivement I'expression de la catalase et non la forme issue de

I’épissage du messager par IRE1.

6.3.3 Les ROS inducteurs du stress du RE

Les ROS ont été décrits comme des inducteurs desstdu RE en ciblant
directementles différentes voies de signalisation du stress du RE, dont I'activation de
JNK par activation du complexe TRAF2-ASK1 [33Bhctivation transcriptionnelle

de CHOP et 'activation des caspases

Dans le RE, les changements luminaux du statut xréstmnt détectés par les
protéines chaperonnesuite a la formation d’agrégats et plus directement par les
protéines transmembranaires impliquées dans laksgition comme ATF6. En effet,
les pontsdisulfures d’ATF6 sont réduits en cas de stress oxydatif dans le RE,
formant des monomereBATF6 migrant vers 'appareil du Golgi et d’ou ils agissent

comme facteur de transcription [360]

La libération des stocks de calcium du RE sont irtgpotes dans le stress du RE et
dans l'induction de la mort par le stress du RE. Les canaux calciques sont sensibles
au statut rédox, notamment par la modulation de I'oxydoréduction de résidus thiol

de ces canaux, provoquant leur ouverture.

La protéine disulfure isomérase (PDI) est une déscipales protéines chaperonnes
du RE. Elle facilite le repliement et la formatide pont disulfure, et est régulée au
niveau post-traductionnel par des modifications datyves (nitrosylation et
glutathionylaion), mais aussi par l'oxydase du RE (ERO1, ER oxydoreductine).
ERO1 régénere la PDI de sa forme réduite a sa faoryelée (active) L’activité

d’EROL1 est régulée par la modulation d’un résidu cystéine situé en dehors du site
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catalytigue qui inhibe son activité lors que le ermdu RE est sous condition
oxydante. Un déséquilibre du potentiel redox daesRIEE est la cause la plus
fréquente du stress du RE qui impligue une altératie la maturation des protéines,
une accumulation de protéines de mauvaise confoomadt initie la réponse UPR
[361].

Comme décrit dans ce chapitre le stress du RE stréss oxydatif sont tres liés. En
effet, les différentes voies du stress du RE régula production de ROS selon les
difféerentes phases du stress. Le stress oxydati@@ssicapable d’induire le stress du
RE dans sa globalité par altération de 'homéostasie du RE, ou spécifiquement en
agissant sur certaines de ses voies, IRE1/ TRAF2/IASKK ou ATF6. De part leur
interconnexion, le stress du RE et le stress oxjdanht des cibles de choix dans le
traitement du cancepour agir en synergie ou comme boucle d’amplification en

réponse a un agent cytotoxique.
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Les cellules cancéreuses présentent des caraajeest métaboliques particulieres
dont une altération du métabolisme des lipides quipour conséquence une
augmentation de la teneur en AGMI. Cette modifimaticonfere a la cellule
cancéreuse un avantage proliféeratif, et est asso@é une augmentation de
I'expression des enzymes impliquées dans leur biosynthése. Il a égalemeétnéis en
évidence une augmentatiole I'expression des enzymes de la syntheése des AG dans

les cancers colorectaux, dont SCD-1.

Le but de notre travail futaths un premier temps d’évaluer le role de SCD-1 dans la
prolifération de la cellule cancéreuse colique etdéfinir les mécanismes sous jacents.
Ainsi, nous avons réprimé l'expression et activité de SCD-1 par des siRNA et des
inhibiteurs pharmacologiqgetels que le CVT-11127 et le MF-438 dans différentes
lignées de cellules cancéreuses coliqgues, et nauavens étudié les effets sur la
viabilité cellulaire. Dans un second temps, notravail fut d’apporter des éléments
nouveaux sur les mécanismes a l'origine de l'effet anti-prolifératif des CLA sur les

cellules cancéreuses coliques.

-83-



Résultats et discussion

-84-
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coligues : implication de CHOP

1. L’inhibition de SCD-1 induit I'apoptose dans les
cellules cancéreuses coliques : implication de CHOP

L’objectif de cette étude est de mettre en évidence les conséquences de l'inhibition de
l'activité SCD-1 dans les cellules cancéreuses coliques huma8w480 et HCT 116,
et dans la lignée d’ostéosarcome humaine, U20S. Pour cela nous avons étudié la
biosynthése des AGMI, la survie des cellules caacsgs et les mécanismes mis en
jeux apresl’abolition de l'activité SCD-1 par deux approches, soit 'extinction de
Iexpression de SCD-1 par des siRNA, soit linhibition de son activité par des

inhibiteurs pharmacologiques.

Deux couples de siRNA dirigésntre TARNm SCD-1 SCD-1.A et SCD-1.B, ainsi
qu'une séquence de siRNA controle (scr) ne ciblant aucune séquence d’ARNm du

génome humain ont été utilisés. Pour conforterrésultats obtenus avec les ARN
interférents, nous avons utilisé dans cette étuslexdnhibiteurs pharmacologiques,
le CVT-11127 et le MF-438, afin de répriméactivité SCD-1 dans les cellules

cancéreuses.

Nous avons complété cette étude sur les cellulesérauses, par des travaux sur des
cellules non transforned les fibroblastes de peaux humains normaux (NHC#Hin
de rechercher si l'abolition de SCD-1 conduit aux mémes effets cytotoxiques sur

cellules normales et cancéreuses.

1.1 Résultats

1.1.1 Inhibition de l’expression de SCD-1 et suppression de la
synthés de novodes AGMI

Les cellules cancéreuses coliqgues transfectéeslgsasiRNA SCD-1.A et SCD-1.B,
montrent comme attenduene diminution de l'expression de la protéine SCD-1
observée des 24h apreés la transfection (FigurepaD)rapport aux cellules témoins

transfectées par le siRNA scr contréle
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Figure 20 : Inhibition de l’expression de SCD-1 et de son
cellules cancéreuses coliques
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A. Expression de la protéin8CD-1 dans les cellules SW48(A1) et HCT116 (&) 2% aprés
transfection par les différents siRNA, contréle rfscSCD-1.A et SCDLB. B. Expression de la
protéine SCBEL dans les cellules SW480 (B1) et HCT116 (B2) @&irés transfectionC. Niveau
d’activité de SCD-1 dans les cellules SW480 72h apreés transfection.
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Figure 21 : Inhibition de I’expression de SCD-1 par les siRNA dans les cellules

U20S.

A. Expression d 'ARNm SCD-124h et 48h aprés la transfection, évaluée R&afP CR en
temps rél. B. Expression de la protéine SCD-1 24h aprés transfecpar les siRNA.

- 86 -




RESULTATS ET DISCUSSIONLILnhibition de SCD-1 induit’apoptose dans les cellules cancéreuses
coligues : implication de CHOP

C. Expression de la protéine SCD-1 72h aprés trarisfecpar les siRNA.D. Niveau
d’activité de SCD 72h aprés transfection.

Dans la lignée d’ostéosarcome U20S, on montre également une diminution de

I'expression de SCD-1dés 24h apreés la transfection (Figure 21).

Apres extinction de I'expression de SCD-1par les ARN interférents ou inhibition de
son activité par les inhibiteurs pharmacologiqué¥,T-11127 et MF-438, dans les
cellules cancéreuses coliques et dans les celUB3S, on observe une réduction
significative de Dactivité de désaturation SCD mesurée par la conversion de

I'[*Cl-acide stéarique ei*Cl-acide oléique (Figure 2 Figure 21D, et Figure 22
A SW480 B HCT116 C u20s

25 601
35 1

30 1
25 1
201

504
20
40
151
30 4

151

104 204

10 .

[*C] C18:0 conversion en [C] C18:1 (%
[C] C18:0 conversion en [“C] C18:1 (%)
[1C] C18:0 conversion en [MC] C18:1 (%)

B témoin O CVT-11127 10 uM O MF-438 10 uM

Figure 22 : Effet des inhibiteurs de SCD-1, CVT-11127 et MF38, sur l'activité

de désaturation SCD.

A. Activité de désaturation SCD dans les cellules 8Wdpres 24h de traitement a |18

B. Activité de désaturation de SCD dans les cellH&3T116 aprés 24h de traitement a
10 uM. C. Activité de désaturation SCD aprés traitement auT€@\t127 et au MF-438 a
10 pM pendant 24h dans les cellules U20S

Les deux approches utilisées pour cette étude pgéemede réduire significativement
I'expression de SCD-1 et/ou son activité dans les cellules cancéreusdisues
HCT116 et SW480,tela lignée d’ostéosarcome U20S. Et par conséquent la synthese

de novodes AGMI est significativement réduite dans noslgaies.
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1.1.2 L’extinction de SCD-1 induit DPapoptose des cellules
cancéreuses

La détermination de la viabilité cellulaire par exdtn du bleu trypan montre une
diminution de la viabilité des cellules SW480 (Figl2Al) et U20S (Figure 24A1)
aprés 72h de transfection par les siRNA SCD-1 @goport au controle, de maniere

plus prononcée pour les cellules U20S.

A SW480
Al 72h A2 72h A3 72h
b 12 ] 45 1
7 1] 4] _SCD-1
5 EBS siRNA: scr A B
208 o 330 1
b i T 5 * cPARP | v aume e
o 06 B *
= = = SCD-1 e
£ 04 1 £ 15
£ 02 S 1; B-actine |V S, S
oo 0 -
B HCT116
Bl 72h B2 72h B3 72h —
= ¥ ¢ 4 siRNA:  scr A B
S -~ .2 5_‘ T
§401 ; g_ ! [ PARP[* e e
= 40 *
30 s B-actine [V S— —
o § &
= 20 al o—
P g SCD-1 fu— |
-
= 104 ﬁ 10 B-actine |——"' -l
&) =
04 kq.j 0
B siRNA scr [ siRNA SCD-1.A []siRNA SCD-1.B

Figure 23: Induction d’apoptose des cellules cancéreuses coliques SW480 et
HCT116 par l’extinction de ’expression de SCD-1.

A. 72h apres la transfection des cellules SW480. Enmidsure déa viabilité des cellules au
Bleu Trypan relative au siRNA contréle (scr). En,A2 mortalité mesurée par marquage a
l'iodure de propidium (IP) (% de cellules positivgs En A3, l'expression de la protéine
PARP-clivée (c-PARP) et de SCD-B. 72h apres la transfection des cellules HCT116. En
B1, I’évaluation de la mortalité par marquage IP. En B2e pourcentage d’activité caspasé-

En B3 l'expression des protéines c-PARP &CD-1.
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Dans les cellules U20S, on montre également queolmbre de cellules évalué
indirectement par CyQuahtaprés 24h, 48h, et 72h de transfection, diminés 4Bh
dans les cellules dépourvues de SCD-1 (Figure 24A2)
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§ 12 .
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g 1 S 454 D siRNA SCD-1.A
2 x4 A
5 08 £ 354 [ ] siRNA SCD-1.B
. = 34 * X
s U0 F € 251
2 04 g 2 * %
< g 157 B témoin
= L1 A
3 02 3 051 E acide oléique
. [ nod
v 7%h N 24h 48h 7%h
B1 72h B2 72h B3 72h
40 *
. f" * £ 3 . SCD-1
< 40 1 g N
§ 25 1 i: % 30 T siRNA:  scr A B
£ 307 a 2 c-PARP gy
g 251 T 20 E
0_‘; 20 1 g-;' 15 SCD—I
= 15 g
o 10 s
C, v

C 72h

Fluorescence Relative x 10*

Figure 24 : Induction d’apoptose par lextinction de I’expression de SCD-1 dans

les cellules U20S.

A. En Al I’évaluation de la viabilité cellulaire au Bleu Trypan comparée au siRNA controle
(scr). En A2, Pévaluation de la prolifération cellulaire, par meswu nombre relatif de
cellules (CyQuarft, en unité de fluorescence arbitraire) 0, 24, 482 aprés transfection.
B. En B1,’évaluation de la mortalité cellulaire en pourcentage de cellules marquées a I'IP.

En B2, lévaluation du pourcentage d’activité caspase-3 72h apres la transfection. En B3
Pexpression protéique de c-PARP et de SCD-1 72h apres la transfection pasiR8lA. C.
Evaluation du nombre de cellule 72h apres la tentgfn avec ou sans supplémentaten
acide oléique a 100 uM (motif en damier et motif taspectivement). ns : non significatif.
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Nous observons que l'extinction de 'expression de SCD-1comme l'inhibition de son
activité par le CVT-11127 et le MF-438 induisent rfeort des cellules cancéreuses
coliqgues et des U20S (Figure 23, Figure é@4Figure 25). La mort induite par les
inhibiteurs de SCD- est plus prononcée et apparait plus tot qu’avec les ARN
interférents. De plus, la réponse est dose dépaedamais la sensibilité aux

inhibiteurs varie en fonction du composé et du tgpkulaire (Figure 25).

L’activité caspase-3, et I'expression de la forme clivée de PARP (¢c-PARP) sont des
marqueursde l'apoptose. L’étude de ces marqueurs montre que l'extinction de
Iexpression de SCD-1 et l'inhibition de son activité induisent, dans les cellules
cancéreuses coliques et dans les cellules d’ostéosarcome, une augmentation du
pourcentage de cellules caspase-3 positives etititdRARP (Figure 23, Figure 24B
et Figure 25).

Nous avons également monte@’'un apport exogene en acide oléique, produit de
lactivité SCD-1, a raison de 100 pM dans les cellules U20Ss’dygpose pas a 'effet
de la déplétion en SCD-1 (Figure 24C).

B témoin
A HCT116 B u20s
70- I CVT-1127 10 yM
* = Bl ==
;3‘ 607 B > B témoin i
g 50 * CVT-11127 g 404 S d
2 2 " mi
E 40 v. 5 10 (pM) § 20 /B 15pM b
: i) c-PARP o H 20 M b g
%) -
[} _—
o 104 G 10 2
ol i ; 0_j
P Activité MF- 438 CVT-11127

caspase 3

Figure 25 : Induction de la mort cellulaire par les inhibiteurs de SCD-1, CVT-11127 et

MF -438.

A. Evaluation de la mortalité cellulaire en % de cellules marquées par I'IP et du niveau de cellules
caspase-3 positives (%) chez HCT116 apres 48h d#emment par CVT-11127 a 10 pM, et
I’expression de protéique de c-PARP apres 48h deemmant.B. Evaluation de la mortalité (% de
cellules IP positives) chez U20S aprés 48h dednaéint & des concentrations croissantes (10, 15 et
20uM) en MF-438 (vert) et CVT-11127 (orange).
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Nous avons mmtré précédemment que l'extinction de I'expression de SCD-1 et/ ou
son inhibition conduisent a une abolition de la tf@se de novod’acide oléique
(Figure 20Cet Figure 21C) Cette extinction de la synthese des AGMI conduia a
mort par apoptose des cellules cancéreuses coliques et d’ostéosarcome (Figure 23

Figure 24, et Figure 25)

1.1.3 Induction partielle du stress du réticulum endoplasmque par
I’inhibition de ’expression de SCD-1

Des perturbations de I'homéostasie du réticulum endoplasmique (RE) due a des
altérations du métabolisme des lipid&at connues pour étre a 'origine du stress du

RE, jusqu’a induire la mort cellulaire lorsque le stress esitsau et sévere.

Figure 26 : Induction de
cr TE cr  Tg Pexpression des marqueurs du
. . stress du réticulum endoplasmique
p-eiF2a o — — L .
dans les lignées cellulaires U20S e
B-actine g{ i SW480 apres traitement a la
thapsigargine.
GRP78§ - Expression de GRP78 et de phospt
B-actine ‘.-1 pre—— elF2x (p-elF2x), par western blotting
aprés une nuit de traitement a
U20S SW480 thapsigargine (Tg) 2 UM ou son véhicu

ctr Tg ctr

Tg
|« uXbpl
. | Xbhl

(ctr). Epissage particulier du messag
de XBP1lapres un traitement d’une nuit
ala Tg a 2 uM analysé par PCR ser
qguantitative. hXBP1: hybride;
uXBP1: non épissésXBP1: épissé

Nous avons donc émis 'hypothese qu'un stress du RE pouvait étre induit suite a

I’abolition de la synthese des AGMI.

Nous avas d’abord recherché la présence des marqueurs du stress du RE les plus
représentatifs dans les cellules UO2S et SW480 P@ERBIP, phospho-elF2, ARNm
XBP1 épissé $XBP1J. La Figure 26 montre que les cellules U20S et SWd0 la
machinerie moléculaire liee au stress du RE indp#r une perturbation de
I'homéostasie calcique lors du traitement par la thapsigargine (Tg) a 2 UM pendant

une nuit.
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Figure 27 : Expression en ARNmM XBP1 apres exinction de ’expression SCD-1
dans les cellules U20S et SW480.

Analyse de I'expression de XBP1ldans les cellules U20S et SW480 72h apres la teatish
par RT-PCR semi-quantitative. Trois formes du traihssont observées, la forme épissée
(sXBP2, la forme non-épissealXBPJ) et la forme hybride(XBP1J. Le traitement d’une
nuit par la thaspigargine (Tg) au@M est utilisé comme contréle positif.

A 48h siRNA  siRNA siRNA siRNA  siRNA siRNA
sac  SCD-1A SCD-1.B sac  SCD-1A SCD-1.B
| pcifF2a m
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Figure 28 : Expression de la forme phosphorylée de la protée elF2« apres perte
de l’activité SCD-1 dans les cellules U20S et SW480.

A. Expression protéique de phospho-atHp-elF2x) dans les cellules U20S et SW480 48h
aprés la transfectiorB. Expression protéique de p-elie2dans les cellules U20S aprées
traitement pards inhibiteurs de SCD-1, MF-438 et CVT-11127, at 5@ uM pendant 10h
et 24h.

L’étude des marqueurs du stress du RE apres 'extinction de 'expression de SCD-1

par les ARN interférents révéle la formatidPARNm XBP1 hybride (hXBP1) et
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épissé (sXBP1) dans les cellules U20S et SW480ufEi@7, ainsi que l'expression

de p-elF2 (Figure 28\). L’apparition des formes hybrides et épissés indiquerait une
activation de la voie IREd, qui semble plus prononcée dans les cellules SWH&0
dans les cellules U20S.a phosphorylation d’elF20 peut étre une réponse de la
cellule a la transfection d’ARN interférents, variable en fonction de leur séquence.
Nous avons donc étudié p-elledans les cellules traitées par les inhibiteurs de
SCD-1. On montre que l'abolition de la synthese de novo des AGMI par le
CVT-11127 et le MF-438, induit également p-ed~@es 10h apreés le traitement dans
les cellules U20S (Figure 28B).

A U20S 48h Figure 29 : Expression de la protéine de
GRNA sRNA sRNA GRP78 aprés extinction de DPexpression
sc SCD-1.A SCD1B SCD-1 dans les cellules U20S et SW480.
[; ) _ CRP78 A. Expression protéique de GRP78 et SCI
" : dans les cellules U20S 48h apreés
o SCD-1 transfection. B. Expression protéique d
GRP78 et SCD-1 dans les cellules SW48C
S———| [-actine 24h, 48h et 72h
B Swa30
siRNA siRNA siRNA siRNA siRNA siRNA siRNA siRNA siRNA

saa SCD-1.A SCD-1.B sae  SCD-1.A SCD-1.B scr SCD-1.A SCD-1.B

GRP78 ﬁé T—— —— — .--‘“l'i

e | o

SCD-1 - - ——

B-actine ﬁ  — e — | _— G S_—

24h 48h 72h

L’étude de la protéine chaperonne GRP78, régulant les voiessidess du RE
montre, en reanche, que l'extinction de I'expression de SCD-1ne modifie par son

expression quel que soit le temps apres la trarsfe¢Figure 29)

Donc lors de l'abolition de la synthese des AGMI dans les cellules cancéreuses
coliques et dans les cellules U20S par les ARNrfatents ou par les inhibiteurs,

nous observon& modulation de I'expression de certains marqueurs caractéristiques
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de lactivation du stress du RE, sXBPlet p-elFZ mais aucune modification de

Iexpression de GRP78.

1.1.4 Réle de CHOP dans la mort par apoptose induite par
I’extinction de SCD-1

Un stress du RE prolongé conduit a I’activation de voies de mort dont le facteur de

transcription CHOP est un élément essentiel.
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Figure 30 : Expression de CHOP aprés la perte d’activité SCD-1 dans les cellules
cancéreuses coliques SW480 et HCT116 et les celhld20S.

Induction de TARNm CHOP dans les cellules comparée & l'expression dans les cellules
contrdles (siRNA scr) 72h apreés la transfection génigualuée par RT-qPCR en temps réel:
A. SW480B. HCT116C. U20S.D. Expression de la protéine CHOP 48h apreés traitémen
par CVT-11127 et MF-438 a 5 et 10 uM. t.: témokvaluée par western blotting sur
extrait de protéines cellulaires totaleés. Expression de la protéine CHOP 72h aprés
transfection des cellules U20S par les siRNA SCP-&t .B et le siRNA contréle (scr),
évaluée par western blotting sur extrait nucléaire.

Nos résultats montrent qu’apres extinction de 'expression de SCD- par les siRNA

SCD-1.A et SCD-1.Bpu apres l'inhibition de son activité par le CVT-11127 et le
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MF-438, I'expression de CHOP est augmentée dans les cellules cancéreuses esliqu

et dans les cellules d’ostéosarcome (Figure 30).

Pour étudier le role de CHOP dans la mort induite par I'extinction de SCD-1, nous
avons utilisé deux approches afte prévenir son induction, les cellules HCT116
BA-1 transfctées de maniere stable par 'ADNc en orientation antisens deHOP
humain [362] (Figure 3A), et 'extinction de CHOP par un siRNA (SiIRNACHOP)
(Figure 3B).
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Figure 31: Réle de CHOP dans la mortalité des cellules HCT116@éficientes en
SCD-1.

A. Evaluation de la mortalité des cellules HCT 116gmaales (pHCT 116, motif unis) et des
BA-1 (HCT116 transfectées de maniére stable [parisens de CHOP, motif damier).B.
Evaluation de la mortalité et du pourcentage déulesl a activité caspase72h apres la
transfection des cellules HCT116 par les siRNA SCP-et .B (en couleur) et le controle
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(scr, en noir), doublement transfectées par le SIRCBHOP (en damier) ou le siRNA
contrdle (en unis).

Dans les cellules HCT116 BA-I'extinction de I'expression de SCD-1par les ARN
interférents n’induit pas autant de mort par apoptose que dans les cellules HCT116
parentales (Figure 31). Ces résultats sont confirmés par 'extinction de l’expression
de CHOP par des ARN interférents dans les cellules HCTXFogure 31B).
L’induction de CHOP apparait donc impliquée dans P'apoptose induite par

I'extinction de SCD-1.

Dans les cellules U20S, nous avons égalementtré I'implication de CHOP dans la
mort induite par I'extinction de SCD-1 a l'aide du vecteur dominant négatif CHOP
(DN-CHOP) vs vecteur vide (ctr). La construction DRHOP est porteuse d’une
mutation dans le domaine leucine zipper (L134A/AX{ui prévient toute activité
de facteur de transcription [363)os résultats montrent que la surexpression du
vecteur DN-CHOP réduit significativementa mort par apoptose induite par

Pextinction de SCD-1( L1 ) par rapport au vecteur vidl ) (Figure 32B).
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Figure 32 : Réle de CHOP dans la mort par apoptose induite par I’extinction de
SCD-1dans les cellules U20S.

Les cellules U20S ont été dans un premier tempssfeatées de maniere transitoire par le
plasmide vide (ctr, motif unis) ou par le plasmideminant négatif CHOP (DN-CHOP,
motif de damier), puis sélectionnées pendant tjmiss au G418. Les cellules résistantes ont
été transfectées par les siRNA, sar SCD-1.A et B.A. Evaluation de la mortalité par
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marquage a liodure de propidium (IP) relative au contréle (plasmide + SiRNA scB.
Evaluation du niveau de cellules caspase-3 positredatif au controle (plasmide + siRNA
sa).

On peut donc dirgue la protéine CHOP participe a la mort induite par 'extinction

de SCD-1dans les cellules cancéreuses coliques et damgllates U20S.

1.1.5 Effets ciblés de lextinction de SCD-1 aux cellules cancéreuses

Nous avons montré que la viabilité des cellulescéaguses est affectée pa
déplétion de l'activité de désaturation SCDlous avons alors recherché 'effet d’une
inhibition de la synthese des AGMI sur des cellulesm cancéreuses pour évaluer la
spécificité possible del’extinction de SCD-1 Ceci permettrait d’envisager le
développement d’une molécule anticancéreuse, ciblant SCD-1, spécifique de la cellule

tumorale, sans altérer la viabilité des cellules saines de 1'organisme.
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Figure 33 : Impact de l’inhibition de Dlactivité SCD-1 par les siRNA sur les
fibroblastes de peau humains normaux (NHDF)

A. Efficacité de la transfection sur I'expression protéique de SCD-1 aprés 72hB. Evaluation
de lactivité SCD-1 72h aprés la transfection par les siRNA et (scr), SCD-1.A et.B .
C. Evaluation de la prolifération cellulaire, par évafion du nombre relatif de cellules
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(CyQuan®, en unité de fluorescence arbitraire) a 0, 24, e4872h apres transfection.
D. Evaluation de la mortalité induit par les siRNA 72prés la transfection.

La transfection des cellules NHDF avec 200nM deN#iRSCD-1.A et .B réduit de
maniere significative 1'expression protéique de SCD-1 par rapport aux cellules
transfectées par le siRNA controle (FigureA33L’extinction de lexpression de
SCD-l conduit également a une réduction significative de 'activité de désaturation
SCD (Figure 3B), bien que l'activité de désaturation de base soit plus faible que
dans les cellules cancéreuses (Figure 20C et Fi@l€. Il apparait que cela
n’affecte pas le nombre de cellules NHDF au cours du temps a I'exception du point
72h par rapport au contréle (Figure(33 On observe qu’a 72h il n’y a pas de
modification significative de la mortalité dans les cellules dont 'expression de SCD-1
est éteinte par rapport aux cellules contréles (FEg3®), ce qui suggere un blocage
de la prolifération mais pas d’altération de la viabilité cellulaire dans les cellules

NHDF.

Ces résultats montrent qu’une perte de la synthese des AGMI affecterait seulement

la viabilité des cellules cancéreuses.

1.2 Discussion

L’objectif de cette étude fut d’évaluer le réle de SCD-1, enzyme limitante de la
synthése des AGMI, dans la prolifération de lautelcancéreuse colique et de définir

les mécanismes sous jacents.

Nous avons monérque I'abolition de I'expression de SCD-1par les siRNA ou de son
activité par les inhibiteurs, CVT-11127 oMF-438 conduit a l'abolition de la
synthese des AGMI et altere la viabilité des cellules cancéreuses mais n’a aucun effets
sur la survie des cellules non cancéreuses. De Phdslition exogene d’acide oléique,
produit majeur de 'activité SCD, ne prévient pas la mort induite par la supgos
de la synthése endogéne des AGMlinhibition de I'expression de SCD-1 induit la
mort des cellules cancéreuses. Cellg’accompagne de 'expression des marqueurs de

la réponse UPRtels que I'épissage d’XBP1, p-elF2a, et CHOP. Nous avons mis en
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évidence que la mort des cellules cancéreusestmgusir la déficience en SCD-1 est
dépendante de CHOP.

Différentes études v montré que l'extinction de SCD-1 dans différents types de
cellules cancéreuses, pulmonaires, mammaires, gtiqees et cervicales [102, 112,
183, 206], induit la mort par apoptotose. Dans i&vdl, nous avons montré que
I’extinction de SCD-1 par les siRNA ou son inhibitipharmacologique induit une
augmentation de l'activité caspase-3 et de c-PARP dans les cellules cancéreuses
coliques, HCT116 et SW480, et les cellulesies d'un ostéosarcome, U20S (Figure
23, Figure 24, et Figure 25De plus, nous montrons que I'abolition de la synthese de
novodes AGMI altere uniquement la viabilité des celfutancéreuses et pas celle de
cellules saines comme les NHDF, bien que leur fé@ralfion ralentisse Iégerement
(Figure 33C). La difference de sensibilité entre d¢ellules cancéreuses et les cellules
saines vis-ads de 'absence de synthese de novodes AGMI est peut étre due a des
besoins différents. Bien que proliférant, les debunormales se multiplient plus
lentement (Figure 33C) que les cellules cancéreusiss ne présentent donc pas les
mémes besoins en AG, en termes de quantité& rapidité d’utilisation des AG. La
celule cancéreuse du fait de sa multiplication rapiuécessite un apport en AG plus
important et rapide pour la synthése de nouvellembranes cellulaires. Par ailleurs,
la multiplication des cellules cancéreuses ne deépmas des apports exogenes en AG
[81], mais elle est dépendante de sa propre syathEle possede la machinerie
nécessaire pour produime novo,une grande partie des AG dont elles ont besoin.
C’est pourquoi, NOUS SUPpPOSONS qué&bolition de la synthese de novodes AGMI
n’affecte que la viabilité des cellules cancéreuses coliques et des cellules U20S, sans

affecter la viabilité des cellules NHDF.

Par ailleurs, il est connu quénhibition de la synthese des AGMI par I'extinction de
lactivité de SCD-1, conduit a une @umulation des substrats de l'activité SCD tels
que l'acide palmitique et I'acide stéarique [102, 108, 183]. Les effets cytotoxiques des
AGS ont été rapportés dans les cellules cancéreasemon cancéreuses. Une

modification du ratio AGS/AGMI a des répercussiossr la composition des
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phospholipides membranaires et peuvent a l'origine de I'activation d'un stress du RE;,

de l'altération du potentiel membranaire mitochondriale et de la modulation de voie
de signalisation comme la voie PISK et sont a l'origine de mort par apoptose [179-
181, 183] Il a été montré que la synthese des AGMI par la SCpermettait de
réguler la teneur en AGS [112, 132, 179-181, 18BB8je réduction de la mortalité due
aux AGS a été mise en évidence lors de la suresipresle la SCDI-, a I'inverse une
déficience en SCO-l'augmente. Parmi les AGMI, I'acide oléique est le plus présent

et posséde des capacités cytoprotective et prafifé. Il a été rapporté que son
addition sur des cellules cancéreuses induit ldiferation des cellules tumorales
[180, 230] L’acide oléique favoriserait la prolifération cellulaire pr I'inhibition de
I'expression de PTEN comme décrit danges cellules d’hépatocarcinome [229]. Il
pourrait aussiprévenir de I'apoptose induite par I'acide palmitique [179, 180, 229]
Dans notre étude,oms n’observons pas les effets protecteurs de l'acide oléique en
supplémentation lors de la déficience en SCD-1 desm<ellules U20S (Figure 24C).
Scaglia et Igh[112], ont égalemendécrit qu’aucun effet protecteur de 'acide oléique
n’était observé dans les cellules fibroblastiques pulmonaires transformées par le virus
SV40 KO SCD-1. Ces résultats sont en contradictiwac deux études qui montrent
un maintien de la prolifération et de la survielalre lors du traitement conjoint
par l'acide oléique et la déplétion en SCD-1 dans les cellules cancéreuses Hela et
H460 [171, 183] Un mécanisme possible de l'effet protecteur de l'acide oléique est
I'augmentation de la synthese des triglycérides afin d’augmenter 'incorporation des
AGS et protéger les cellules de I'apoptose [171, 175] Nous n’avons pas étudié les
modifications du profil lipidique des cellules U20S dont l'expression SCD-1 est
éteinte avec ou sans supplémentation en acideuelgignais il est possible que
I’absence d’effet protecteur d’acide oléique soit due a une capacité différente a

incorporer les AGS dans les triglycérides.

La cellule cancéreuse nécessite pour proliférer d’'un contenu importanen lipides qui
composat la membrane cellulaire, tels que les phospholpide le cholestérol [168,
169]. Scaglia et Igal anmontré que l'inhibition de SCD-1 diminue la synthésde
novo des phospholipides et des lipides neutres [112].blicage de la synthése des

phospholipides ou une forte réductipaut étre a l'origine de la mort par apoptose
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des cellule [112, 306, 364].L’apoptose que nous observons lors de 'extinction ou de
I'inhibition de SCD-1 dans les cellules cancéreuses coliques et d’ostéosarcome pourrait
étre due a une modification de la synthese desptatipides (Figure 23, Figure 24
et Figure 25. De plus, les changements de teneur en AGMI auitpdd#s AGS
tendent a modifier leur composition dans la membre@ilaire. Il est connugue le
remodelage des phospholipides joue un rbéle clé danségulation des voies de
signalisation liees a la membrane, notamment lesswde survie de la cellule [183]
Par ailleurs, la synthése des phospholipides adigwniveau de la membrane ®RE
et des altérations de cette biosynthese peuwernt & l'origine de l'activation du

stress du RE [306].

Nous avons montré, une induction du stress du Rt &u’extinction de I'expression
de SCD-1 ou alinhibition de son activité dans les cellules cancéssusoliques
HCT116 et SW480 et lesellules issues d'un ostéosarcome humain U20S comme
Aryiama et al dans les cellules HeLa [183]. Toutefois cetteivation du stress du
RE est particuliere, puisque nous n’observons pas de modification de I'expression de
GRP78 au cours du temps (Figurg.29eci n’est pas lié a une incapacité des cellules

a induire GRP78 puisque nous observons une augientde son expression en
réponse a un stress de RE induit par la thaspigar@fFigure 2b GRP78 est une
protéine chaperonnéont 'expression est augmentée lors du stress du RE. Elle est
localisée dans leulnen du RE. C’est une clé de l'activation du stress, elle joue un
role important dans lenaintien de I’homéostasie du RE et de la survie cellulaire
[365]. GRP 78 maintient les trois transducteurs thess du RE (IEla, PERK et
ATF6) sous forme inactive par fixation a leur dommiintra-luminal En cas
d’anomalie de I’homéostasie du RE, notamment dans la maturation des protéines,
GRP 78 détecte les protéines mal formées. Ainsi, GRlibere les trois transducteurs
du stress du RE pour se fixer aux protéines mal foenedn de les conduire vers le
complexe ERAD de dégradation des protéines. L’augmentation de I'expression de
GRP78 induite lors du stress du RE permet de s$sabiles transducteurs du stress
du RE et unretour a l’homéostasie du RE. Il a été montré qu'une absence
d’augmentation de son expression lors d’'un stress du RE, conduit a une activation

permanente des trois voies de signalisation, et qu’une inhibition de son expression
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sensibilise les cellules a I'apoptose lors de chimiothérapies [366, 367]. Untvation
du stress du RE, sans modification de l’expression de GRP78, a été rapportée
notamment lors de linhibition de la synthese de la phosphatidylcholine, de
traitement avec l'acide palmitique ou le t10,c12-CLA [306, 368, 369]. Nous avons
montré que ’hctivation du stress du RE lors de lextinction de SCD-1 dans les
cellules cancéreusesoliques et d’ostéosarcome induit leur mort par apoptose.
L’absence de modulation de I'expression de GRP78 serait a l'origine de I'activation

prolongée du stress et a I'induction de la mort.

L’extinction de SCD-1dans les cellulecancéreuses coliques et d’ostéosarcome induit
I'épissage de TARNm XBP1 caractéristique de la réponse UPR (Figure 27). Cet
épissage est le résultat de l'activation de la voie IREla [308], méme sans modification

de 'expression de GRP78.

De la méme maniéere, GRP 78 se dissocie de PERKtgteda voie en phosphorylant
le facteur de traduction elle2 P-elF2x est observée aprés extinction depression
de SCD-1 mais aussi apres inhibition de son aé&iaiec les inhibiteurs CVT-11127
et MF-438 (Figure 28 La phosphorylation d’elF2x induit une inhibition générale de
la traduction et favorise la tradtion d'un facteur de transcription ATF4 qui cible la
transcription de gene impliqué dans la restauration de 1’homéostasie du réticulum
[309]. La voie PERK a aussi été décrite comme étampliqguée dans la mort
cellulaire [370], et ’inhibition de l’expression de PERK prévient la mort cellulaire
induite par l'extinction de SCD-1 [183]. Ceci suggére un rdle pro-apoptotique d
I’activation de la voie PERK et donc de p-elF2a.

ATF4 induit par p-elF@ est connu pour augmentéfexpression du facteur de
transcription pro-apoptotigue CHOP dans un contedée stress cellulaire [309].
L’extinction de I’expression d&SCD-1et l'inhibition de son activité dans les cellules
cancéreuses coliques et d’ostéosarcomesonduisent a l'induction de I'expression de
CHOP (Figure 30). Nous avons montré que CHOP ppsgia la mort cellulaire par
activation de I'apoptose avec induction d’activité caspase-3 et clivage de la protéine

PARP (Figure 31 et Figure B2
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Lors d’un stress sévere du RE, la mort peut étre induite par IREla qui induit
lactivation de la caspase-12 (chez les rongeurs) et la phosphorylation d& J827,
329] Il n’est pas a exclure I'implication de la voie JNK qui participe également a la

mort cellulaire induite par un stress du RE.

En conclusion, nos résultats montrent que I'abolition de la synthese des AGMI, en
modifiant P'expression ou lactivité de SCD-1 conduit a la mort par apoptose des
cellules cancéreuses coliques d’ostéosarcome. Cette mort par apoptose est
dépendante du stress du RE, et en particulier dtedaa de transcription CHOP
impliqué dans la régulation de la balance des [meséanti-/ pro- apoptotiques en

faveur de ’apoptose.

Cette étde souligne le potentiel qu'ont les stratégies visant la synthése des AGMI
via SCD-1 et le stress du RE dans la lutte congreancer. Mais le réle de SCD-
dans l'induction du stress dans les cellules cancéreuses reste encore mal compris, bien
que la synthése des phospholipides ait été miseaerse dans la littérature. La
déficience en SCD-1 peut modifiefautres parametres cellulaires, comme le statut
oxydant de la cellule. En effet, il a été montré da p-oxydation des AGS forme des
intermédiaires et de sous produits capables d’induire la formation de ROS au niveau

de la chaine mitochondriale [371, 37€ps ROS pourrait étre a 'origine du stress du
RE [303] L’étude d’autres voies impliquées dans la mort cellulaire induite par
I'inhibition reste a étre menée, telle que I'étude de JNK et sonlimplication dans la

voie intrinseque de 'apoptose et les cascades de caspases associées.

Par ailleursil a été montré que la composition lipidigue desnmtheanes cellulaires
serait responsable de la résistance a certaingsgbimiothérapeutiques tels que le
5-fluorouracile et les dérivés du platine utilisésns le traitement du cancer du cdlon
[373, 374]. La modulation de la composition lipidegdes membranes cellulaires par
des modificationsde l'expression de SCD-1 pourrait permettre de sensibiliser des
cellules cancéreuses résistantes aux chimiothérapies et d’agir en synergie avec

I'induction du stress du réticulum.

- 103 -



RESULTATS ET DISCUSSION Effets des CLA sur la survie des cellules cancéasusliques
induction des ROS et activation du stress du

2.Effets des CLA sur la survie des cellules
cancéreuses coligues: induction des ROS et activati
du stress du réticulum endoplasmique

L’American Institute for Cancer Researct le World Cancer Research Fund
mentionnent ’existence probable d’une association entre la consommation de lait et
un risque faible de développer un cancer colore[8a@b, 376]. Les produits laitiers
contiennent en effet de nombreux nutriments quirpaant présenter des effets
bénéfigues dans ce domaine. En particulies isomeres conjugués de l'acide
linoléique (CLA) sont reconnus comme possédant efists anti-prolifératifs, et
anti-tumoraux. Uneétude épidémiologique a montré qu’une alimentation riche en
CLA est inversement corrélée a l'incidence du cancer colorectal [377]. Les principaux
isoméres de CLA présents dans les produits laitsers le c9,t11-CLA, et en plus
faible proportion le t10,c12-CLA. Le€LA ont également la capacité d’inhiber

l'activité SCD-1, et certains de leurs effets antiprolifératiupraient y étre reliés.

Dans ces travaux, nous avons étudié les effets dbsx principaux isomeéres
conjugués de l'acide linoléique, le ¢9,t11-CLA et le t10,c12SLA dans les cellules
cancéreuses coliques humaines -SW480 et HCT116s égailement dans des cellules
cancéreuses coliques de souris -CTa6vue d’en étudier les effets in vivo. Les effets
de ces acides grasans (AGT) sur des cellules épithéliales coliques hureaimon
transformées -NCM460- ont également été évaluésoemparaison avec les cellules
cancéreuses. Ces travaux nous ont permis de mattéyidence les mécanismes sous

jacents aux effets des CLA dans les cellules causé&s coliques humaines.

2.1 Reésultats
2.1.1 Incorporation des CLA dans les cellules cancéreuses

Nous avons tout d’abord montré que les CLA s’incorporaient dans les cellules
cancéreuses en analysant la composition en AG xotlas cellules HCT116 aprés 24
et 48h par chromatographie en phase gazeuse coapléespectroscopie de masse

(Tableau 3).
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Tableau 3 : Enrichissement des cellules HCT116 en L& 24 et 48h apres
traitement.

Exprimé en nmoles/mg de protéine * SEM. Analyse dgsdes réalisée par
chromatrographie en phase gazeuse coupléespdetroscopie de masse aprés extraction des
lipides par la méthode FoldB78]

Traitements c9,t11-CLA t10,c12-CLA

témoin - -
24h c9,t1:CLA 50uM 91,32 + 10,46 18,34 + 4,60
t10,c12CLA 50uM 19,85 + 0,55 132,58 + 5,81

témoin - -
48h c9,t12CLA 50uM 86,69 + 7,08 18,31 + 4,25
t10,c12CLA 50uM 24,50 + 2,41 103,51 + 4,84

Il est a noter que les deux isomeres sont déteesaddns les cellules aprés traitement
par I'un ou l'autre des AG. Ceci est du au fait que les solutions d’AGT contiennent

une petite proportion du second conjugué.

2.1.2 Induction sélective de la mort par le t10,c12-CLA

Dans le but de déterminer les effets du c9,t11-@tAlu t10,c12-CLA sur les cellules
cancéreuses coliques, des cellules HCT116, CT28Ve480 ont été traies par les

CLA a 25 et 50 uM dans un milieu complet.

Nos résultats montrent que le t10,c12-CLA induiteuaugmentation significative de
la mortalité dans les cellules HCT116 et CT26 papport aux cellules témoins et
aux cellules traitées par le c9,t11-CLA a 50 uMpeésence de 6%SVF (Figure 3BA
et Figure 34A2). Dans les mémes conditions, le dBCLA induit la mort des
cellules SW480 mais dans une moindre mesure (Fi@4B8). Afin d’étudier les
effets d’'un apport exclusif en AGT sur les cellules SW480, nous les avons traitées en
présence de 10% de sérum délipidé (10%SD). Nos résultats montrent, qu’un
traitement des cellules SW480 pendant 72h avetdge12-CLA a 25 et 50 pM induit
un niveau mortalité similaire que dans les cellH#5T116 et CT26 en présence de
6%SVF (Figure 3B2). Le ¢9,t11-CLA induit quant a lui, une légere alité a
50 uM dans les cellules SW48Deffet des AGT sur les cellules SW480 est donc plus

marquées lorsqu’ils sont apportés seuls.
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Nous avons donc pour cette étude traité les cellHIET116 et CT26 en présence de

6%SVF et les cellules SW480 en présence de 10%SD.

La mort cellulaire induite par le t10,c12-CLA dales cellules cancéreuses coliques
s’accompagne d’une diminution significative du nombre de cellules par rapport au

contréle 72h apres le traitement par le t10,c12-GEAure 34B).
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Figure 34 : Induction de mort par le t10,c12-CLA dans les cellules cancérses
coliques.

A. Evaluation du pourcentage de cellules [HCT116 (AL)CT26 (A2)] IP positives aprées
72h de traitement par le ¢9,t11-CLA et le t10,c1ACa 25 et 50 uM.B. Evaluation du
pourcentage deellules SW480 IP positives apré&h de traitement par le ¢9,t11-CLA et le
t10,c12CLA a 25 et 5QuM en présence de 6%SVF (B1) et de 10% sédéfipidé (L0%SD)
(B2). C. Evaluation relative du nombre de cellules [HCT10d) et SW480 (C2)] aprés 72h
detraitement (en unité de fluorescence arbitraire)

Afin de veérifier le potentiel anti-cancérigéne diOic12-CLA, nous avons étudié ses
effets sur les cellules épithéliales coligues humasinon transformées (NCM460).
Pour cela nous avons traité les cellules NCM460 fegr AGT dans les mémes
conditions que les cellules HCT116, CT26 et SW480cune modification de la

prolifération cellulaire n’a été observée apres traitement par le ¢9,t11-CLA et le
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t10,c12-CLA en présence de 6%SVRJors qu'une légere diminution de la

prolifération est observée en présence de 10%SD 48bés de traitement par le
t10,c12-CLA, et pour les deux isomeres apres 72igufle 35A). Cette baisse du
nombre de cellulese s’accompagne pas de mort cellulaire (Figure 35B), et serait le

reflet d’un ralentissement de la division cellulaire.
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Figure 35: Les CLA n’induisent pas de mortalité des cellules épithéliales
coliques non transformées, NCM460.

Les cellules NCM460 sont traitées 72h par les acigimstrans (AGT) en présence de 6%
SVF (cellules HCT116 et CT26), ou en présence déSID (cellules SW480)A. Evaluation
du nombre de cellules aprés 7d8k traitement selon les deux conditions de traitem@nt
unité de fluorescence arbitrairdd.. Evaluation de la mortalité en pourcentage de leslu
marquées a l'iodure de propidiumIP) apres 72h € traitement.

Nos résultats montrent donc, que seul le t10,c12-Ghduit significativement la
mort des cellules cancéreuses coliques il n’affecte pas la survie des cellules

épithéliales coliques saines.
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2.1.3 Le t10,c12-CLA induit la mort par apoptose des celles
cancéreuses coliques

La caractérisation de la mort induite par le t1B;€LA dans les cellules cancéreuses
coligues montre une augmentation significative @urngentage de cellules Annexin V
positives (usqu’a 35%) dans les cellules HCT116 traitées pendant 72hle&t0,c12-
CLA & 50uM (Figure 36A1) et pres de 50% dans les cellules &p&r rapport ax
cellules témoins et traitées par le c9,t11-CLA (Fe& 36A2). Dans les cellules
SW480, on observe une augmentation significativendionbre de figures apoptotiques
apres marquage des noyaux au Hoechst apres 72titenent par le t10,c12-CLA a
12,5, 25 et 50 uM comparé au c9,t11-CLA (Figur&36
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Figure 36 : Induction d’apoptose par le t10,c12-CLA dans les cellules careéises
coliques.

Les cellules HCT116 et CT26 sont traitées 72h garAGT dans un milieu contena6%o
SVF, les cellules SW480 sont traitées 72h par I€sTAen présence de 10% sérum délipidé
(10%SD). A. Evaluation du pourentage de cellules apoptotique. HCT116 (Al) et CT26
(A2) : évaluation du pourcentage de cellules apbgt@s par marquage a I’Annexin V
évalué en cytométrie en flux. SW480 : évaluationndunbre de cellules présentant un noyau
apoptotique, évalué par cgrrage au microscope a fluorescence aprés marquagtoechst.

B. Expression de la protéine PARP clivé (c-PARP) pastern blot 72h apreés traitement
des cellules.
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Comparée au c9,t11-CLA, cette augmentation du nend® cellules apoptotiques
aprés traitement des cellules cancéreuses colipaede t10,c12-LA s’accompagne
d’'une augmentation de l'expression de la protéine c-PARP (Figure 36B) dans les

cellules HCT116 et SW480.

2.1.4 t10,c12-CLA inhibe la synthesede novodes AGMI dans les
cellules cancéreuses coliques

Les CLA sont décrits généralement comme des réguiatde la synthese des AGMI,
par rgulation de I'expression de SCD-1 et/ou de son activité selon le type cell@air
[160, 295].

L’étude de l'expression de SCD-1 apres traitement des cellules HCT116 et SW480
par les CLAmontre une diminution de 'expression de la protéine dans les cellules
HCT116 aprés 72h de traitement par le t10,c12-CEAgire 37A) mais une tse
faible modulation dans les cellules SW480 (Figu®)3 En revanche]analyse de
l'activité de désaturation de SCD-1 dans les cellules SW4&@ma une réduction de
plus de 30% du taux de désaturation dftC]{8:0 en PCJ18:1 L’activité de
désaturation résiduelle aprés 72h de traitementlgpad0,c12-CLA a 25 et 50 uM
n’est plus que de 5% (Figure 3T).
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Figure 37 : Le t10,c12-CLA réduit la synthése des AGMI dansles cellules

cancéreuses coliques.
A. Expressionde la protéineSCD-1 dans les cellules HCT116 aprés 72htoetementpar

les CLA en présence de 6%SVEB. Expression de la protéine SCD-1 dans les celluw4 &)
aprés72h de traitement par le€LA en présence d@0%SD C. Evaluation de activité de
désaturatiorSCD-1 apres72h de traitementdes cellules SW480 par les CLA en présence de

10%SD

2.1.5 Induction du stress du réticulum endoplasmique par le
t10,c12-CLA dans les cellules cancéreuses coliques

Nous avons mntré dans la premiere partie de ces travaux que I'extinction de SCD-1
par des ARN interférents est a lorigine de l'induction dun stress du RE,
probablement du a une altération de la synthesdigides. |l apparait que dans les
cellules cancéreuses coliques, que le t10(¢lA- soit a l'origine d’une diminution de

la synthese des AGMI issus de lactivité SCD (Figure 37), nous avons donc étudié
I'implication du stress du RE dans la mort induite par le tIBELA. Pour cela,
nous avons étudié dans un premier terfigspression des marqueurs du stress du
RE, tels que GRP78une protéine chaperonne qui prévient lactivation des

différentes voies du stress diER sXBP 1(produit de I'activité I'IREla) et p-elF2

(produit de I'activation de PERK).

- 110-



RESULTATS ET DISCUSSION Effets des CLA sur la survie des cellules cancéasusliques
induction des ROS et activation du stress du

A 72h
§
*
= . &
.g témoin
g R
= 9,t11-CLA 25 uM
538
T E c9,t11-CLA 50 pM
"E =
g g t10,c12-CLA 25 uM
W)
0 g t10,c12-CLA 50 pM
g
2
© HCT116 SW480
B 72h HCT116 SW480
9,t11 t10,c12 (uM) = H0.cl2 (uM)
- 25 50 25 50 - T 25 50
S — — — To— —
i ——
S S v w— v | B-actine N
1 096 097 111 0487 1 102 120 1.05

Figure 38 : Expression de GRP 78 aprés traitement par les CLAdans les cellules
cancéreuses coliques.

A. Evaluation de l'expression de TARNm GRP78par RT-gPCR en temps réel api@h de
traitementdes cellules HCT11par les CLA en présence de 6%S\éE des cellules SW486n
présence de 10%SIB. Evaluation de lexpression de la protéine GRP78 aprés 72h de
traitement.

L’analyse de I'ARNm GRP78 par RT-gPCR en temps réel, montre une
augmentation de son expression dans les celluligues HCT116 et SW480 apres
traitement par le t10,c12-CLA a 25 et 50 uM en canaison aux cellules contréle
et aux cellules traitées par le c9,t11-CLA (Figd&4). L’expression de la protéine
GRP78 quant a elle semble trés peu affectée paraieement par le t10,c12-CLA
dans les cellules HCT116 et SW480 72h apres trabend 25uM et 50uM (Figure
38B).
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Figure 39 : Induction de I’épissage alternatif d’XBP1 aprés traitement par les
CLA dans les cellules cancéreuses coliques.

A. Analyse de lexpression de 'TARNm XBP1dans les cellules HCT116 aprés 48h et72h de
traitement par les CLA, par RPCR semi-quantitative. Trois formes du transcionts
observées, la forme épisséeXBP), la forme non-épisséeuXBP) et la forme hybride
(hXBPY). B. Analyse de l'expression de ’TARNm XBP1dans les cellules SW480 72h aprés
traitement par les CLA, par RPCR semi-quantitativeC. Evaluation de I'expression de la
protéine XBP 1 dans les cellules CT26 24h et 48hesyraitement par les CLA sur extrait
nucléaire.

Le t10,c12-CLAinduit la formation de ’ARNm hybride XBP1(hXBPJ et desXBP1
dans les deux lignées cancéreuses coligues huméiigare 39A et Figure I®).
Aucune modification notable des cellules témoins aes cellules traitées par le
€9,t11-CLA n’est observée. Nous avons ensuite recherché les effets des ClrAesu
cellules cancéreuses coliques murines (CT26) siobeerve une modification de
I'expression protéique de XBP1 (Figure 3€). On observe une augmentation de
I’expression de la protéine issue de la traduction de PARNm sXBP124 et aprés 48h
de traitement par le t10,c12-CLA & 25 et 50 uM, ce qudigue qu’il induirait

I'activation de la voie IREla dans les cellules cancéreuses coliques.

-112-



RESULTATS ET DISCUSSION Effets des CLA sur la survie des cellules cancéasusliques
induction des ROS et activation du stress du

A HCT116 B SW480 72h
c0,tll t10,c12 (pM)

- 125 25 50 125 25 50

= 110,c12 (pM)
- p-elF2a o
o4 h _ © 125 25 50
ab ----- total elF2a | p-elF2a

B S TR e s s S p-clF20 | Pacting

———— e v——— 0| ol F 2o

48 h

C CT26 32h c9,t11 t10,c12 (pM)
-~ 12,56 25 50 125 25 50

— ————— > c| Do

A g o1 o

Figure 40 : Induction de la forme phosphorylée d’elF2a par le t10,c12-CLA dans
les cellules cancéreuses coliques.

A. Expression de la protéine eléeZous forme phosphorylée (p-el2aprés24 et 48hde
traitement par le t0,c12CLA dans les cellules HCT11&. Expression de p-elf272h aprés
traitement par le t10,ciCLA dans les cellules SW480C. Expression de p-elf2
phosphorylée 32h aprés traitement par le t10,c12-@ans les cellules CT26.

La phosphorylation d’elF2a induit un blocage général de la traduction et feeo
I'expression de certaines protéines impliquées dans la régulation de I’homéostasie du
RE et de la survie cellulaire. Dans les cellules THC6, le t10,c12-CLA induit
I'expression de p-elF2x par rapport aux cellules témoiestraitées par le c9,t11-CLA
aprés 24h (Figure 40 Nous avons mis en évidence un effet dose réporg8zh gour
les cellules CT26 (Figure 40C) et a 72h pour ldslles SW480 (Figure 40B).

2.1.6 Roéle de JNK dans la mort induite par le t10,c12-CLA

Puisque nous observons la mort des cellules cancéreuses coliques et l'induction du
stress du RE suite au traitement par le t10,c12-ChAus avons exploré les
différentes voies de signalisation impliquées dansort induite par le stress du RE,
dont la voie JNK. Nous avons montré, FigureAdLju'un traitement des cellules

HCT116 par le t10,c12-CLA a 50 uM induisaine augmentation de I'expression de
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la forme phosphorylée de la protéine JNK1(@-JNK1/2) a partir de 48h en
comparaison aux cellules témoins et traitées pamJell-CLA. Lorsque les cellules
HCT116 sont traitées pde SP600125, un inhibiteur spécifique de p-JNK1/ 2jng
concentration de 2,5 , 5 et 10upendant le temps de traitement par les CLA a
50 uM, on observe une diminution du pourcentagenuwtalité de maniéere dose
dépendante en inhibiteur (Figure 41B). Ceci montme implication de la voie JNK

dans la mort des cellules cancéreuses coliquestesaaux CLA
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Figure 41 : Réle de phospho-JNK1/2 dans la mort des celluledCT116 induite

par le t10,c12-CLA.
A. Expression de phospho-JNK1/2 (p-JNK 1/2), INK1/@atoet c-PARP dans les cellules

HCT116 apres 24, 48 et2h de traitement par les AG en présence de 6%SVH.
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Evaluation de la mortalité par comptage au bleyary aprés 72h de traitement par les
CLA en présence ou non de 'inhibiteur de JNK1/2, le SP600125, a une concentration de 2,5,
5et 10 uM.

2.1.7 Role de CHOP dans la mort par apoptose induite parle
t10,c12-CLA

Nous avons montré que le t10,c12-CLA induisait mearqueurs du stress de RE.
CHOP étantconnu pour étre l'effecteur de mort essentiel dans la mort induite par le
stress du RE, nous avons évali&pression de CHOP aprés traitement des cellules

cancéreuses coligues HCT116 SW480 et CT26 par ®&F Arigure4?).
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Figure 42 : Induction de l’expression de CHOP dans les cellules cancéreuses
coligues apres traitement par le t10,c12-CLA.

A. Expressionde la protéineCHOP dans les cellules HCT116 aprés 48h etdétraitement
par les CLA.B. Expression de la protéine CHCEpres72h detraitement par les CLAlans
les cellules SW480C. Expressionde la protéine CHOP apreish de traitement par les CLA
dans les cellule€T 26.

Nous n’observons pas de modification de I’expresson de CHOP a 24h (résultats non

présentés) mais elle apparait a 48h lors du traatgnpar le t10,c12-CLA, dans les
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cellules HCT116 et CT26, en comparaison aux caluiémoins et aux cellules
traitées par le c9,t11-CLA a 25 uM et pM (Figure 42A et Figure 42). On note
égalementune augmentation de l'expression de la protéine CHOP a 72h dans les
cellules SW480 apres traitement par le t10,c12-GE/Ajure 4B8).

Dans les cellules dérivées d’un épithélium colique humain non transformée (cellules
NC460) aucune induction de 'expression de CHOP par les AG n’a pu étre mise en
évidence quelles que soient les conditions de d@nagnt (Figure 48 L’absence
d’induction de I’'expression de CHOP dans les cellules NCM460 apegtetnent par
le t10,c12-CLA est parallele a une absence de nigFtéFigure 35B) etd’expression
de c-PARP marqueur d’apoptose (Figure 43.

A NCM460 6%SVF 72h B NCM460 10%SD 72h
9,t1l t10,c12 HCT116 9,t11 t10,c12 HCT116
- 2550 25 50 - Tg - 2550 25 50 - Tg
== | cHoP -( CHOP
———g® | c PARP e -PARP
————— B actine ——— B actine

Figure 43 : Le t10,c12CLA n’induit pas d’apoptose ni ’expression de CHOP
dans les cellules non cancéreuses coliques.

Les cellules NCM460 sont traitées 72h par les AGnafieu 6% SVF A) ou en milieu
10%SD B). Expression de protéique de CHOP et de PARP ¢(tivieARP).

Dans un second temps, nous avons cherché a détrieindle de CHOP dans la
mort induite par le t10,c12-CLA dans les cellulesncéreuses. Pour cela, nous avons
étudié, la mort induite par le t10,c12-CLA dans deflules HCT116 BA-1 exprimant
de fagon stable 'ADNc¢ CHOP en orientation antisens comparée aux HCT116
parentales. Puis nous avons conforté les résubbhtenus dans les cellules SwW480

apres extinction de 'expression de CHOP par ARN interférents (Figure 44.

Par rapport aux cellules HCT116 parentales, on relesdans les cellules HCT116
BA-1 traitées pendant 72h a pM que le t10,c1Z:LA n’induit pas de mort par
apoptose (Figure 44ANous n’observons pas non plus d’induction de I'expression de

c-PARP par le t10,c12-CLA dans ces cellules (Figd48). Lorsque 'bn traite, par
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les CLA a 25 et 50 puM, les cellules SW480 préalagiet transfectées par les siRNA
CHOP ou le siRNA contréle, on constate que ledI®CLA induit une réduction
de la mortalité (Figure 44C), sans revenir au nivele mortalité des cellules non
traitées. Cette baisse de mortakt€ccompagne d’une diminution de I'expression de
c-PARP (Figure 4B), ce qui suggére une diminutiate I'apoptose induite par le
t10,c12-CLA CHOP participe donc a la mort induite par le t10;€1 A. L’effet de
I'extinction de CHOP dans les cellules SW480 apres traitement par led @&t
moins important du fait que’ektinction n’est pas totale avec les SIRNA. Nous

observons donc une expression résiduelle de lapmtFigure 44
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Figure 44 : R6le de CHOP dans la mort par apoptose induite @r le t10,c12-CLA
dans les cellules cancéreuses coliques.

A. Evaluation de la mortalité epourcentage de cellules IP positives (motif unés)de
Papoptose en pourcentage de cellules Annexin V positives (motif en damie@dns les cellules
HCT116 et BA1. B. Expression de PARP clivé (c-PARP) apres traitemsevdc les CLA
dans les cellules HCT116 et BA-C. Evaluaion de la mortalité en pourcentage de cellules
IP positives dans les cellules SW480 72h aprésemsnt par les CLA en oditions 10%SD
suite a la transfection par le siRNA CHOP ou colgr@scr) D. Expression de c-PARP

- 117 -



RESULTATS ET DISCUSSION Effets des CLA sur la survie des cellules cancéasusliques
induction des ROS et activation du stress du

apres transfection du siRNA dirigés contre CHORJetsiRNA contréle (scr) et traitement
par les CLA pendant 72h.

2.1.8 Les ROS induits par le t10,c12-CLA participent a I’induction
de CHOP au cours du stress du réticulum endoplasmice

Nous avons montré précédemment que le t10(d1R-est a 'origine de 'activation
du stress du RE dans les cellules cancéreuses coliques et a l'induction de leur mort
par apoptose. Un des mécanismes activateurs dasstite RE est la production de
ROS [303]

C’est pourquoi nous avons étudié la production de ROS dans les cellules HCT116
traitées par les CLA a 50 uM aprés 24 et 48h dé@emeent & l'aide d’une sonde
fluorescente DCFH2DA (Figure 45A). On observe umeuiction de la production de
ROS par le t10,c12-CLA 48h apreés le début du tradmet.

Le cotraitement avec un antioxydant, le N-acétyl kténe (MC) a 0,5mM,
prévient la production des ROS suite au traitenpant le t10,c12-CLA (Figure 49.
Nous montrons également que le traitement par |€ NAduit la mort par apoptose
induite par le t10,c12-CLA (Figure 45B). Cette dimiion de mortalité par le
cotraitement t10,c12:LA/NAC est associée a une diminution de l'expression de
c-PARP (Figure 45 Pour confirmer ces résultats, nous avons testéautre
inhibiteur des ROS, l'a-tocophérol une forme de la vitamine E. On obseque
I'a-tocophérol a 100uM en cotraitement avec le t10@LA a 50uM restaure
compléetement la viabilité des cellules HCT116 apf&h en comparaison au
traitement t10,c12-CLA a 50uM seul (Figure 45C).

Nous avons également pu mettre en évidence quaitkement par le NAC a 0,5 mM
prévient I'induction de CHOP par le t10,c12-CLA comparée aux cellules contrbles ou
c9,t11-CLA (Figure 4B), ce qui démontre que la production des ROS est a l'origine

de la mort par apoptose des cellules cancéreusige&®via l'expression de CHOP.
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Figure 45 : Le t10,c12.CLA induit le stress du RE via ’induction de ROS.

A. Evaluation de l'induction des ROS apres traitement par les CLA pendant 24 et 48h. B.
Evaluation de la mortalité (pourcentage de cellules positive$ et de l'apoptose (en
pourcentage de cellules Annexin V positives) apr@h de traitement par lesL& en
présence ou non d’'un inhibiteur de la syntheése des ROS, le N-acétyl-L-cystéine (NAC) a
0,5mM. C. Evaluation de la mortalité (pourcentage de cellules IP positives) et de 'apoptose
(en pourcentage de cellules Annexin V positivesjeap/2h de traitement par les CLA en
présence ou non d’a-tocophérol a 100uMD. Etude de l'expression de PARP clivé (c-PARP)
aprés traitement par les CLA en présence ou nonNAE€ a 0,5 mM. E. Etude de
lexpression de la protéine CHOP 72h aprés traitement par les CLA en présence ou non de

NAC a 0,5 mM.

2.2 Discussion

L’objectif de ce travail était de déterminer les mécanismegculairesy 1'origine des
effets anti-cancérigenes des AG alimentaires, t9Q0A et t10,c12-CLA, dans les
cellules cancéreuses coliques. Pour celays avons évalué les effets de ces deux
isomeéres conjugués dacide linoléique sur des cellules cancéreusesumdidqqumaines

HCT116 et SW480, et muringsT26. Afin d’en mesurer le potentiel thérapeutique,
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nous avons également évalué les effets sur dBslesedérivées d’un épithélium

colique humain non transformé (NCM460).

Nous avons montré que seul le t10,c12-CLA induitaiiort des cellules cancéreuses
coliques sans affecter la viabilité des cellulesnmmles de maniére significativ®e
plus, le t10,c12ZLA induit I'apoptose des cellules cancéreuses ativation du
stress du RE. Nous avons montré que cette mortapaptose était dépendante de
I'expression de CHOP et de l'activation de JNK1/2. Par ailleurs, nous avons montré
que le t10,c12-CLAriduisait la production de ROS qui est a 'origine de I'expression

de CHOP dans les cellules cancéreuses coliques.

Différentes études ont montré qu'un mélange de ¢9,t11-CLA et de t10,c12-CLA
induisat ’apoptose d’une grande variété de cellules cancéreusegitro et ainsi que
celle des cellules pré-néoplasiquesvivo [261, 379, 380]. Nous avons montré, dans
cette étude, que le t10,c12-CLA induit spécifiquaméa mort par apoptose des
cellules cancéreuses coliques sans altérer la esutes cellules non transformées
dérivées d’un épithélium coligue humain (Figure 34 et Figur9.3b a été montré
chez le rat et la souris, que les épithéliums mamasapré-néoplasiques étaient
sensibles a I'apoptose induites par les CLA alors que les cellules indifférenciées de
I’épithélium mammaire sain y sont résistantes [261, 285]. Le mécanisme de cette
résistance est encore inconnu. Nous avons monteédaus les cellules cancéreuses
coliques le t10,c12-CLA induisait une augmentatdmla production des ROS qui est
a lorigine de I'apoptose via CHOP (Figure 45). Dans les cellules NCM460, nous
avons mis en évidence que le t10,€12A n’induisait pas d’expression de CHOP, et

ne modifie pas leur survie (Figure 43) ce qui sugggie les cellules non transformées
ne sont pas sensibles au t10,€12A et au modification du statut oxydatif qu’il
induit. 1l est possible que le systeme de régulattu statut oxydant soit plus

efficace dans les cellules saines que dans lasleltancéreuses [381, 382].

L’étude des marqueurs du stress du RE nous a permis de mettre en évidence une

augmentation de’dxpression de SXBP1 (Figure 39), de p-el&2(Figure 40) et de
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I’ARNm GRP78(Figure 38 dans les difféerentes lignées cancéreuses coligpessa
traitement par le t10,c12-CLA sans effet du c9,€11A. Ceciindique une activation
claire du stress du RE par le t10,c12-CLA dans dellules cancéreuses coliques
humaines et murines. Nous avons également mis mferdse une augmentation de
I'expression du facteur de transcription CHOP dans les cellules HGI 9W480 et
CT26 apres traitement par le t10,c12-CLA (Figure.4Rpus avons montré que
CHOP participe a la mort induite par le t10,c12-CfRigure 44. L’augmentation

de l'expression de CHOP induite par activation prolongée du stressRii joue un
role clé dans la régulation de l'apoptose. En effet, CHOP favorisé’expression de
protéines pro-apoptotiques telles que BIM, TRB3 @R5, en inhibant la
transcription de genes anti-apoptotiques tels Baole2 [383]. Il a été mis en évidence
que le t10,c12-CLA induisait dans des cellules dacer mammaire de souris, une
diminution de Bcl-2 et augmentalitexpression de BIM [384, 385] L’ensemble de ces
données pourrait expliquer l'action pro-apoptotigue de CHOP induite par le

t10,c12-CLA dans les cellules cancéreuses coliques.

Par ailleurs, la voie IREd, qui semble activée par le t10,c12-CLA, est conpuoar
induire des signaux de survie via 1’épissage de TARNm XBP1, mais en cas de stress
sévere et prolongé, elle induit des signaux propdigaes via la phosphorylation de
JNK1/2 par le complexe IREATRAF2/ASK1 [383]. Nous avons montré dans ce
travail une activation de la voie JNK1/2 par le ,tI@-CLA (Figure 44) et qu'elle
est impliquéedans leffet cytotoxique du t10,c12-CLA dans les cellules cancéreuses
coliques son inhibition par le SP600125 réduisant la motéalinduite par le
t10,c12-CLA (Figure41B). Cependant la voie IRElne serait pas la seule impliquée
dans l'activation de JNK, au cours du stress du RE, CHOP est a lorigine de
'activation des protéines kinase calcium/calmoduline dépendantes (CaMK) via
I'induction de ERO1le [386]. Ces CaMK, en particulier CaMKIl, sont corasupour
étre a l'origine de la libération de calcium a partir du RE et éirdorigine de
l'activation de JNK dans les macrophagéss d’'un stress du RE [387]. La régulation
de JNK par la voie IREdL et par CHOP dans les cellules cancéreuses coliques
pourrait amplifier et prolonger I'expression de la phosphorylation de JNK, induite
par le t10,c12-CLA.
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Des perturbations du statut oxydant de la cellulele RE induies par des agents
pro-oxydants externes ou issus du métabolismelagkbupeuvent étre l'origine de
I'induction du stress du RE [303]. Nous avons montré que les cellules HCT116
exposées au t10,c12-CLA augmentent leur produad®rROS dans les 48h apreés le
début du traitement (Figure 45A). Cette productide ROS induite par le
t10,c12-CLA peut étre prévenuear 'ajout d’'un agent antioxydant, le NAC ou
I'a-tocophérol, qui réduit la mort par apoptose dedlules traitées par le
t10,c12-CLA (Figure 45). Il est rapporté que les R@ont biena lorigine de
lactivation du stress du RE mais les mécanismes impliqués sont encore mal compris
[388]. La production de ROS pourrait étre induita pe stress du RE via CHOP et
son interaction avec la voie ER®1389] Il a été rapporté que le traitement de
cellules par le t10,c12-CLA oun mélange d’isomeres interférait avec I’homéostasie
rédox et induisait la production de ROS entre autria une altération de la chaine
mitochondriale et une activation de la NADPH oxyelg&71, 390-392]. Nos résultats
montrent que la formation de ROS débute autour 8le dpres traitement des
cellules HCT116 (Figure 45A). Dans les 48h, nousmme@ncons a observer
I'expression de différents marqueurs du stress du RE tels que XBRré&lFZx et
CHOP (Figure 39Figure 40 et Figure 42). Il a été montré que XBBdajt un rbéle
dans la protection de la cellule viss&-du stress oxydatif et favorise I'expression de
génes impliquéslans 'homéostasie du statut rédox [352]. Cette premiére phasaid
stress du RE permettrait a la cellule de mettrepkxte des moyens de protection
vis-a-vis des effets pro-oxydants du t10,c12-CLAn @eut donc supposer que le
t10,c12-CLA, dans les cellules cancéreuses coliquésit la formation de ROS. Et
que le stress du réticulum est dans un premier seagpivé afin de faire face a ces

ROS.

Par ailleurs,’bxydation des acides gras, tels que I'acide palmitique ou 'acide oléique,
peut induire la formation de catabolites intermé&es ou des sous produits a
lorigine de la modulation de la formation des ROS par la chaine respiratoire
mitochondriale [371, 372]. Le t10,c12-CLA et le td9-CLA sont -oxydés de
maniéres différentes du fait de la position deshdesl liaisons et conduisent a une

augmentation de I8-oxydation des autres AG [393, 3944ls que 'acide oléique qui
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est pourvoyeur d’intermédiaires et de sous produits générant des ROS dans les pré-
adipocytes 3T3:1 [394]. Ceci pourrait expliquer 'augmentation de la production de

ROS dans les cellules cancéreuses coliques amisrtrent par le t10,c12-CLA.

Nous avons montré quérhibition de la production des ROS pemait en partie la
mort induite par le t10,c12-CLA, ce guiiggere une implication de l'altération du
statut rédox (Figure 45). Toutefoidautres signaux promoteurs du stress du RE ne
sont pas a exclure. En effet, les travaux dévelppgens la premiere partie de ce
manuscrit présente une activation du stress du RE suite a I’abolition de la synthese
des AGMI en ciblant l'extinction de SCD-1 par ARN interférents [395]. Le
traitement des cellules cancéreuses coliques partl®cl2-CLA montre une
diminution de la synthese des AGMI, soit par uneutétion au niveau de
I'expression de SCD-1, soit par inhibition de son activité (Figud®. Il a été montré
que la synthese des AGS et des AGMI était un moglenprotéger la cellule
cancéreuse des attaques par des radicaux librék [38bolition de la synthese des

AGMI par le t10,c12-CLA, pourrait étra 'origine de la production de ROS.

En conclusion, nos résultats montrent que seul i@ cil2-CLA induit la mort

apoptose via le stress du RE des cellules can@sandiques sans affecter la viabilité
des cellules épithéliales coliques normalé&poptose induite par le t10,c12-CLA
dans les cellules cancéreuses coliques est dépemdbn CHOP et induite par la

génération de ROS.

Perspectives Cette étude supporte le potentiel anti-cancérighnél10,c12-CLA. Les
résultats obtenus ici a la fois pour les lignéescéaeuses humaines et la lignée
cancéreuse murine, restent a étre confortés parexigérimentationsn vivo. Nous
chercherons a mettre en évidence l'effet du t10,c12-CLA sur la croissance tumorale
chez la souris injectée en sous cutanée par CT2fis Ndéterminerons alors la
concentration circulante en t10,c12-CLA nécessgimir réduire la progression

tumorale et nous évaluerons les effets secondpwossibles.
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Des altérations du métabolisme des AGMIdet SCD-1 ont été rapportées dans un
certain nombre de pathologies, dont le candéaugmentation de la synthese de
novo des AGS et des AGMI dans les cellules cancéreesesle reflet de besan
accrus en lipides de la cellule en proliféeration et réponse aux signaux de
I'environnement tumoral. Les AG ainsi synthétisés sont utilisés pour la fation de
nouvelles membranes cellulaires, la signalisatiefiulaire mais également comme
pourvoyeur d’énergie [64]. Cibler les voies de biosynthése des lipidegn particulier,

la synthése des AGMI, apparait étre une cible deixclpour induire la mort des
cellules cancéreuses sans toucher les cellulegesaréme en prolifération. En effet,
réprimer la biosynthése désGMI, c’est priver la cellule d’AGMI issus de la synthese
endogeng et perturbe toutes les voies de synthese des dipigdospholipides
triacylglycérol et esters de cholestéral)est aussi augmenter la teneur en AGS aux
effets cytotoxiques [179, 180, 229], mais égalemanproduction de ROS régulés par
les AGMI et l'activité SCD-1 [396]. Toutefois,des souris porteuses d’une mutation
naturelle deSCD-1 présentent de séveres problemes cutanés et auldel, 397].
Bien quel’absence d’activité SCD conduise a des effets protecteurs dans le cadre du
syndrome métabolique (obésité, stéatose hépatitjuiasalino-résistance) [398], de
récentes études suggérent que, SCD-1 jouant uncriblgue dans la suppression de
multiples maladies inflammatoires en transformaes AGS pro-inflammatoires en
AGMI intégrés dans des lipides biologiguement nesitf399], une inhibition de son
activité serait a l'origine de 'augmentation de l'inflammation. Il a été rapporté que la
déficience en SCD- chez les rongeurs est a lorigine de I'augmentation de
lathérosclérose et de la réponse inflammatoire des macrophages, mais aussi de la
mort des celluleg-pancréatiquesn vitro et in vivo ce qui a des conséquences sur la
tolérance au glucose [400, 401l apparait également que l'inhibition de SCD-1 a des
répercisgons sir linflammation intestinale [400, 401]. Cheret al. ont mis en
évidence que les souris SCD-lsont plus sensibles au développement d’une
I'inflammation intestinale [402]. Toutefois le réle de la déficience en SCOdans

I'inflammation intestinale reste a étre clarifié [403}

Inhiber la biosynthese des AGMI en ciblant SCD-kteetoutefois une stratégie

envisageable, des inhibiteurs pharmacologigues @&-$% peuvent étre donnés
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conjointement a des agents ahifltammatoires comme I’huile de poisson, ou une
intervention nutritionnelle par des AGPI modulant Pactivité SCD-1 peut étre mise
en place. Les cellules cancéreuses colorectaleseptént une accumulation en AGS
et en AGMI au détriment des AGPI [86, 87, 90,.9Cks derniers ont un role
important dans la prévention de certaines pathedpgielles que les maladies
cardiovasculaires, linsulino-résistance, 1’'obésité, les désordres du systeme
immunitaires, les maladies neurodégénératives eetidilissement [404]Les CLA,
sont AGPI isomeres conjuguéle I'acide linoléique, ayant des effets pléiotropiques
sur la cellule cancéreuse [20, 238-242, 253, 238-2afont les effets pourraient étre
reliés a leur capacité a moduléactivité SCD-1. Il a été montré quees AG
contiennent la progression tumorad®, modulant l'activité du systeme immunitaire,
l’angiogenese, et au niveau de la cellule tumorale en modulant lesess de

signalisation de survie [20, 238-242, 253, 258-261]

Ces travaux montrent que la voie de biosyntheseAde®ll, en particulier SCD-1
sont des cibles du métabolisme lipidique qui petnaéént de modifier la
prolifération des cellules cancéreuses coligues perspectives d’utilisation d’agents
chimiothérapeutiques ciblant SCD-1 comme traitemédatpremiere ligne semblent
encore éloignées. Cependant cibler cette voie dgybthése en traitement adjuvant
avec les AGPI semble envisageable a plus courtaefes AGPI| naturels comme les
CLA sont connus pour étre des modulateurs de SGDH4, 155, 159, 160], ce qui
permet d’envisager une intervention nutritionnelle a titre thérapeutique -voire

préventif- vis-a-vis du cancer colorectal mais adesnombreux autres cancers.

Moduler la synthése des AGMI comme thérapie adjtieagst un point intéressant.
En effet, modifier la synthésde novodes AGMI c’est moduler de la composition des
membranes lipidiques. Cette composition semblerdétante pour la résistance des
cellules aux chimiothérapies [373, 374], et coruitie le recrutement des récepteurs
de mort dans les radeaux lipidiques [405-4@Y]la recomposition de la membrane
plagsnique s’ajoute également une induction de I'expression des récepteurs de mort
DR5 via CHOP [383] L’augmentation de ce récepteur a la surface des cellules
cancéreuses permet de sensibiliser des celluleRAIL une cytokine de la famille

des TNF, prometteuse dans le traitement des camodgies [408]. Par ailleurs, le
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succes d’une chimiothérapie dépend de ses effets cytotoxiques contre les cellules
cancéreuses mais aussi pour certaines moléculéss tglie les anthracyclines et
loxaliplatine, a leur capacité a déclencher la mort des cellulescéreuses en
activant le systeme immunitaire. Ainsi, une tell@ntiothérapie seral’autant plus
efficace car elle cible de maniere directe et iedie la cellule cancéreuse. Les dérivés
du platine, oxaliplatine et cisplatine, ne présantgas les mémes propriétés vis-a-vis
de linduction de la mort immunogene. En effet, le @sple ne permet pas
Iinduction de cette mort par un défaut de translocation de la calréticuline, une
protéine chaperonne du RE, a la membrane plasmi@ette protéine a des
propriétés immunogéniques et active le systeme imtaire, la cellule cancéreuse
ainsi marquée devient la cible du systeme immuretait est détruite. Il apparait
qu'un élément important dans la signalisation de cette relocalisation soit p-elF2a. Ce
signal est manquant lors du traitement des cellpasle cisplatine. Il a été montré
qu'un traitement conjoint de l'inducteur du stress du RE, la thaspigargine, et le
cisplatine conduit & une mort immunogene et a lacadisation de la calréticuline a
la membrane plasmique [409]. Le cisplatine est ghiniothérapie principalement
utilisée dans les cancers des poumons, de la yessEs ovaires. Alors que
I'oxaliplatine est indiqué dans le traitement des cancers colorectaux, car ils y sont
plus sensibles. Une stratégie de traitement adjuaaec les AGPI ou les inhibiteurs
de SCD1 permettrait d’augmenter le succes des traitements du cancer colorectal et
des autres cancers, avec des effets directs desuk@a cellule cancéreuse, en les
rendant notamment plus sensibles aux agents cHidgriapeutiques [410], mais aussi

avec des effets sur le systeme immunitaire.

En vue de valider le potentiel d’une intervention nutritionnelle par le 10,c12-CLA
dans le traitement du cancer colorectal, nous egesns de mettre en place une
étudein vivo. Le but de cette étude setddvaluer 'impact du t10,c12-CLA sur la
croissance tumorale chez la souris et de medus effets secondaires d’un traitement
par injection des CLA par voie intra péritonéalepar administration dans le régime
alimentaire pour comparaison. Le t10,c12-CLA a fht preuve de son efficacité
quant a la diminution de la progression de tumenasnmaires et coliques [260, 283,

411). Cependant, de récentes études ont mis ent alapossibles effets secondaires
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d’'une supplémentation en t10,c12-CLA. Il a été rapporté quetid,c12-CLA
stimulait la croissance de tumeurs mammaires chegolris indépedamment des
cestrogenes [284] et dans un modéle de souris transgéniquB].[Z3hez 'homme les
effets secondaires adverses restent en débat teanaposition des observations chez
les modeles murins a I'homme sont discutables. Cependant il est rapporté que le
t10,c12-CLA conduit a’dltération de la sensibilité a l'insuline ou 'augmentation de
marqueurs de l'inflammation chez I'homme [412-415] C’est pourquoi, les études chez
I'homme doivent prendre en compte ces risques et doivamé éenées avec
précaution afin de déterminer si le t10,c12-CLA estAGT anti-cancérigéne efficace
et sans dangerll existe d’autres isomeres conjugués trans d’AGPI (les isoméres
conjugués de lacide linolénique CLN, 18:3 aux effets anti-inflammatoires,
immuno-modulateurs, anti-obésité et anti-carcineggd16-419). llapparait qu’'un de
cesisomeres, ’acide jacarique (€8,t10,c12-CLN) présente une capacité d’inhibition de
I'expression de SCD-1 dans le foie chez la souris [420es dérivés de Pacide
linolénigque sont peut étre des AG anti-cancérigenedfets CLA sans effets adverses

et peuvent étre intéressants.

Au final, notre étude apporte des éléments en favhu métabolisme des lipides

comme une cible intéressante dans le traitementadicer colorectal.
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1. Culture cellulaire et traitements

1.1 Lignées cellulaires utilisées

Les cellules utiliées au cours de ces travaux sont, une lignée d’ostéosarcome humaine
(U2059), trois lignées de cellules issues de canmgigues humains (SW480, HCT116
et les cellules HCT116 notée BAstablement transfectées par l'antisens de CHOP),
une lignée de cellules cancéreuses coliques dass@DT 26), deux lignées de cellules
dites « normales », la lignée non transformée dbBules épithéliales coliques
humaines NCM460 et enfin des fibroblastes de paaudins NHDF Normal Human
Dermal Fibroblast)(Tableau .

Tableau 4 : Lignées cellulaires utilisée.

Lignées Provenance Type de cellules Origine Milieu d’entretien D.E.

ATCC
u20S Ostéosarcome H DMEM 10%SVF 1:10
HT B-96™
ATCC Adénocarcinome
SW480 H DMEM 10%SVF 1:10
CCL-228™ colorectal
HCT116* Dr. J Martinez Carcinome colorecta H DMEM 6%SVF 1:20
HCT116 . .
BA-1* Dr J Martinez Carcinome colorecta H DMEM 6%SVF 1:20
NCM480 INCELL Corp IDémé de Iépithelium de M3 10%SVF 1:3
a muqueuse collque salr
. Fibroblastes de pea
NHDF Invitrogen P H MEM106 10%SVF 14
normaux
CT26 ATCC Carcinome du c6lon S RPMI 10%SVF 1:20

ATCC : American Type Culture Collection (RockvilleiD, USA) ; Invitrogen (Cergy-
Pontoise, France) ; INCELL Corp (San Antonio, TXSA) ; DMEM : Dulbecco’s modified
Eagle Medium, 4.5g/| de Glucose sans L-Glutamin&5¢B01, PAA) supplémenté avec 2mM
de L-Glutamine (M11-004, 100X , PAA); M3 M3Base™ (M300A500, INCELL Corp),
RPMI : RPMI 1640 sans L-Glutamine (E15-041, PAA)pplémenté avec 2mM de L-
Glutamine ;MEM106 : supplémenté en LSGS (InvitrogenSVF : sérum de veau feetal
décomplémenté(A11-101, lot A10109-1886, PAA); H : humaine ; Souris ; D.E. : dilution
d’entretien.

- 130-



MATERIELS ET METHODES 1.Culture cellulaire et traitements

1.2 Conditions de culture et traitements
1.2.1 Entretien des lignées

Les différentes lignées sont cultivées dans unhbateur sous atmosphére contrblée a
37°C sous 5% CO Lorsque les cellules sont a sub-confluence, sited passées, soit
environ deux fois par semaine. Pour cela les edlgbnt lavées avec du tampon PBS
sans calcium et sans magnésium stérile (H15-002A)P Auis les cellules sont
recouvertes de Trypsine/ EDTA (L11-004, 1X, PAA)Jesl sont incubées a 37°C
pendant 1 a 3 min, 'arrét de la trypsine est réalisé par 'ajout d’un grand volume de
milieu complet. Les cellules sont ensuite réenseamdes selon les dilutions indiquées
dans le Tableau 4, par exemple pour U20S, un diidm la suspension cellulaire de
la flasque a sub-confluence sera réensemencées wansouvelle flasque, avec un

volume de milieu frais suffisant.

Les milieux que nous utilisons pour chaque typdutare sont décrits dans le
Tableau 4. Chaque est milieu est supplémenté ou amor-Glutamine (M11-004,
100X, PAA) a raison de 2mM selon la composition dé&part du milieu et en
antibiotiques, pénicilline (100U/ml) et streptomyei (100pg/ mL) (P11-010, 100X,
PAA). Le sérum de veau feetal (SVF) utilisé est au préalable décomplémenté par
chauffage a 56°C pendant 30 minutes avant d’étre ajouté au milieu selon les

proportions indiquées dans le Tableau 4.

1.2.2 Transfections par les ARN interférents

Les petits ARN interférants (SiRNA) ont été synikés par Dharmacon Reasearch

Inc (Lafayette, CO, USA) (Tableau 5).

Tableau 5 : Séquences des ARN interférents (SiRNA).

Cible des siRNA Séquence cible des siRNA

Contrble (scr) CUUACGCUGAGUACUUCG

SCD-1.A GAUAUGCUGUGGUGCUUAA
SCD-1.B GAGAUAAGUUGGAGACGAU
CHOP CAAUUGUUCAUGCUUGGUG
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Le kit de transfection OligoFectamine (InvitrogeGergy-Pontoise, France) a été
utilisé pour les transfections sur cellules adhéeanlLes cellules sont ensemencées a
raison de 110 000 cellules par puits en plaque iéspan milieu DMEM supplémenté
en SVF et en L-glutamine (2mM) sans antibiotiquss.lendemain les cellules sont
transfectées par les siRNA dirigés contre ’ARNm SCD-1selon les recommandations
du fabricant a raison de 75nM final, pour U20S, ®&/4t HCT116, et 200nM final
pour les NHDF et a raison de 50nM final pour le dMRdirigé contreCHOP. Les

cellules sont ensuite collectées au temps indigyésés la transfection.

1.2.3 Transfection de plasmides

Les transfections de plasmide ont été réaliséesc aee kit de transfection
Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Les cellules soahsemencées la veille de la
transfection dans du DMEM complet sans antibiotigieefacon a avoir une densité
de 50 a 70%. La transfection est réalisée avec 4l@gplasmide et 15 pL de
lipofectamine 2000 selon les recommandations duidahnt. La sélection des cellules

transfectées se fait au G418 400ug/ mL sur 3 jours.

1.2.4 Traitement avec les inhibiteurs de SCD-1

Les inhibiteurs de SCD-1, CVT-11127 et MF-438, non$ été gracieusement donnés
par Gilead Science, Inc et Merck Frosst respectareny156, 157]. Les inhibiteurs
sont conservés a -20°C dilués dans le DMSO, eisésilaux concentrations indiquées,
entre 5 et 20 uM par ajout dans le milieu de cwtures cellules sont récupérées
apres 24h pour la mesure de 'activité de SCD-1 et aux temps$ndiqués pour I'analyse

protéique.
1.2.5 Traitement par les acides gras

1.2.5.1Préparation des solutions d’AG

Pour les expériences de supplémentation en AG, les solutions d’AG 10X sont
préparées dans du DMEM J[sans SVF, sans L-glutamingans antibiotiques et de la
s@éum albumine bovine (BSA) sans AG (ratio 1:4, uneléoule de BSA pour quatre
molécules d’AG)] & partir de solutions de ¢9,t11-CLA, t10,c12CLA et d’acide oléique
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conservees a20°C dans le chloroforme ou I’éthanol. Le volume d’AG nécessaire est
prélevé etmis a sec sous azote. L’AG est repris par un faible volume d’éthanol (1%
du volume de la solution 10X). Puis le DMEM/BSA al@&blement réchauffé a 37°C
est ajouté sur les AG. Les tubes sovirel sont fernsdus azote et agités
énergiquement pendant 1 mirupour s’assurer de la liaison des AG aux molécules
de BSA. Les solutions 10X sont filtrées (0,22pm) avant d’étre utilisées pour traiter

les cellules.

1.2.5.2Vérification de la concentration des solutions d’AG

La concentration de la solution 10X d’AG est vérifiée par extraction des lipides d’une
prise aliquote, suivie de la saponification et lg@thylation des lipides extraits, puis

de 'analyse de I’échantillon par chromatographie phase gazeuse.
= Extraction des lipides en milieu aqueux

L’extraction est réalisée en milieu aqueux selon la méthode de Bligh et Dy&1]
Un volume donné de la solution préparée est misec@rtacte avec un meélange
chloroforme/ méthanol (1/2, v/v), de facon a avoies | rapports suivant,
(CHCIly/ MetOH/ H,O, 1,5/3/1). On ajoute un standard interne, Cl@fn de
déterminer la concentration de nos solutions. Apuas nuit a 4°C, les rapports
CHClJ/ MetOH/ H,O sont modifiés par ajout de chloroforme et de K&GB7M
(4/2/1,25). Les tbes sont bouchés sous azote avant d’étre agités fortement et
centrifugés a 500g pendant 10 minutes a 15°C. Las@hnférieure contenant les

acides gras est prélevée pour étre saponifiée ehyigé.
»= Saponification des lipides et méthylation des acides gras

Les lipides sont mis a sec sous flux d'azote puwiposifie¢e avec de la soude
méthanolique 0,5N pendant 15 min a 55°C dans ubetbouché sous azote. La
meéthylation est réalisée selon la méthode de Sleteranza [422] a I'aide de BF3
meéthanolique 14%. Les esters méthyliques d'AQ sorsuite extraits aprés ajout
d'hexane et de NaCl 35 %. Apres centrifugation,g508ndant 10 minutes a 15°C, la

phase supérieure hexanique contenant les estety/ligéies d'AG est prélevée.
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= Analyse et quantification des acides gras par chromatographie en phase

gazeuse

Les esters méthyliques sont séparés par chromagtiograeen phase gazeuse (CPG)
avec un chromatographe Clarus 500 (Perkin Elmetjpé&gd'une colonne capillaire
[30 m de long, 0,32 mm de diametre interne et @@bde film (Supelco, Bellefonte,
Pennsylvanie, USA)] contenant une phase statioenpalaire (Carbowax 20M) et
avec I'hélium comme gaz vecteur (débit de 3 mL/ mir@) température du détecteur,
de type ionisation de flamme est de 230°C. Le festr programmé a une température
initiale de 85°C puis augmente de 30°C/min penddrg min, puis de 3°C/min
jusqu'a 220°C.

L'identification des esters méthyliques des écHiant est effectuée en comparant
leurs temps de rétention avec ceux d'une solutiensthndards de composition

connue. La quantification est déterminée gracetandard interne.

1.2.5.3Préparation des cellules et traitement

Les cellules sont ensemencées la veille du traibénderaison de 220 000 cellules par
boite de 60 mm de diametre. Le jour du traitemémimilieu est changé. Les cellules
SW480 sont traitées en condition « délipidée » (mémilieu mais avec 10% de
sérum délipidé (S181L-500, lot S05608S181L, BioywedtdCT116 et CT26 sont
traitées en condition DMEM complet 6% SVF. Aucune différence n’a été observée
dans la réponse de ces cellules aux traitement®e et et 6% SVF. Les NCM460
sont traitées dans les deux conditions. I’AG est ajouté de fagon a traiter a une
concentration finale de 12,525 et 50 pM pour les CLA et 100 pM pour l'acide

oléique.

1.2.6 Traitement avec des inhibiteurs des ROS a-tocophérol et
N-acétyl-L-cystéine

L’a-tocophérol (T3251, Sigma) est préparé dans I’éthanol a 100mM et stocké a 4°C a
I’'abri de la lumiere. 11 est ajouté dans le milieu de culture 15 minutes avant

traitement par les AG, & une concentration finadel@OM.
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Le N-acétyl-L-cystéine ou INAC (A7250, Sigma) est dissous dans de 'eau ultrapure
a raison de 100 mg/ml, puis il est filtré et stocké4°C. Il est utilisé comme
antioxydant pour prévenir la formation des ROS st agouté sur les cellules dans le

milieu de culture 15 minutes avant le traitement lga AG, a raison de 0,5 mM.

1.2.7 Traitement avec un inhibiteur de JNK : SP600125

Le SP600125 (A5567, Sigma) est dissous dans le DMS@ison de 4,4 mg/ ml
(20 mM), et stocké a -20°C. Il est utilisé commehiimteur sélectif de c-JUN
N-terminal kinase (JNK). Il est ajouté sur les wels dans le milieu de culture

15 minutes avant le traitement par les AG, a raider2,5 a 10 uM.

1.2.8 Traitement avec la Thapsigargine : contréle positifdu stress
du RE

La thapsigargia (T9033, Sigma) est dissoute dans 1’éthanol & raison de 1,536 mM, et
stocké a -20°C. Elle est utilisée comme inhibitdes pompes calciques du réticulum
endoplasmique, perturbant ainsi 1’homéostasie calcique du RE et induisant un stress
de RE. Les cellules sont traitées a raison de 2uunkl nuit pour SW480, HCT 116 et
8h pour CT26.

1.2.9 Traitement avec 1’étoposide : controle positif de ’apoptose

L’étoposide ou VP16 (E1383, Sigma) est dissous dans le DMSO a raison de
29,4 mg/ ml (50 mM) et stocké a -20°C. lltesgilisé comme inducteur de I'apoptose

caspase-3 dépendante. Les cellules sont traitéasa@n de 50 pg/ ml pendant 48h.

2. Mesure de la prolifération cellulaire et viabilité

2.1 Analyse de la prolifération cellulaire

L’analyse de la prolifération cellulaire a été menée avec le kit CyQuant®NF cell
proliferation assay (Invitrogen). L’expérience se réalise en plaque 96 puits. Les

cellules sont ensemencées a raison de 3000 celjpdas puits, puis traitées le
lendemain selon 'expérience. Chaque condition de traitement est répétée trois fois

sur la méme plaque. Les plaques sont arrétés apstémdiqué par élimination du
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milieu et congélation a -80°C. Le nombre de cefluladhérentes est évalué
indirectement par la mesure de fluorescence éndsdepCyQuant GR dye qui lie de
maniére stochiométriqgue les acides nucléiques. luardscence est mesuré par un
fluorimétre (VICTORV™ PerkinElmer Life Sciences Inc, Wellesley, MA, USA) avec

une excitation a 485 nm et une détection a 535 nm.

2.2 Analyse de la viabilité

La viabilité cellulaire a été évaluée par comptageBleu Trypan au microscope a
contraste de phase aux temps indiqués apres kenrant. Les cellules qui excluent
le bleu trypan sont considérées comme viables. dadiles sont ensemencées en
plague 6 puits a raison de 110 000 cellules patsppiuis traitées selon les conditions
de lexpérience. Aux temps indiqués, les cellules adhérante et flottantes sont
collectées par trypsination et dans le surnagepaois centrifugées a 520g pendant
10 minutes. Le culot cellulaire est repris dans l1 de PBS 1X (H15-001, PAA).
100 puL de la suspension cellulaire sont prélevéseaenéme volume de solution de
bleu Trypan 0,4% (T8154, Sigma) y est ajouté. Apdésninutes a température
ambiante les cellules sont comptégsl’aide d'une cellule de Malassez. Chaque

condition est réalisée en double et est compté tfods.

3. Mort cellulaire et mort par apoptose

3.1 Evaluation de la mort cellulaire

La mort cellulaire est évaluée par marquage a liodure de propidium (IP) en

cytométrie en flux (FACS Calibur, Becton Dickinson)

Les cellules sont décollées a la trypsine et cetgar centrifugation a 520g pendant
10 minutes, et lavées une fois par du PBS 1X. Uetoest repris par 1 mL de PBS
1X. L’IP est ajouté quelques minutes avant le passage au cytometre afin d’obtenir
une concentration finale de 1 pg/ mL. La mortalisé eeprésentée en pourcentage de

cellules IP positives moyen de trois échantillons.
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3.2 Evaluation de la mort par apoptose

3.2.1 Marquage Annexin V

L’évaluation de 'apoptose a été réalisée par marquage des cellules a I’Annexin V a
'aide du kit FITC Annexin V Apoptosis Detection kit (BD Pharmagen™) selon les
recommandations du fabricant par cytométrie en f{l?ACS Calibur, Becton

Dickinson).

Comme pour le marquage IP, les cellules adhéraatefiottantes sont collectées,
lavées au PBS 1X, et reprises dans le tampon candans le kit kinding buffe} de
fagon a avoir une densité cellulaire de 'ordre de 108 cellules/ mL. 100 puL sont ajoutés
a 5pL d’Annexin V. Apreés 15 minutes d’incubation dans le noir & température
ambiante, 30QiL de tampon sont ajoutés et I’échantillon est passé au cytometre. Les
résultats sont exprimés en pourcentage de cellatesexin V positives moyen de

trois échantillons.

3.2.2 Marquage au Hoechst

Le marquage des noyaux au Hoechst 33258 permet eranen évidence la
fragmentation de PADN, signe d’apoptose. Les cellules adhérentes et flottantes ont
été collectées. Elles sont ensuite lavées au PBXtlixées dans une solution de
paraformaldéhyde a 2% pendant 10 minutes a tempérambiante, puis elles sont
lavées au PBS 1X et marquées au Hoechst 33258 sonrade 1 pg/ml. Les
échantillons sont ensuite observés au microscoiheoeescence (Axio Vert, Zeiss), ou
au moins 200 cellules ont été dénombréss. Lestedsusont exprimés en pourcentage

de cellules présentant un ADN fragmenté ou condéosiles apoptotiques).

3.2.3 Marquage caspase-3

L’activitées caspase-3 a été analysée dans les cellules apres traitement a l'aide du kit
CaspGLOW Fluorescein Caspase-3 staining kit (Biomvils et analysées par
cytométrie en flux (FACS Calibur, Becton Dickinson). Le kit utilise I'inhibiteur de la
caspase-3 DEVD-FMK conjugué au FITC (FITC-DEVD-FMKjui se lie de maniéere

irréversible & la caspase-3 active dans les csllapoptiques.
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Comme précédemment, les cellules adhérantes etaritds sont collectées et
culotées. Le culot est repris dans du milieu deurel complet de fagcon a avoir une
densité cellulaire de fCellules/ mL. 300 uL de suspension cellulaire sajdutés a

1 pL de FITC-DEVD-FMK, puis incubé 30 minutes a @71Les cellules sont ensuite
lavées deux fois et passées au cytometre. Lestaésidont exprimés en pourcentage
de cellules caspase-3 positives moyen de troisrddiues.

4. Extraction d’ARN et RT-PCR

4.1 Extraction des ARN totaux

Les ARN totauxsont purifiés a I'aide du kit RNeasy (Qiagen, Allemagne) selon les
recommandations du fabricant. Au cours de cetteifiparion sur colonne nous
réalisons une digestion de ’ADN génomique avec la DNase (RQ1 RNase free DNAse,
Promega).

La concentration en acides nucléiques est déteemjre@ mesure de I'absorbance a
260 nm (1 unité de DO a 260 nm correspondant agétnt d'ARN totaux) sur un
spectrophotometre UV (Jenway, Stone, UK). Le rapgas DO a 260 nm et 280 nm

doit étre compris entre 1,8 et 2 pour s’assurer de la qualité des ARN.

4.2 Controle de l’intégrité des ARN

L'intégrité des ARN totaux est vérifiée en condigodénaturantes (MOPS 2,4X
formaldéhyde 14% ; DYE ; chauffage 10 min a 65°Q) gel d'agarose (agarose 1%
formaldéhyde 6,6% ; MOPS 1X), apres lecture sous UV

4.3 Transcription inverse

La synthese du brin d'ADN complémentaire (ADNc) eséhlisée a partir d'1lug
d'ARN totaux a l'aide du kit de transcription inser(RT) iScript cDNA Synthesis
Kit (BioRad), selon les instructions du fabricathaque essai a été réalisé dans un
volume final de 20 pL contenant le tampon réact@noonstitué des amorces
(oligodT et amorces aléatoires "random hexamer"dettampon de réaction, et la
iScript Reverse Transcriptase. Les étapes décdiaes le Tableau 6 sont effectuées

en thermocycleur.

- 138-



MATERIELS ET METHODES 4. Extraction d’ARN et RTPCR

Tableau 6 : Etape de la transcription inverse dange thermocycleur.

Durée Température Etape

5 min 25°C Hybridation des amorce

30 min 42°C Transcription inverse

5 min 85°C Inactivation de ’enzyme
00 4°C Refroidissement rapide

Les ADNc sont conservés-20°C.

4.4 La PCR semi-quantitative

La PCR semiyuantitative est utilisée pour l'analyse de I'épissage du messager de
XBP1 a l'aide de la GoTaq® Green Master Mix (Promega). Les amorces utilisées
pour la PCR semi-quantitative sont indiquées denbdbleau 7. Les amorces ont été
désignées de maniére a avoir uampérature d’hybridation voisine de 55°C (a 1 ou

2 degrés pres). Pour réaliser la réactiomlL.2d’ADNc sont prélevés auxquels sont
ajoutés la GoTaq® Green Master Mix 2X contenanT & (enzyme thermostable de
polymérisation) et du tampon de réaction (concdimnafinale 1X), les amorces sens
et antisens du gene d’intérét sont ajoutés pour une concentration finale de 1 uM, et

de l'eau sans RNase pour un volume final de 25 puL. La réaction par polymérisation

se déroule selon les étapes décrites dans le

Tableau 8. Le nombre de cycles d'amplification sga&e pour chaque gene étudié a
été déterminé au préalable grace a une cinétigfire,d@ se placer dans la phase

exponentielle d'amplification.

Le résultat de 'amplification par PCR est visualisé sur gel d’agarose 1,5% TAE 1X,
avec une migration dans du tampon TAE 1X (40 mMs¥ase, 1,14% (v:v) acide
acétique glacial, 1 mM EDTA, pH 8,5) pendant enwid0 minutes a 100 volts. Le
gel pour XBP1lest un gel a 3% d’agarose qui migre environ 4 heurdsanalyse se
fait par densitométrie sous UV. Le gene deplactine est utilisé comme contréle
interne de la quantité d’ADNc introduite pour chaque échantillon. L’analyse
quantitative par densitométrie des produits de RORr le gene étudié est réalisée a

'aide du logiciel (Quantity One 4.1.1, Biorad).
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Tableau 7 : Liste des amorces de PCR semi-quantitiate.
N : Nombre de cycle

. i Taille
Cible Séquence (sens/ Antisens) N
(pb)
XBP1 5-AACAGAGTAGCAGCTGAGATGC-3’ 473 30
(épissé) 5-TCGTTCTGGGTAGACCTCTGGGAG (447)
) 5-ATGATATCGCCGCGCTCGTCGTC
B-actine 547 23

5’-AGGTCCCGGCCAGCAGGTCCAGH

SCD-1 5-TTCAGAAACACATGCTGATCCTCATAATTCCC’ 87 27
5-ATTAAGCACCACAGCATATCGCAAGAAAGTCTG-3’

Tableau 8 : Programme de PCR semi-quantitative.

Durée Température Etape Nombre de cycles
3 min 94°C Dénaturation 1

45 s 94°C Dénaturation

45 s 55°C Hybridation N

45 s 72°C Elongation
7 min 72°C Elongation finale 1

00 +4°C Conservation 1

4.5 La PCR en temps reel

La réaction d'amplification par PCR en temps résl| mtalisée a partir des ADNc
issus de la RT. Les essais sont réalisés en plagumits, par mélange de 12,5 pyL de
IQ SYBR Green Supermix (BioRad) (KCI 100M ; Tris-HCl 40 mM pH 8.4
0,4 mM de chaque dNTP ; iTag DNA polymérase 50 U/ rivgCIl2 6 mM ; SYBR
Green | ; fluorescéine 20M ; stabilisateurs) et de 300 nM d'amorce sens, 300
d'amorce anti-sens (Tableau 9), dans un volumd filea 25uL. Une gamme de
concentration de mélange d'ADNec, de 1 a 1/200 est réalisée afin d’obtenir les courbes
standards pour déterminer lefficacité, ainsi qu'un blanc (sans échantillon) afin de

vérifier d’éventuelles contaminations.

Les réactions d'amplification en temps réel sontceffées dans un appareil iCycler

(BioRad), selon le programme détaillé dans le Talbl&0
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Tableau 9 : Liste des amorces de PCR en temps réel.

Cible Séquence (sens/ antisens)
CHOP 5-ACAGTGTCCCGAAGGAGAAAGGS’
5-GCCAAAATCAGAGCTGGAACCT3’
5-TTGGAGAAGCGGTGGATACAY

SCD-1
5-TTGGAGAAGCGGTGGATACAS’
5-GGAACACAGTGGTGCCTACCAAY’
GRP78/BIP
5-GGAGCAGGAGGAATTCCAGTCAS’
185 5 GTCTGTGATGCCCTTAGATG 3
5 AGCTTATGACCCGCACTTAC 3
) 5- AGCCTCGCCTTTGCCGAY
B-actine
5- CTGGTGCCTGGGGCGE
/19 5-AGGCACATGGGCATAGGTAAY’

5-CCATGAGAATCCGCTTGTTTS’

Tableau 10 : Programme de PCR en temps réel.

Durée Température Etape Nombre de cycles
2 min 95°C Dénaturation 1
. Hybridation et
1 min 58°C y' . 1
élongation
15s 95°C Dénaturation
Hybridati 40
1 min 60°C y,brldatlgn et
élongation
15s 95°C Dénaturation 1

Les données sont ensuite analysées a l'aide dcidbiLycler (BioRad). La quantité
relative du niveau d’expression des différents genes est déterminée par la méthode

des AACt (ACt=Ctrapporteur— Ctgene; AACt=ACtschantitor ACtcontrole; 244" représente
I'expression dans I’échantillon par rapport au controle). Les résultats sont normalisés

grace aux transcrits des genes rapporteurs gEgtine et/ ou 18S.

5. Western Blotting

5.1 Extraction des protéines

Les lysats cellulaires sont préparés selon deuxhous en fonction des protéines

étudiées. Les lysats de protéines cellulaitetales sont analysés pour I'étude de
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I’expression de toutes les protéines a l'exception d’XBP1. Les lysats de protéines

nucléaires sont analysés pour ’étude de I'expression d’XBP1 et de CHOP.

5.1.1 Extraction des protéines totales

Les cellules adhérentes sont lavées deux fois paP @S 1X a 4°C, puis sont raclées
dans le tampon de lyse, le tampon TRITON (Tris-HE@ mM pH 7,4 , NacCl
150 mM, EDTA 0,5 mM, EGTA 0,5 mM, Triton X-100 1%upplémenté en DTT
(1 mM), PMSF (1 mM), anti-phosphatases (P5726, Signmet) anti-protéases
(065K4070, Sigma). Apres 10 minutes d’action du tampon de lyse, les tubes sont
placés dans un bain a ultrasons préalablementidefvec de la glace. A 1 minute
d’intervalle, 3 séries de 20 secondes d’ultrason sont appliqués sur les cellules. Apres
10 minutes, les microtubes sont centrifugés a Iy Qkndant 10 minutes a 4°C. Le

surnageant, ainsi collecté, est notre extrait degimes totales.

5.1.2 Extraction des protéines nucléaires
L’extraction des protéines nucléaires est réalisée en plusieurs étapes.

Les cellules adhérentes sont lavées deux fois ad PBfroid, elles sont grattées dans
un premier tampon de lyse (10 mM HEPES, pH 7,9m30 NaCl, 0,1 mM EDTA,
500 mM sucrose, 0,5% Triton X-100) supplémenté enTD(1 mM), en PMSF
(1 mM) et en anti-protéases. Les cellules sont aloamsférées dans un microtube.
Apres 10 minutes de lyse dans la glace, les lysab$ centrifugés a 3000g pendant
10 minutes a 4°C. Le surnageant est composé deééipes cytoplasmiques et le culot

est composé de débris cellulaire et des noyaux.

Le culot ainsi obtenu est lavé par un tampon dedav(10 mM HEPES, pH 7,9
10 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA) supplémenté &TT (1 mM), en
PMSF (1 mM) et en anti-protéases.

Le culot de noyaux est repris dans le tampon de 8&ss noyaux (10 mM HEPES,
pH 7,9, 500 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, %%1NP-40, avec les
inhibiteurs de protéases) et incubé sur la glacedaet 30 minutes. Pendant ces

30 minutes, 4 séries de 20 secondes d’ultrason sont appliqués (comme décrits
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précédemment). Le lysat est ensuite centrifugé &80®4 pendant 15 minutes a 4°C.

Le surnageant ainsi obtenu est I'extrait de protéines nucléaires.

La quantité en protéines totales des échantilloss ensuite mesurée selon la

méthode de dosage a I'acide bicinchoninique (kidogage BCA, BCA-1, Sigma).

5.2 Migration et transfert

30 & 50 pg de protéines additionnées de tamponhdege coloré (Tris-HCI 0,081
pH6.8; DTT 0,05 M ; glycérol 8% ; bleu de bromopbEr0,05% ; SDS 2%
p-mercaptoéthanol 2,5%) sont dénaturés 3 minute5°@ @uis déposées sur un gel
d’acrylamide/bisacrylamide dont le pourcentage dépend de la taille de la protéine
recherchée, contenant du SDS 0,1%. La migratiore#sttuée dans un tampon Tris-
glycine (Tris 72 mM ; glycine 200 mM ; SDS 0,1%)ip le gel est transféré sur une
membrane de nitrocellulose (Whatman, Springfield,ngland) ou PVDF
(Polyfluorure de vinylidéne, Perkin Elmer), seloam protéine recherchée, dans un

tampon Tris-glycine (Tris 25 mM ; glycine 200 mMngéthanol 20%).

5.3 Incubation des anticorps et révélation

Les membranes sont ensuite saturées pendant lmpgétature ambiante dans un
tampon salin TBS-T (TBS 1X ; Tween-20 0,1%) conten&% de BSA ou de lait

écréemé. Les anticorps sont mis a incuber sur lembmanes selon les conditions
définies dans Tableau 11. Les anticorps secondacesplés a la peroxydase de
raifort, sont tous appligués a une dilution finade 1/5 000 dans le tampon

correspondant a l'anticorps primaire. Tous lesages sont effectués au THBS-
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Tableau 11 : Liste des anticorps employés pour I'immuno-bloting.

PM
) Origine et ) I . Tampon Tampon .
Anti- |g| Firme Dilution cible p. p. Incubation
Référence extraction saturation
(kDa)
B-actine M AC-15 S 1/1000 42 Triton 5% Lait O/N +4°C
SCD1 M sc58420 SC 1/500 37 Triton 5% Lait O/N +4°C
c-PARP R # 9541 CST 1/1000 89 Triton 5% BSA O/N +4°C
-elFZx
b€ R #3597 CST 1/1000 38 Triton 506 BSA O/N +4°C
(Serb1)
elF 2o R # 5324 CST 1/2000 38 Triton 5% BSA O/N +4°C
GRP78/BIP G sc4050 SC 1/1000 78 Triton 5% Lait O/N +4°C

CHOP M scb56107 SC 1/1000 30 Triton/Noyaux 5% BSA O/N +4°C

XBP1 R sc7160 SC 1/1000 ~56 Noyaux 5% Lait O/N +4°C

Lamine AAC R #2032 CST 1/2000 70 Noyaux 5% Lait O/N +4°C

p-JNK R # 4668 CST  1/1000 46, 54 Triton 5% BSA O/N +4°C

JNK R#9252 CST  1/1000 46, 54 Triton 5% BSA O/N +4°C

PM : poids moléculaire ; O/N : sur la nuit ; M :sautiR : lapin ; G : chévre ; S : Sigma ;
SC : Santa Cruz, Santa Cruz, Californie, USA ; CSTell Signaling Technology, Danvers,
Massachussetts, USA

La révélation est effectuée par ajout du réactifLHEnhanced ChemiLuminescent
Thermo Scientific) a I'obscurité et par applicati@te la membrane sur film

photographique.

6. Evaluation de P’activité SCD-1

L’activité SCD-1 a été évaluée par la mesure de la conversiop‘@jiacide stéarique
en [‘Clacide oléique aux temps indiqués. Les cellulest Ssocubées avec 3 uM
(0,25 uCi/ boite) del{Cl-acide stéarique pendant 6h a 37°C sous 5% de C€>
cellules sont collectées et les lipides totaux sxtraits selon la méthode de Bligh et
Dyer décrite précédemment dans la sectvatériels et Méthodes 1.2.5.Res lipides
sont ensuite saponifiés pudstérifiés. Les esters d’acide gras marqués au [*C] sont
séparés par chromatographie liquide haute perfocmgRackard Flow Scintillation
Analyzer, Perkin Elmer, Boston, MA, USA) coupléesua détecteur UV pour la
détection des AG effectuée a 205 nm d&Etin détecteur radioisotopique pour la
détection du YC]. Le ratio [Clacide oléique/{{CJ-acide stéarique +

[““Cl-acideoléique) est considéré comme 'activité de désaturation SCD-1.
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7. Evaluation du niveau de ROS intracellulaires

Les ROS intracellulaires sont mesurés par un adamdrescent traversant la
membrane cellulaire, le 2,7-dichlorodihydrofluor@se diacetate (H2DCFDA;
Molecular Probes). Les cellules ont été traitées Ipa AG 24 ou 48h. Aux temps
indiqués, les cellules sont récoltées, et culottéése prise aliquote, soit environ
1 cellules, est prélevée et remise en suspensios damilieu de culture complet, le
H2DCFDA est ajouté a raison de 100 uM. Le mélanggctionnel est incubé une
heure a 37°C a l'abri de la lumiere. Les cellules sont ensuite placées dans la glace et
rapidement analysée par cytométrie en flux. Lesultéss sont exprimés en
pourcentage de cellules positives. Chaque condiesin répétée 3 fois dans chaque

expérience.

8. Statistiques

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenr@EM (Erreur standard a la
moyenne). La différence significative entre ces eroyes est déterminée par une
analyse des variances (Anova) suivie d'un test de Tukey HSD (honestly significant

differenc@. Un p<0,05 est considéré comme significativemaifférent.
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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.qg., oleic acid). Several reports demonstrated that inhibition of Sed1 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: In this study, we demonstrated that Scdl extinction by siRMA 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 Scdi
ablation-mediated cell death, In addition, Scd1 depletion induced unfolded protein response (UPR) hallmarks such as Xbp1
mRNA splicing, phosphorylation of elFZa and increase of CHOP expression. However, the chaperone GRP78 expression,
another UPR hallmark, was not affected by Sed1 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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Introduction

Cancer celly exhibit metabolism alterations characterised by
increased ghycolysis and lpogenesis [[,2]. Acove prolifernting
cancer cells present not only quantitative changes in de novo Lipad
biosynthesis but also modifications of lpid membrane composition
affecting membrane  fluidity, signal gene
expression [3,4]. Changes in lipid membrane composition are
observed in 4 wide varety of cancers, mamly charactensed by
suurated  (3FA) and monounsatsrated  fary  acd  (MUFA)
accumulation which appears less due o increased uptake of
SFA and MUFA than to exacerbated endogenows fatty acids
synthesis, irrespective of adequate lLpid numitioml supply
[5,6,7,8,9, 10,11}, These modifications of SFA and MUFA content
are associated with the modulation of the expression and activity
of lippgenic enzymes. Thus, overexpression of aceryl Co-A
curboxylage o and fary acid synthase, involved in the firsc ateps
of fawy acid bicsynthesis, were described in various cancers

[12,13.14,15.16,17).

rapsduction  and

-@ PloS ONE | www.plasonearg

Increased MUFA content could be also due o an up-regulaton of
stearoyl Co-A desamirase (Sod, delz-9 desaturase) expresson, the rate-
limiting enzvme of MUFA synthesis Indeed, Scd camlyzes the
mtreduction of a double bond between carbons @ and 10 of several
saturated fatty acds such as palmitic (1640 and stearc (18:0) acids 1o
yiekl palmitoleic (16:l) and oleic (18:]) achds, respectively. This
endoplasmic retioulum resident enzyme exst under two sofomms n
himans, Scd] and Scd5 [18]. Sed] i found in almost all Gesues with &
major expresson i lver while Scd5 expression is restricted to pancreas
anl brin Scdl expresson, comelited with MUFA conent, &
increased in hepatocellubr  adenomz, colonic and  cesophageal
carcinma, as well as in genetically- and chemicalb-induced tumons
(190,21 For prostate cancer, two studics prsent contradictory
results on Scd | expression level [22,23]. Thus, Scd] expression can be
related to caminogenesss processes invohving altemtion of proliferation /
apogross bakance. Indeed, Sod| overexpressing cells present & growth
advantege while sed! Jmock-down leads 1o sdower rares of cell
profferadon and cell denth o pee and o wio [24,25,26.27]. The
mechaniam of cell death otserved in Sod [-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 {5cd1.A and 5c¢d1.B) and collected 24 and 48 h post-transfection for Scd1 mRNA expression by real time RT-
PCR. 5cd1 mRNA expression was normalized to B-actin expression. Values represent the mean * SEM relative to Scd1 mRNA expression in scr-treated
U205 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 {-), SIRNA 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. Scd 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 "¢ 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 Scd1
protein was shown for 72 h of siRNA treatment. D) U205 cells were exposed to DMSQ as vehicle, Scd1 inhibitors (CvT-11127 or MF-438) at 10 uM 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.0014363.9001

seems to involve the moedification of a SFA/MUFA ratic that triggers
inhibiion of the Akt pathway and activation of the AMPK pathway
[24.28]. Indeed, m absence of Scdl, the SFA content increases which
alleviates Akt activation normally ebtained by MUFA (e.g. oleic acid)
for sustaining cell proliferaton and survival [29]. Furthermore,
different cancer cells lacking Scdl activity reduce de nove Lipogenesis
through activation of the AMPK pathway [22,24]. The alteration of
lipid production in Scdl-deficient cells mainly concerns a reduction of
phoespholipid biosynthesis, which triggers cellular stress and expression
of the apoptosis-related protein CG/EBP homologous protein (CHOP/
GADD153) [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 caldum hemeostasis and nutrient depriva-
tion, 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 senscrs: RNA-dependent protein kinase (PKR)-lke ER
kinase (PERK), activating transcripticn factor 6 (ATF6) and
inositol requiring enzyme le (IREla) [33]. In stressed cells, the
chaperone protein GRP78 dissociates from UPR sensors PERK,
ATF6 and IREl¢ leading te their activation to first alleviate ER
stress. PERK phosphorylates the eukaryotic translation initiation
factor (elF)2¢, thereby inhibiting global protein synthesis. Active
ATF6 translocates to the Golgl 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. IREl« disposes of an endoribonuclease activity
that alternatively splices the Xbpl mRNA (sXbpl), which is
translated into an active transcription factor. However, in a severe
or prolonged stress, the UPR can trigger pro-apoptotic signals
through activation of the transcription factor CHOP, which acts to
repress the bcl-2 gene expression, thus down-regulating anti-
apoptotic Bel-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 to be hetter 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 demonstrated that Scdl depletion in cancer cells activated
UPR markers and induced cancer cell death with no effect cn nen
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
siRNA in different human cancer cell lines (U208, SW480 and
HCT116). Cancer cells were transfected with 75 nM siRNA

PLoS ONE \ www.plosone.org

targeting unrelated human mRINA (51RNA scr) and Scd] mRNA
(siRNA Scdl.A and Scdl.B). Both siRNA directed against Scdl
compared to control siRNA (scr) drastically suppressed expression
of Sedl mRINA 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 production would evidence the abolition of
Scdl activity by siRINA targeting this enzyme. In order to address
Scd activity after 72 h of Scd] silencing, we further treated U203
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 [M‘C} stearic acid was similar in sIRNA scr and
Scdl-treated cells (data not shown). Cancer cells transfected by the
non-targeting human mRINA siRNA (scr) presented a desaturation
rate of 31.49% for U208 and 25.66% for SW480. In the twe cell
lines, Scdl extincticn 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 inhibiters CVT-11127
and MF-438 (10 uM). We obtained similar capability with Scdl
inhibitors than siRNA directed against Scdl to inhibit the
preduction of oleic acid frem stearic acid in U208 cells
(Figure 1D).

Altogether, these results demonstrated a drastic inhibition of
Scd activity in siRNA Scdl-treated cells. Moreover, in these
cancer cell lines, Scdl appears as the main enzyme involved in the
endogenous production of oleic acid.

Scd1 extinction promotes apoptosis-cell death

In order to assess effect of Scd] 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 soon as 48 h post-transfection, cell number was
significantly less in Scdl-depleted U20S cells compared to control
cells. While relative flucrescence (RF) increased for siRINA scr-
treated cells all along 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 siRNA scr
cells compared to sIRNA Scdl-depleted U208 72 h post-
transfection indicating proliferation inhibition or cell death
induction n Scdl-ablated cells (Figure 2A). Then, we demon-
strated by trypan blue exclusion cell count 72 h after transfection
of siRNA that Scdl knockdown led to a diminution 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 siRINA-treated SW480
were positive for PI representing an increase of three and two folds
compared to siRNA scrtreated U208 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 GVT 11127 more potent for cell death inductien 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) U205 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) U205 and SW480 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. €) U205 ad SW480C cells treated 72 h with siRNA were collected and total cell death was
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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 Sed1 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 pM oleic acid bound to BSA. Cell number was quantified by CyQuant® proliferation assay as previously described. Data are shown as fold change
over the vehicle siRNA scr-treated cells and represent the mean of relative fluorescence units = SEM of triplicate. ¥, ¥¥ p<<0.05 vs. siRNA scr-treated
vehicle and oleic acid cells, respectively, by Anova analysis followed by Tuckey test.

doi:10.1371/journal.pone.0014363.g002

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 undertock to supplement siRNA
Scdl-depleted cells with 100 uM oleic acid in order to evaluate the
capability of exogenous supplementatien 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 to 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-elF2a and unconventional splicing of
Xbpl mRNA. U208 and SW480 cells have the functional
machinery to respond to thapsigargin-induced ER stress, as we
chbserved splicing of Xbpl, up-regulation of GRP78 and phospho-
ell2u 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 IREle
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 throngh its up-regulation. However, we were not
able to observe such regulation in U208 and SW480 cells silenced
for Scdl 48 h post-transtection (Figure 3C). We did not observe
any change in mRNA and protein level for GRP78 expression at
different post-transfection time (24, 48 and 72 h, data not shown).
PERK also belongs to UPR and its activation induces phosphor-
ylation of elF2u triggering repression of general translation. We
observed at 48 h post-transfection that cells depleted in Sedl
expressed higher amount of phosphe-elF2¢ compared to control
cells suggesting activation of the PERK arm (Figure 3D). In order
to assign phosphorylation of eiF2¢to Scdl extinction and not to an
artefact due to PKR activation by siRNA transfection, we analysed
phospho-elF2a level in U208 treated with 5 and 10 uM of Scdl
inhibitor (CVT-11127 and MF-438) for 10 and 24 h. We cbserved
increase of p-elF2a expression as soon as 10 h for both inhibitors
demonstrating that phospherylation of elF2e was induced by
extinction of Scdl activity (Figure 3E).

CHQOP 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 expression in cells that
lost Scdl expression compared to control cells (Figures 4A and

PLoS ONE | www.plosone.org

4B). To ascertain the role of CHOP in cell death induction, we
transiently transfected empty vector (ctr) or dominant-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-GHOP 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 U208, We showed
a decrease of caspase 3 activation in Scdl knockdown-U208S
cells expressing DN-CHOP and evidenced a protective effect of
DN-CHOP against apoptosis induced by Scdl depletion
(Figure 4D).

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
HCTI116 colon tumor cell line. In this aim, we used transitory
CHOP knockdown-HCT116 and BA cells that are HOT116 cells
stably transfected with antisense human CHOP cDNA construct
[38]. Depletion 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 siRNA 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 also 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 U208 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 HCTL16 (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 net a protection against all pro-apeptetic factors.
Indeed, extinction of CHOP did not modify apoptosis induction
by etoposide in DN-CHOP U208 or BAl compared to their
respective centrol cells (data not shown). We have alse 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 siRNAs (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. U205 and SW480 cells were treated with siRNA control {ser) 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 gef 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 eif 22 phosphorylation and GRP78 up-regulation by western-blotting. € and D) Scd1-depleted U205
and SWA30 cells were prepared as in 38) and analysed by wester-blotting for Scd1, GRP78 and phospho-eif 2z expression. E) U205 cells were
treated with S and 10 pM of Scd) inhibitors {(MF-438 and CVT-11127) and were collected after 10 h and 24 h of treatment for phosphoe#2x
expression analysis by western-blotting. Blots are representative of at least two Independent expesiments,

dok10.1371/journal.pone 0014363.g003
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Figure 4. Inhibition of CHOP activity reduced siRNA Scd1-mediated U20S cell death. A) U205 and SWA80 cells were treated with sIRNA
control {scr} and siRNA against Scdl for 72h. Total RNA was isolated and CHOP mRNA expression normalized to fi-actin mRNA expression was
quantified by real time RT-PCR. Results were represented as mean fold induction + SEM relative to SiRNA scr-treated celis 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 U205 were
prepared 72 h after SiRNA addition. CHOP expression was analysed by western-blotting and lamin A/C was loading contral of nuclear extract samples.
€) U205 celis were transiently transfected with empty (ctg) or dominant-negative CHOP (DN-CHOP) expression vector and selected for three days in
G418, Resistant cells transfected by ctr or DN-CHOP construct were treated by siRNA control scr or against Scdt {Scdi.A and Sc¢d1.B) for 72 h and
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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<20.05 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.0014363.9004

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 novo MIUFA synthesis in non cancer cells. In this
aim, we evaluated impact of Scdl inhibition using siRINA cn
normal human dermal fibroblasts (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 one obtained for
cancer cells treated with the siRNA Scdl. As shown above,
ablation of Scd activity in cancer cells led to cytotoxicity whereas
depletion of Sedl expression did not induce cell death in NHDF
but reduced very slightly their cell number (Figures 6C and 6D).
Then, in non cancer cells, Scdl 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-elF2«
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 endegenous MUFA
biosynthesis was suppressed.

In this report, we agree with previous reports describing that
Scdl extinction led to cell death by apoptosis 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 lower 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 novo fatty acid synthesis [10].

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

PLoS ONE | www.plosone.org

increased it [27,29,39,41,42,43]. Among MUFA, cleic 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 tumor 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
Scdl expression, we were not able to chserve any rescue of siRINA
Scdl-induced U208 cell death (Figure 2F) [39]. This cbservation
is in discrepancy with recent results indicating that oleic acid could
reverse the impairing effects of Scdl depletion on proliferation and
survival in Hela and H460 tumor cells [27,45]. A possible
mechanism of oleic acid protection is the increase of triglyceride
preduction that could incorporate SFA excess into 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.

Scd]l contrels the de novo 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 chelesterol 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 neve phospholipid and neutral lipid
synthesis, and cell death obtained by Scdl depletion 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 predominant 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 chapercne 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,
IREl4 and ATF6) under an activated status and down-regulation
of GRP78 is known to sensitize tumor cells to apoptosis induced by
current anti-cancer therapies [52,53,54]. The chservation 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, with
palmitic acid er trans 10, cis 12-conjugated linoleic acid triggered
ER stress and cell death without affecting GRP78 content
[30,55,56].
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Figure 5. Extinction of CHOP expression reduced Scd1 knockdown-mediated HCT116 apoptosis. A) HCT116 cells treated 72 h with
siRNA control {scr) or targeting 5cd1 {5cd1.A and 5cd1.B) were collected and total cell death was analysed by flow cytometry after staining with
propidium iodide. Results were the mean = S5EM 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 5cd1 and PARP-cleavage expression by
Western-blotting. D) HCT116 were treated as in A) and harvested for total RNA purification. CHOP and 5cd1 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 cDNA construct and its empty contral 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 Pl 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<<C.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.g005

We pointed out in the present study that the extinction of de
novo MUFA synthesis via Scdl knockdown led to the most
characteristic UPR induction with activation of PERK and IREle
arms. Indeed, Scdl depletion-induced ER stress triggered Xbpl
mRNA splicing (Figure 3A) demonstrating activation of IREla
arm as previously described [57]. Xbpl processing, even partial,
highlighted IRE l& activation through dissociation from GRP78 in
response to Scdl inhibition. This data was confirmed by the
increased amount of phospho-elF2athat 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, concemitant 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 alsc 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-apeptotic signal in preventing
Scdl extinction-mediated cell death by down-regulating PERK
expression [27]. Our cohservation on phosphorylation of elF2q
highlighted data about PERK activation in Scdl-ablated cells but
others stress-inducible elF2¢ kinases (e.g. GGN2, PKR} could also
induce this post-translational modification and the associated cell
death [59].

The phosphorylation of elF2q triggers ATF4 mRNA transla-
tion, 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 transcripticn
repression of anti-apoptotic cnes {e.g. Bcl-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 inactivation led to a
decrease of apoptosis induction in Scdl-depleted cells, we were not
able to fully restore the viability suggesting that other pathways are
prebably invelved 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
also invelved in ER  stress-mediated apoptosis and might
participate to Scdl extinction-induced apoptosis [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 adenocarcinpgma cancer cells were obtained from
American Type Culture Collection (Rockville, MDY). BAL cells

PLoS ONE \ www.plosone.org

stably expressing human CHOP antisense ¢cDNA construct and
their parental HCT116 cells counterparts were graciously given by
Dr. Jesse Martinez. Normal human dermal fibroblasts (NHDF)
were obtained frem Invitrogen (Cergy-Pontoise, France). Cell
culture supplies were from Dutscher (France). Anti-Scdl, anti-
CHOP/GADDI153, anti-GRP78 were purchased from Santa-
Cruz biotechnologies, anti-pelF2a, anti-cleaved PARP, anti-lamin
A/C from Cell Signaling Technology and anti-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, SwW480, HCT116 cells were maintained in DMEM
supplemented with 10% heat inactivated foetal bovine serum
(FBS), penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 wg/ml), L-gluta-
mine (2 mM). NHDF were cultivated in MEMI106 (Invitrogen)
supplemented with LSGS (Invitrogen), 10% heat inactivated FBS,
penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 ug/ml), L-glutamine
(2 mM). For experiments of fatty acid supplementation, oleic acid
bound to BSA (ratio 4:1) was used at 100 uM.

Small interfering RNAs (siRINA) 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 inhibiters GVT-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 dominant-
negative CHOP (DN-CHOP) expression vector with lipofecta-
mine 2000 (Invitrogen) and selected next day in G418 (400 pg/ml)
for three days. Then, cells were trypsinised and seeded at 130
000 cells/well in 6-well plate. Next day, siRNA 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 te nudleic acids
and, thus, measures cell number. Fluerescence 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 siRINA
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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 Scd1 {Scd1.A and Scd1.B). NHDF cells were harvested after 72 h <iRNA treatment and harvested for further analyses.
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treatment. Cells that exclude trypan blue dye are considered to be
viable.

Total cell death was determined by propidium iodide staining
{PI) using flow cytometry (FACSCalibur, Becton Dicldnson). Cells
were cellected 72 h after siRNA treatment. PI (1 pg/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 RNA was purified using RNEasy kit (Qlagen, Germany).
Reverse transcription was performed with 1 pg RNA using iScript
cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad).

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

5-AAACAGAGTAGCAGCTCAGACTGC-3' and 5'-TCC-
TTCTGGGTAGACCTCTGGGAG-3'; and B-actin: 5’ -ATGA-
TATCGCCGOGCTCGTCGTC-3 and antsense 3-AGGT-
CCCGG CCAGCCAGGTCCAG-3.

RNA expression level was quantified by real-time PCR using iQ),
SYBR Green supermix (Bio-Rad) using a Bio-Rad 1Cycler iQ) with
the fellowing primers:

CHOPF: sense 5'-ACA CAG ATG AAA ATG GGG GTA
CCT-3’ and antisense 5-AGA AGC AGG ATC AAG AGT
GGT-3'; 8cdl: sense 5'-TTC AGA AAC ACA TGC TGA TCC
TCA TAA TTC CGC-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
TTT GCC GA 3.

Western Blotting

For whole-cell extracts, cells were washed with ice-cold PBS and
Iysed in ice-cold triton 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
loaded for SDS-PAGE electrophoresis and transferred onto a
nitrocellulose membrane.

For nuclear extracts, cells were washed with ice-celd 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
pretease inhibitors as described above. After swelling for 10 min
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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 x g for 15 min at 4°C and the
resulting supernatant was the nuclear extract.

Immunoblotting was performed with antibodies raised against
phospho-elF2a (1/1000), anti-Scdl (1/500), anti-cleaved PARP
(171000}, anti-GRP78 (1/200), anti-CHOP/GADDI153 (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 into [*C] oleic acid after siRNA (72 h) or Scd]
inhibiter {24 h) treatment. Cells were mncubated with 3 uM
(0,25 wCi/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 methed. Lipids were saponified and
esterified. Radiolabelled fatty acid methyl esters were separated by
RP-HPLC and detected on line by a radicisotope 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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Abbreviations:

CHOP C/EBP homologous protein

CLA conjugated linoleic acids

ER endoplasmic reticulum

IRE1 inositol requiring enzyme 1

JNK c-Jun NH(2)-terminal kinase

PERK RNA-dependent protein kinase (PKR)-like ER kinase
ROS Reactive oxygen species

UPR unfolded protein response

ABSTRACT

Dietary conjugated linoleic acids (CLA) are fattycih isomers with anticancer
activities produced naturally in ruminants or fromegetable oil processing. The
anticancer effects of CLA differ upon the canceigior and the CLA isomers. In this
study, we carried out to precise the effects of Akdmers, c9,t11 and t10,c12 CLA, on
mechanisms of cell death induction in colon cancels. We first showed that only
t10,c12 CLA treatment (25 and 50 uM) for 72 houtggered apoptosis in colon cancer
cells without affecting viability of normal-derivedolon epithelial cells. Exposure of
colon cancer cells to t10,c12 CLA activated ER sireharacterized by induction of
elF2 phoshorylation, splicing of Xbpl mRNA and CHOP expression. Furthermore, we
evidenced that inhibition of CHOP expression andKJ&ignaling decreased t10,c12
CLA-mediated cancer cell death. Finally, we showkdt CHOP induction by t10,c12
CLA was dependent on ROS production and that the-aaidant N-acetyl-cysteine
reduced CHOP induction-dependent cell death.

These results highlight that t10,c12 CLA exert igtotoxic effect through ROS
generation and a subsequent ER stress-dependeptaafoin colon cancer cells.

Supplementary key words:fatty acid, endoplasmic reticulum stress, ROS, CHOP
JNK, apoptosis

- 188 -



PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS Pierre et al. Bion Biophys Acta
(soumis le 14 Aout 2012)

INTRODUCTION

Conjugated linoleic acid and its acronym CLA reter a mixture of positional and
geometric conjugated dienoic isomers of linoleiddacCLA are naturally found in
ruminant foods and dairy products, in which cig@®ms-11 (c9,t11 CLA) is the most
abundant isomer. CLA such as trans-10,cis-12 CL¥0,d12 CLA), are also produced
under strong alkaline conditions during hydrogeomtpf linoleic acid-rich vegetable
oils or as food supplements (1)

Anticancer properties have been recently attribut@dCLA. Indeed, an epidemiologic
study indicates that long-term consumption of CL# inversely correlated with
colorectal cancer incidence (2). Furthermore, wimmorporated at once or individually
in the diet as purified nutrients, ¢9,t11 and t1Q,cCLA exert notable anti-
carcinogenic effects in rodent models of graftednou cells or chemically-induced
cancers(3-7). Nevertheless, the relationship between dieiatgke of CLA and tumor
incidence remains to be ascertained in hum@&®). Suppression of tumor growth with
CLA treatment can be attributed either to inductanapoptosis or inhibition of cell
cycle and angiogenesis (10-13). c9,t11 and t10@€LA present different potency for
cancer cell death induction according to the carmmr model (14). In colon cancer
cells, t10,c12 CLA triggers a more pronounced cgxat effect than c9,t11 CLA but the
molecular mechanisms are not well understood (35-Hféwever, it has been reported
that cell death mediated by t10,c12 CLA is at leastaspase-dependent apoptosis
through activation of caspases 9 and 3 in associatith mitochondrial events such as
alteration of mitochondrial membrane potential arase of cytochrome C (17-19)
Moreover, alteration of the endoplasmic reticuluBR) homeostasis in colon cancer
cells could also be a signal for apoptotic prograativation, which has been reported
for polyunsaturated fatty acids (eicosapentaennoit docosahexaenoic acids) (20). ER
stress first triggers an adaptive program, knowntlas unfolded protein response
(UPR), to reestablish ER equilibrium (21-22). Actiion of the canonical UPR engages
three distinct concerted signaling branches mediaby ER membrane anchored
sensors: RNA-dependent protein kinase (PKR)-like EiRase (PERK), activating
transcription factor 6 (ATF6) and inositol requginenzyme 1 IRE1). PERK
phosphorylates the eukaryotic translatioitiation factor (elF)2, thereby inhibiting
global proteirsynthesis. Active ATF6 translocates to the Golgil as cleaved from the
membrane by site-1 and -2 proteases. Cleaved ATdeEélites to the nucleus and
induces transcription of Xbpl and ER chaperoneshsas GRP78 (23-24). IRE1
disposes of an endoribonuclease activity that a#dgvely splices the Xbpl mRNA

- 189-



PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS Pierre et al. Bion Biophys Acta
(soumis le 14 Aout 2012)

(sXbp1l), which is translated into an active traiddon factor (21-22). In severero
prolonged ER stress, the UPR switches from a cytt@getive to a pro-apoptotic signal
through transcriptional induction of the transcigot factor C/EBP homologous
protein (CHOP, also called GADD153), and activat@inc-Jun NH(2)-terminal kinase
(INK) by phosphorylation (25-26)

In this study, we evaluated the effect of c9,t11d at10,c12 CLA on cell death
induction and the link with ER stress activationnarmal and colon cancer cells. We
found that t10,c12 CLA triggered only in colon canccells a drastic cell death
induction, which was related to JNK activation. \&lso demonstrated that increase of
CHOP expression was involved in apoptosis triggdéned10,c12 CLA during ER stress
and dependent of Reactive oxygen species produ¢RanS).
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MATERIALS AND METHODS

Cell culture supplies were obtained from Dutsché&irapice). All fatty acids were
purchased fromSigma. SIRNA against unrelated human mRNA and CH®@é&re
purchased from Dharmacon Reseahtb (Lafayette, CO). N-acetyl-L-cysteine (NAC)
and SP600125 were obtained from Sigma.

Cells and treatment

Human colorectal cancer cell lines (SW480 and HQ) ldere from American Type
Culture Collection (Rockville, MD). HCT116 (BAl) ke stably expressing human
CHOP antisense cDNA construct were graciously gibgnDr. Jesse Martinez with
their parental HCT116 cells counterparts (27). Nakaerived colon epithelial cells
(NCM460) were obtained from INCELL Corporation (28Fancer cell lines were
maintained either in RPMI (SW480) or in DMEM (HCTa)1lsupplemented with 6%
heat inactivated fetal bovine seruf@BS), penicillin (100 U/ml), streptomycin (100
pg/ ml), L-glutamine (2 mM). NCM460 cells were prgaded in M3:10¥ medium
(INCELL Corporation).

For experimental conditions, cells were treatedhwitty acids bound to fatty acid
free-bovine serum albumin (BSA) (ratio 4:1) in DME&pplemented with 6% FBS or
with 10% delipidated FBS (DLP).

Inhibition of ROS generation and JNK signaling weegried out by treatment with N-
acetyl-L-cysteine (NAC) and SP 600125, respectiv€lglls were pre-treated 15 minutes
before fatty acid treatment for 72 hours with 0.Mnfor NAC and 2.5 to 10 pM for
SP600125.

Cell proliferation assay

Cell proliferation analysis was carried out usingQiant® NF cell proliferation assay
(Invitrogen). Adherent cells were harvested at indidatimes and frozen at80°C.
Cells were thawed and treated with CyQuant GR dayech binds stoichiometrically
to nucleicacids and, thus, quantifies cell number. Fluoreseeguantification was
measured using a microtiter plate fluorimefélCTOR3V™  PerkinElmer Life Sciences
Inc., Wellesley, MA) with excitation at 48&n and detection at 535 nm.
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Quantification of cell death

Total cell death was determined either by propidigdide (PI) staining using flow
cytometry (FACSCalibur, Becton Dickinson) or trypdrue exclusion assay using
phase contrast mircoscopy. Floating and adherelid were collected 72 hours after
treatment and Pl (1pg/ml) or trypan blue solutiof.4¢%) was added to cell
suspension. Positive Pl or trypan blue stained aedire considered as dead cells.

Apoptosis was detected either by annexin V-FITC (BBarmingen) or nuclei Hoechst

staining. Annexin V-FITC staining was performed ascommended by the

manufacturer. For apoptotic nuclei staining, flogtiand adherent cells were collected
and fixed with 2% paraformaldehyde. Cells were re¢di with Hoechst 33258 (1ug/ ml)

and at least 200 nuclei per sample were counteeumdcroscope (AxioVert, Zeiss).

Cell transfection

SW480 were transfected with 50 nM siRNA directeaiagt unrelated human mRNA
(siRNA scr, against luciferase sequence) and CHO$#RNA CHOP) using
Oligofectamine (Invitrogen) according to the manufacturer’s recommendations.
Sequences of siRNA were: SiRNA scri’-CUUACGCUGAGUACUUCGAUU3 and
5-UCGAAGUACUCAGCGUAAGUU3’; SiRNA CHOP: 5-CAAUUGUUCAUGCUUGGUGUUS3’
and 5-CACCAAGCAUGAACAAUUGUU-3". 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, r@any). Reverse transcription
was performed with 1 pg RNA usSingeript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) Semi-quantitative
RT-PCR was performed for analysis of Xbpl mRNA preoes using Gotaq green
master mix Promega) with the following primers for Xbpl: 5’-
AAACAGAGTAGCAGCTCAGACTGC3’ and 5-TCCTTCTGGGTAGACCTCTGGGAGS'.

Real-time RT-gPCR was performed for GRP78 mRNA egpion with iQSYBR Green
supermix (Bio-Rad) using a Bio-Rad iCycler iQ withe following primers: GRP 78i’-
GGAACACAGTGGTGCCTACCAA- 3’ and 5-GGAGCAGGAGGAATTCCAGTCA3’, and B-
actin: 5'€TGGTGCCTGGGGCE' and 5AGCCTCGCCTTTGCCGA3'. The relative
amount of GRP78 expression was determined using AAC; method. The normalized
delta cycle threshold (ACt) was calculated by subtracting the GRP78 cycle threshold

- 192 -



PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS Pierre et al. Bion Biophys Acta
(soumis le 14 Aout 2012)

value from thep-actin cycle threshold value (ACt = Ctg.actin - Ctgend. COmparative gene
expression between two independent samples, or AAC;, was obtained by subtracting
the vehicle delta cycle threshold from the sample delta cycle threshold (AACt =
ACtsampie -ACteontro) . FOId change expression was defined with2v,

Immunoblotting

For whole-cell lysate, cells were washed with io&dcPBS and lysed in ice-cold Triton
buffer (Tris-HCI 20 mM pH 7.4, Nacl 150 mM, EDTA®mM, EGTA 0.5 mM, Triton
X-100 1 %), containing protease and phosphatasitioh cocktails (Sigma cocktails |
and Il) for 15 min on ice. We cleared protein lysat 10 000 g, 10 min at 4°C. For
nuclear extracts, cells were washed with ice-coBSRand harvested in lysis buffer (10
mM HEPES, pH 7.9, 50 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 500 mMceose, 0.5% Triton X-
100 with protease inhibitor. After swelling for I@in on ice, cytosolic fraction was
obtained by centrifugation at 20@0for 10 min at 4°C. The pellet was resuspended in
nuclei lysis buffer (10 mM HEPES, pH 7.9, 500 mM @a0.1 mM EDTA, 0.1 mM
EGTA, 0.1% NP-40 with protease inhibitors) and ibated on ice for 30 min. The
suspension was centrifuged at 24 @dfor 15 min at 4°C and the resulting supernatant
was the nuclear extract.

Thirty micrograms of proteins were loaded for SDSGE electrophoresis and
transferred onto a nitrocellulose membrane.

Anti-CHOP (sc-56107) and anti-GRP78 (sc-1050) wenerchased by Santa-Cruz
biotechnologies, antiactin (AC-15) by Sigma, anti-lamin A/ C, anti-elF2D7D3),
anti-phospho elF2(119A11), anti-phospho-JNK (81E11), anti-JNK (56Gtd anti-
cleaved PARP (9541) by Cell Signaling Technology.

Determination of intracellular ROS level

Intracellular ROS were measured using the membpenmeable fluorescent dye
2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDMplecular Probes). Cells treated
for 72 hours with fatty acids were incubated witdOIJuM of H2DCFDA for 1 hour at

37°C. Cells were placed on ice before analysisldy tytometry (FACSCalibur, Becton
Dickinson) for quantification of ROS generation.
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Statistical analysis

Results are presented as means + standard errar (®&&M). Statistical significance
of results was determined by OneWay Anova analidiewed by Tuckey HSD test.
Values of p<0.05 were considered significant.
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RESULTS

Selective cancer cell death is induced by t10,c12L&

In order to explore the effect of c9,t11 and t1Q,€LA on proliferation of colon cancer
cells, we treated for 72 hours colon cancer cekdi with these different fatty acids.
Two experimental conditions for the treatment witihA were used in this study;

HCT116 cells in DMEM supplemented with 6% FBS and/4B0 cells supplemented
with 10% delipidated FBS. As presented in Figure, #CT116 cells in 6% FBS

treated by t10,c12 CLA at 12.5, 25 and 50 uM forh&irs showed by PI staining a
significant increase (more than 4 fold at 50 uM)cell death compared to control and
c9,t11 CLA (Fig. 1A). In the same experimental ciioth, the treatment of SW480
cells with 50 pM t10,c12 CLA for 72 hours only inckd a two fold increase of cell
death compared to control and c9,t11 CLA treatm(@atta not shown). This result led
us to place SW480 cells with 10% delipidated FBE tioe treatment with the fatty
acids. In this condition, we observed that expesofr SW480 cells to t10,c12 CLA (25
and 50 uM for 72 hours) triggered a drastic inceeascell death compared to control
and c9,t11 CLA treatment (Fig. 1B). We also fourtthtt treatment with 50 pM of
c9,t11 CLA induced a modest increase of Pl posiBv&480 cells compared to control
cells (Fig. 1B). The consequence of the cell deaduced by t10,c12 CLA treatment
was a decrease of cancer cell proliferation eviddnzy Cyquant ass&y analysis at 72

hours (Fig. 1C and 1D).

Interestingly the treatment with t10,c12 CLA as twit9,t11 CLA did not affect the
viability of normal-derived colon epithelial cellCM460) analyzed by P staining
when they were exposed to concentrations up toNb®jthese fatty acids for 72 hours
in 6% FBS or 10% delipidated FBS (Fig. 1E and 1F).

t10,c12 CLA killed colon cancer cells by apoptosis

We evaluated the contribution of apoptosis in HCG &hd SW480 cell death induced
by t10,c12 CLA treatment. We showed that t10,c12AGR5 and 50 uM for 72 hours)
induced an increase of Annexin-V positive HCT11l@lscen a dose-response manner
compared to control and c9,t11 CLA-treated cellg(RA). In SW480 cells, we did not
observe neither apoptosis analyzed by Hoechst nwsti&ning in ¢9,t11 CLA and
control treatment whereas t10,c12 CLA already teigg apoptosis at 12.5 uM to raise
a maximum at 25 pM (Fig. 2B).
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The t10,c12 CLA treatment also led to an inductancleaved-PARP expression in
HCT116 and SW480 cells at 72 hours of treatmeng.(EC and 2D).

ER stress pathway is activated by t10,c12 CLA in don cancer cells

We studied the expression of characteristic ERsstmearkers among the arms of UPR.
Under ER stress, this pathway is activated by t#lease of GRP 78 protein from the
UPR transducers anchored in the ER membrane. Cateotly, transcription of
GRP78 gene is enhanced. We demonstrated here tuatiom of t10,c12 CLA at 25
and 50 uM for 72 hours in SW480 and HCT116 celedinncreased GRP78 mRNA
content compared to vehicle and c9,t11 CLA (Fig.).3Mowever, GRP78 protein
expression was only modestly changed in SW480 a@d H6 cell lines treated by 25
UM of t10,c12 CLA for 72 hours (Fig 3B). We alshosved that treatment with
t10,c12 CLA triggered processing of Xbpl mRNA ewvided by hybrid (h-Xbpl) and
non conventional spliced Xbpl (s-Xbpl) transcripts both cell lines (Fig. 3C).
Moreover, we found that elF2 a PERK substrate, was phosphorylated by t10,c12
CLA in a dose-response manner at 24 hours for HGTcEls (Fig. 3D). We confirmed
in SW480 cells that t10,c12 CLA increased expressibphosphalF2 (Fig. 3D).

Altogether theses findings highlighted the actigatof the main ER stress hallmarks in
colon cancer cells treated with t10,c12 CLA.

JNK activation contributed to t10,c12 CLA-mediated colon cancer cell
death

Sustained activation of c-Jun NH(2)-terminal king3d&lK) has been implicated in ER
stress-induced cell death. Therefore, we were @sted in analyzing the expression of
phospho-JNK in HCT116 cells at 72 hours of treatiméie found that HCT116 cells
exposed to t10,c12 CLA (50 puM) showed a sustaimemense of p-JNK expression
compared to control and c9,t11 CLA; still detectsftler 72 hours of treatment (Fig.
4A). We further characterized the role of JNK sigmg activation in t10,c12 CLA-
induced cell death by repressing JNK activity wiR 600125 (2.5, 5 and 10 pM). We
confirmed by trypan blue exclusion assay that HOF ¢dncer cells treated with 50uM
t10,c12 CLA for 72 hours showed an increase cefitdewvhereas we observed a dose-
response decrease of cell death for cells exposecbitreatment with SP600125 (Fig.
4B).
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Extinction of CHOP expression reduced t10,c12 CLAfiduced colon cancer
cell death

In condition of severe ER stress, induction of CH@X%pression appeared as a main
effector of apoptotic program activation. In HCT 1¢é&ncer cells exposed to t10,c12
CLA (25 and 50 puM) compared to control and c9,tl1ACGreatment, we showed an
increase of CHOP protein expression at 48 and 1@ shof treatment (Fig. 5A). We
did not observe any CHOP induction at 24 hours reatment (data not shown);
CHOP expression was first barely increased at 48 $d@Fig. 5A). In SW480 cancer
cells treated for 72 hours, we also detected indncof CHOP expression with 25 and
50 uM of t10,c12 CLA treatment (Fig. 5B). We thevakiated the role of CHOP in
t10,c12 CLA-mediated cell death. For this purpose,used HCT116-BAl cell line, in
which CHOP expression is repressed by stable teatish of antisense CHOP
construct. Therefore, we showed that increase aflaan CHOP expression under
t10,c12 CLA effect in parental HCT116 cells was regsed in HCT116 BA1l in the
same conditions (Fig. 5C). Although t10,c12 CLA amment (50 uM for 72 hours)
induced approximately 30% of cell death (Pl postistained cells) and apoptosis
hallmarks (Annexin V staining and c-PARP) in wilgpie parental HCT116 cells, the
treatment was inefficient for cell death activatiosnHCT 116-BA1 cells (Fig. 5D and
5E). We confirmed in SW480 cells at 72 hours ofatreent that inhibition of CHOP
induction by siRNA CHOP partially protected from f® t10,c12 CLA-mediated cell
death compared to siRNA scr SW480 cells (Fig. 3% also observed in t10,c12 CLA-
treated SW480 cells in which CHOP induction is bited by siRNA CHOP, a
decrease of c-PARP expression compared to SIRNA®480 cells (5G).

Finally, we observed that normal-derived colon <dINCM460) in both cell culture
conditions (6% FBS and 10% DLP) treated with 25 &dduM of t10,c12 CLA for 72
hours did not show increase expression of CHOP esetpto c9,t11 CLA and control
cells (Fig. 5H). The lack of CHOP induction is celated with absence of cell death
(Fig. 1F) and of c-PARP increase (Fig. 5H).

Here, we demonstrated that increase of CHOP expregsarticipated to t10,c12
CLA-induced apoptosis.

- 197 -



PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS Pierre et al. Bion Biophys Acta
(soumis le 14 Aout 2012)

ROS production by t10,c12 CLA treatment induced ER stress-mediated

apoptosis

Apoptosis triggered in ER stress context could rbuced by ROS (29). Therefore, we
analyzed ROS level in HCT116 cells treated with t@GeA isomers (50 uM) by
guantification of H2DCFDA fluorescence by flow cynetry. We found that ROS
production was induced approximately 5 folds by,t1@ CLA treatment at 48 hours
and that co-treatment with the anti-oxidant NAC yareed the ROS increase (Fig.
6A). The reduction of ROS production by NAC treatrhdor 72 hours significantly
decreased the percentage of Pl and Annexin V pesitells exposed to t10,c12 CLA
(50 uM for 72 hours) compared to the control anfl,tkl CLA (Fig. 6B). The NAC
treatment (0.5 mM) did not change the percentagfloaind Annexin V staining in
vehicle- and c9,t11 CLA-treated cells (Fig. 6B). rthermore, we showed that
expression of c-PARP was decreased in HCT116 cellseated by t10,c12 CLA and
NAC compared to t10,c12 CLA-treated HCT116 cellsg(F6C). We finally observed
that induction of CHOP expression in t10,c12 CLA&dred HCT116 cells for 72 hours
compared to control and c9,t11 CLA treatment wa®raiated by co-treatment with
NAC (Fig. 6D).

Therefore, we evidenced that increase of ROS ge¢iardy t10,c12 CLA treatment
triggered CHOP induction-mediated apoptosis.
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DISCUSSION

Define the molecular mechanisms of how dietary IB,and t10,c12 CLA exert their

anticancer effects might be of great interest ire tdevelopment of new colorectal
anticancer therapies. In this purpose, we undertomkevaluate the effect of CLA

isomers on viability of colon cancer and normalecoberived cells, and to analyze the
involvement of ER stress in apoptosis of colon earcells.

We evidenced that only t10,c12 CLA was able to celaell death in colon cancer cells
without affecting normal cell viability (Fig. 1).ofly exposure of colon cancer cells to
t10,c12 CLA had the ability to activate ER stressdimted apoptosis. Indeed, in
addition to increase expression of phospho-elF2RP 78 and spliced-Xbpl mRNA, we
clearly demonstrated that induction of CHOP paptted to t10,c12 CLA-mediated
apoptosis (Fig. 3 and 5). In ER stress context, €HRight play its pro-apoptotic
function through down-regulation of Bcl-2, up-regtibn of TRB3, BIM or DR5 (30Q)

It has been reported that t10,c12 CLA treatmentbfast cancer cells decreased
expression of the pro-survival Bcl-2 protein andcreased expression of the pro-
apoptotic BIM protein. Furthermore, ectopic exprassof Bcl-2 or ablation of BIM
expression by siRNA counteracted the t10,c12 Chdudiced apoptosis (19, 31). These
findings could explain how CHOP would exert its fapoptotic effect in colon cancer
cells treatedby t10,c12 CLA. Moreover, a prolonged activation of IRE branch has
also been described as a signal for apoptosis induction. The IRE branch under ER
stress has to deal either with pro-survival sigimabugh Xbpl mRNA splicing or with
pro-apoptotic sigal through activation of JNK by IRE1 /TRAF2/ASK1 pathway (30).

In our study, we observed in t10,c12 CLA-treatetbmacancer cells an increase of the
cytoprotective signal Xbpl mRNA splicing and of tipeo-cytotoxic JNK activation
strongly suggesting activion of IRE1 arm (Fig. 3C and 4A). We demonstrated that
activation of JNK pathway was involved in the cydxic effect of t10,c12 CLA-induced
ER stress since inhibition of this pathway decrdasal death (Fig. 4B). However, the
prolonged JNK activation might also originate fra@HOP/CaMKIl induction as it
has been identified in ER stressed macrophages33B2The possible regulation by
both IRE1 arm and CHOP could amplify and prolongdte activation of JNK
pathway leading to ER stress-dependent apoptosisoion cancer cells exposed to
t10,c12 CLA.
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Oxidative disturbance is able to induce severe EfRss and colon cancer cell death
(29, 34). Oxidative stress occurs as a consequehaecrease ROS production and a
deficit in antioxidant defence system. We foundtthCT 116 cells exposed to t10,c12
CLA produced ROS and that the potent antioxidanttda NAC inhibited ROS
generation, CHOP induction and subsequent apop{63g 6). The fact that NAC
prevented CHOP increase and the kinetic of ROS drom argued for an upstream
event of ER stress-dependent apoptosis activatetll®ygl2 CLA. Although induction
of ER stress through excessive ROS level is now esflablished, the mechanisms
remain not completely understood (35). AdditionallROS formation can occur
downstream the UPR activation and ER stress for instance by CHOP/ERO1 pathway
(36). Therefore, it is tempting to speculate thaidative stress might be the source of
ER stress activation and that this activation woulduce an amplification loop of
ROS production in cells treated by t10,c12 CLA .

The delivery of t10,c12 CLA or mixture CLA to cellsas been already described to
interfere with redox homeostasis and induced RO&dmion, which could be generated
by multiple mechanisms such as the mitochondriactebn transport chain and
NADPH oxydases (37-40). Furthermore, oxidation aifty acids (e.g. palmitic or oleic
acids) might produce catabolic intermediates ompbyducts that could modulate ROS
formation by respiratory chain in mitochondria (42). Both t10,c12 and c9,t11 CLA
isomers are differentlyz-oxidized and differently modify consecutive-oxidation of
palmitic or oleic acids (43-44). In preadipocyté&s33.1 cells, t10,c12 CLA improveg@-
oxidation of oleic acid providing potential interdiates or by-products regulating
increase generation of ROS (44).

We clearly demonstrated that induction of ER stregst10,c12 CLA was partially
dependent of ROS production. We can not excludé ohlaers signals contribute to ER
stress induction in presence of t10,c12. For instame recently showed that inhibition
of the monounsaturated fatty acid synthesis byaggpng the activity of the Stearoyl-
CoA desaturase 1 (Scdl) induced ER stress (45)refdre, the fact that t10,c12 CLA
has a more potent capability to abolish Scdl exgpwesor activity than c9,t11 CLA in
colon cancer cells (unpublished data), hepatoma lamedst cancer cells might be an
element of the t10,c12 CLA-induced ER stress path{#6-47).

This study supports the fact that the anticanciecebf t10,c12 CLA could be exerted
by its ability to inhibit cancer cell proliferatiowia ER stress-mediated apoptosis.

- 200 -



PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS Pierre et al. Bion Biophys Acta
(soumis le 14 Aout 2012)

Furtherin vivo investigations would deserve to be performed ideorto comfort these
in vitro observations and to evaluate the possible sigetsffof t10,c12 CLA.

In conclusion, we demonstrated that t10,c12 CLA wasnore potent pro-apoptotic

fatty acid than c9,t11 CLA for colon cancer cellsurthermore, we evidenced that
apoptosis induced by t10,c12 CLA was dependent lO€ induction through ROS

generation, which might initiate the activation BR stress observed in colon cancer
cells and not in normal colon cells treated witld,t12 CLA.
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Fig. 1. Colon cancer cell proliferation inhibite¢ 10,c12 CLA. (A) and (B) HCT116
and SW480 cell death was measured by flow cytometith propidium iodide (PI)
staining at 72 hours post-treatment with controf),cc9,t11 CLA (25 and 50 puM) and
t10,c12 CLA (25 and 50 uM) in 6 % FBS (HCT116 Qeli;d 10 % delipidated (DLP)
FBS (SW480 cells). Each value was the mean of thmdependent experiments
SEM. Bars assigned different superscript lettersews atistically different (p<0.05).

(C) and (D) Proliferation status of HCT116 and SW4&olon cancer cells was
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determined by CyQuant® proliferation assay. Eaclueavas the mean of relative
fluorescence unit + SEM of triplicate and represgivte of three independent
experiments. Bars assigned different superscripptele were statistically different
(p<0.05). (E) Cell death of normal-derived colonlc¢NCM460) was evaluated at 72
hours as (A) and (B). Each value was the meanlative fluorescence unit + SEM of
triplicate and representative of three independexrperiments. (F) Proliferation of
NCM460 cells in both conditions of cell culture &) and (B) was determined by
CyQuant® proliferation assay. Each value was thammef relative fluorescence unit +
SEM of triplicate and representative of three inglggent experiments.
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Fig. 2. Apoptosis in t10,c12 CLA-treated colon cancells. (A) HCT116 cells treated

for 72 hours with control vehicle (ctr) and indiedt concentrations of CLA isomers

were stained with Annexin V-FITC for measurementapbptosis. Each value was the
mean of three independent experiments + SEM. Basigaed different superscript

letters were statistically different (p<0.05). (Bypoptosis in SW480 cells in was

evaluated 72 hours after treatment by Hoeschshisting at indicated concentrations.

Nuclei were counted using phase contrast micros@pe results were expressed as %
of positive apoptotic nuclei / total nuclei. Eachalve was the mean of three

independent experiments + SEM. Bars assigned differsuperscript letters were

statistically different (p<0.05). (C) and (D) Protevhole-cell lysates were prepared 72
hours after treatment and PARP cleavage (c-PARP) dedermined by western-blot.
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Fig. 3. ER stress pathway is activated by t10,c12.(JA) Cancer cells were treated
72 hours with vehicle (-), ¢9,t11 and t10,c12 CLA 26 and 50 uM. GRP78 mRNA
expression has been analyzed by &IGR and normalized to -actin expression.

Values represented GRP78 mRNA expression in CLAte@-cells relative to GRP 78
expression in vehicle-treated cancer cells and wéme mean of three independent
experiments performed in triplicate + SEM. (B) Aysas of GRP 78 protein expression
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was performed by western-blotting. Protein wholg-¢tgsates were prepared from
SW480 and HCT116 cells treated for 72 hours withisle (-), c9,t11 CLA (50 pM)
and t10,c12 CLA (25 and 50 pM). *  non specific. -actin was used to normalize
loading. (C) Treatment of HCT116 cells for 48 an2l Wours, and SW480 cells for 72
hours was performed at indicated concentration$ w®,t11 and t10,c12 CLA. Xbpl
MRNA processing was analyzed by semi-quantitativie-HFRCR. The detected Xbpl
MRNA species were spliceds-Xbp1l), unspliced{u-Xbpl) and hybrid-Xbpl (h-Xbp1)
MRNA. Thapsigargin (Tg) was used as positive cdnofaXbpl mRNA splicing. (D)
HCT116 cells (24 and 48 hours post-treatment) and48 cells (72 hours post-
treatment) at indicated concentrations were cadéctfor phospho-eir2 protein
expression analysis.
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Figure 4
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Fig. 4. INK signaling contributed to t10,c12 CLAdinced cell death. (A) HCT116 cells
were collected 72 hours after treatment by vehiglec9,t11 and t10,c12 CLA (50 uM)
for phospho-JNK, total JNK protein expression asslyby western-blotting. (B)

Inhibition of JNK signaling in HCT116 cell deatheated with vehicle (-) or 50 uM of
CLA isomers for 72 hours was performed with indegtconcentrations of SP600125.
Analysis of cell death was realized by trypan blereclusion assay. The graph is

representative of three independent experimentsh Evalue was the mean of triplicate
+ SEM. * statistically different (p<0.05).
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Fig. 5. Inhibition of CHOP expression reduced t1Q,aCLA-induced apoptosis. (A)
HCT116 cells were collected 48 hours and 72 howst-preatment with vehicle (-),
c9,t11 and t10,c12 CLA at 25 and 50 pM for CHOP teiro expression analysis by
western-blotting. Thapsigargin (Tg) treatment wagdi as positive control of CHOP
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induction. (B) SW480 cells were collected 72 hopsst-treatment with vehicle (-),
c9,t11 and t10,c12 CLA at 25 and 50 pM for CHOP teiro expression analysis by
western-blotting. (C) HCT116-BAl1 (with CHOP antisen cDNA construct) and
HCT116 cells treated for 72 hours with vehicle coht(ctr) or CLA isomers were
collected for preparation of nuclear proteins. Arséd of nuclear CHOP expression was
performed by western-blotting. Lamin A/C was usesl laading control of nuclear
extract samples. (D) HCT116-BA1 and HCT116 cellated for 72 hours with vehicle
control (ctr) or 50 uM CLA isomers were stained twiPl or Annexin V-FITC. Each
value was the mean of three independent experimen&&M. Bars assigned different
superscript letters were statistically different@05). (E) HCT116-BA1 and HCT116
cells treated for 72 hours with control vehicle ¢f) 50 uM CLA isomers were collected
for c-PARP expression analysis by western-blottiffg) SW480 cells were transfected
with siRNA against unrelated human mRNA (scr) andG® (siRNA CHOP). Next
day, SW480 cells were exposed to vehicle (-), @amd t10,c12 CLA at 50 uM for 72
hours. Death status was measured by flow cytometityh propidium iodide (PI)
staining. Each value was the mean of three indep@naxperiments performed in
triplicate + SEM. Bars assigned different supegsicietters were statistically different
(p<0.05). (G) SW480 cells were transfected and te@aas in (F) with vehicle (-),
c9,t11 CLA (50 uM), and t10,c12 CLA (25 and 50 uMrotein whole-cell lysates were
prepared for PARP cleavage and CHOP expressionysinaby western-blot. (H)
Normal-derived colon cells (NCM460) were treatedr f62 hours with indicated
concentrations of CLA isomers in 6 % FBS or 10 %pigated (DLP) FBS. NCM460
cells were collected for analysis of CHOP and c-RPA&xpression by western-blotting.
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Figure 6

A * B

O AnnexinV
H PI

}

Positive stained cells (%)
w o
=) =)

B vehicle
] cot11
t10c12

-
(=)

a

(=]

ey
(=]

N B O ®
N
(=]

Relative Fluorescence
(fold change)
—
o

(=]

ctr c9t11t10c12 ctr ¢c9t11t10c12

NAC - + N T
0.5mM 24h 48h - NAC
emn (0.5mM)

c D
c9t11  t10c12 c9t11 t10¢12 cot11 - + - - + -
e
- 25 50 2550 . 25 50 25 50 t10c12
NAC - - - - - + + + + + NAC - - - + + +
— c-PARP

W e e e epaw e ew @ | (-octin

Fig. 6. ROS generation induced t10,c12 Ch#ediated apoptosis. (A) HCT116 cells
treated for 24 and 48 hours with ¢9,t11 and t10,€1A at 50 uM in presence or
absence of0.5 mM N-acetyl-L-cysteine (NAC) were analyzed foreir ROS content by
H2DCFDA fluorescence. Values represented H2DCFDsritscence in CLA treated-
cells relative to H2DCFDA fluorescence in vehictedted cancer cells. Each value was
the mean of three independent experiments perfornmedriplicate + SEM. *
statistically different (p<0.05). (B) HCT116 celtseated for 72 hours with vehicle
control (ctr) and 50 uM CLA isomers in presenceatrsence of 0.5 mM NAC were
stained with Pl or Annexin V-FITC. Each value wasetmean of three independent
experiments + SEM. Bars assigned different supgriscletters were statistically
different (p<0.05). (C) HCT116 cells were treatesl ia (B) with c9,t11 and t10,c12
CLA (25 and 50 pM). Protein whole-cell lysates wepeepared 72 hours after
treatments and PARP cleavage expression was awabsyavestern-blot. (D) HCT116
cells were treated as in (B) with ¢9,t11 and t1D,€lLA (50 puM). Protein whole-cell
lysates were prepared 72 hours after treatmentsCHi@P expression was analyzed by
western-blot.
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Membolic syndrome characterized by insulin resistance and obesity s accompanied by severe lipid
metabalism perturbations and chronic low-grade inflammation, However, many unresolved guestions
remained regarding the regulation that underfie dyslipidemia, particularly the regulation of the metabalic
cascade (synthesis and retease) leading o eicosanokd precursors rélease, This sudy was undertaken 1o
investigate the regulation of desaturases/elongases and phospholipases A; during the establishment of
metabolic syndrome. Our results showed that delia-6 desaturase as well as elongase-6 expressions were

:,,T:::f: symilnome upregulated in 3-month-old Zucker fatty rats as compared to lean limermates, independently of SRERP-1¢
Desaturase activation. We also demonstrated for the first time an increase of liver group VI phospholipase Ay gene
Elongase expression in the obese animals together with a strong specific inhibitbon of type VA and VIA phospholipases
Phospholipass Ay Ay These results suggest that the regulation of unsaturared farry aclds biosynthesis and signalling cascade
could contribute to the development of Bver lipid dysregulation related to metabolic syndrome and may be

considered as new potential targets in such pathological conditions.
© 2010 Elsevier BV, All rights reserved.
1. Introduction atherosclerosis |4=6] PLA; isoforms play different but complementa-

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 ol bisactive
lipid mediators including prostaglanding, thromboxanes, leuko-
tnienes, and lipoxins exert potent and plelotropic effects modulating
inflammatory responses. These compounds are generated via phos-
pholipase Ay (PLAZ) hydrodysis | 1]. The PLA; superfamily consists of
many different groups of emgymes that catalyze the hydrolysis of the
sn=2 ester bond, releasing fatty acid, and particulardy arachid onic acid
(AA), from a variety of phospholipids, Five main types of FLA; have
been identified, which are the secreted sPLA=s, the cytosolic cPLAss,
the €a°" independent iFLAss, the platelet activating factor acetyl
hydrolase ‘oxidized lipid lipoprotein associated (Lp)-PLA:s. and the
Iysosomal PLAs [2.3).

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

Abbreviarions: MS metabolic syrdoome; A8 arachidonic aced; UFA, wnsatusated
fazty ackl; SFA, saturazed fatny acid: MUFA mono-unsaturated Tty acil; 2F. fucker
Tty ZL Zucker lean; PUFA, poly-unsaturaced fatty acid

* Coprespomding aathors Narce i€ to be contacted at Tel! +33 3 80 39 63 17. Tessber,
Tel: + 13 3 8D 39 63 13,

E-tmail addresses: michel nanced®u-Dourgogne.Ir (M. Narce |,

chritiian. tessiend@u-bourgognedr (L Tessier)

18- 198175 < fee front matter © 2010 Elsevier BV, All rghts feserved
i 10, 10165 Boalip 2000.] 2.004

ry roles in inflammatory processes [7]. Mevertheless, these enzymes
have never been investigated in MS-linked inflammation. While type
A 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 1o be elevared locally at
sites of inflammation and cell injury [9). In addition, an increase of
secreted PLA: level in the plasma, such as sPLA; A and Lp-PLA:, is a
new potential marker of inflammation [10]. Besides, type IVA cPLA:
amd type VIA iPLA:, sources of AA [11,12] seems to be particularly
implicated in inflammatory processes. More spedfically, 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-ische#mic brain ingury [ 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 o be clearly delineated, notably in MS-linked
inflammation conditions.

Regarding MS. it 15 now accepted that inflammation associated
with visceral obesity induces insulin resistance, which is sufficient 1o
promote the progression of cardiovascular diseases. This is accompa-
nied by severe liver lipid metabolism perturbations leading to liver
stearosis [17]. However, many contradictory and unresolved ques-
tions remain regarding the molecular and cellular mechanisms that
underiie this hepatic lipid dysregulation. Nevertheless, higher liver
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expression of elongases (Elovl-5 and -6} and desaturases (delta-5, -6,
and SC0-1} have been shown in ob/ob mice, compared with their lean
littermates 18] In contrast, resistance (o high-far-diet-induced
hepatosteatosis and obesity has been assocated 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
sgnalling enzymes (desanurases, elongases, and phospholipases Az)
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 As)
in 3-month-pld Zucker rats. Indeed, it 15 important to understand
cellular mechanisms leading to liver steatosis in order o prevent and
to develop novel therapeutic strategies targeting for liver insulin
resistance during M5,

2. Materials and methods
2.1. Animals, organs, and blocd parometers 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/fo, ZF} and Zucker
lean (fu/+, ZL) rats (Charles River Laboratories, LArbresle, France)
were housed under controlled temperature (25 41 °C and bumidity
(G0 5%) with a 12-hday/12-h night cycle. Animals were f(ed
standard laboratory chow (commercial standard pelles; Safe, UAR
AD4, Villemoisson-sur-Orge, France) containing 4% lipids and were all
sacrificed at 14 weekis 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 (2g
glucose/ki 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 106 EDTA
under isofluorane anesthesia. Plasma were isolated by centrifugation
(20 min at 200g} and then stored at —80°C untl use, Plasmatic
triglycerides and cholesterol were measured according to the
manufacturer’s instructions, using a colorimetric kit (Masys, Condom,
France). Before insulin measurement, plasma were centrifuged (o
remove [af and insulin was measured using an ELISA kit | Linco
Research, St Charles, MO, USA)L.

Ar 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. Forimmunofluorescence
studies, pancreas were incubated for 24 h in a 30% sucrose solurion
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 5, 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; achivity

sPLA; activity was carried out directly on plasma collected at
sacrifice, using a sPLA: Assay Kit (SPI-bio, Montigny-le-Bretonnews,
France) according to the manufacturer’s instructions, Enzyme activity
measurement s 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 DNTE

added 1o the reaction medium to form a colored compound, detected
At 414 mim

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

23, Pancreas immunofitorescence

Pancreatic slices were dried 2h at 37 °C, fixed in a solution
containing 75% methanol, 20% formaldehyde, 5% acetic acid, and
rebydrated 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
THS 10 mb, 45 BSA 0.00F Triton X100, (2% Tween 20, Control slices
were treated with TES-BSA-Triton-Tween alone. Slices were then
exposed for 3 h at room temperature (o a rthodamine-antirabbir lgG
(1:200 dilution} (Jackson lmmunoResearch). 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 200M (Zeiss, Oberkochen,
Germany) with appropriate filters and a cooled charged-coupled
device camera controlled with AsioVison software (Zeiss),

24, Liver microsomes prepardation

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 “Cin a Poter-Elvehiem homogenizer with 18 mlLof
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 conceniration was defermined by
the method of Layne |21 ). using bovine serum albumin as standard.

25, S(D-1, delta-6 n-3, and delto-6 n-6 desaturase activities

SCO-1, della-6 n-3, and delta-6 n-6 desaturase activities wers
estimated in liver microsomes, using 50, 40, and 40 nmol of [1-"C]
stearic, [ 1-15C] alpha-linolenic or [ 1-%C] linoleic acids, respectively, as
substrates. 2.5 mg of microsomal proteins were incubated at 37 "Clor
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 MzCl.,
0.5 mM coenzyme A, 3.6 mM ATP, and 1.2 mM NAPDH. Incubations
were stapped by adding 7.5 ml of chloroforme/methanol (1:1. v/v)
[22]. Total lipids were extracted from incubation mixtures, according
tor Narce ef al [23). Briefly, 2 mi chloroform, HCL0.05 M, and NaCl 35%
were added to an aliquot (4 mlL) of the incubation mixtures; total
lipids were extracted after centrifugation. Then sapomfication and
ransmethylation were carmied out using methanol NaOH 0.5 M and
14% boron trifluoride in methanol, respectively. for 20 min at 80°C,
according o Stover and Lanza [24]. The distribution of radicactivity
between each substrate and the corresponding products was
determined by reverse-phase high-performance liguid chromatogra-
phy as described by Betlenger et al. [25] using a Waters Set (510 HPLC
pump and 410 differential refraccometer; Millipore, Molsheim,
Germany) equipped with two monolithic columns [26] Analyses
were carried out isocratically using pure acetonitrile or acetonitrile/
water (93:7, viv] for 5CD-1 and D60, 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 To-Carb
model 1900 TR (Packard, Meriden, CT, USA) liquid scintillation
analyzer. The fatty acid methyl esters were identified according to
their retention fimes by comparison with standards: mixture
reference standard 18 {Nu Check Prep, Elysian, MN, LSA) for SCD-1
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activity, grape-seed oil for the delta-6 n-3 desaturation and mixture
reference standard 1C (Mu Check Prep} for the delta-6 n-6
desaruranion

26, Fatty acid of toral ipids compaosition

Fatty acid compasition of liver total lipids was determined by gas—
liquid chromatography [23]. Brefly, 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 (4384
model, 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 G8B; Nu Chuck Prep.

2.7. RNA solatfon and semi-guontitarive RT-PCR analysis

Total ENA from liver or pancreas was extracted using Trizol
{Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) according to the manulacturer’s
instructions. Briefly. RNAs were extracted using chioroform and
precipitated with isopropancd, and finally washed with 75% ethanol

Oligonucleotide primer pairs { MWG, Ebersberg, Germany, used for
mRNA analysis by KT-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 Script cDMNA Synthesis Kit ( BioRad, Mames-la-
Cogquette, France) at 42 °C for 30 min. 30 L of nuclease-free water was
added to the 20p. final volume of reaction mixture at the end of the RT
reaction. The cDNA were stored at —20"C until use.

Table 1
Primers woquendces asoed for KT-PCR

Cene Primer sequenoes Expecied sie Number of
{ph} cycles

BActin 505 ATGATATCGCOCCGOTOGTOGTIC 3 547 el
AS: & AGCTOOCGGOCAGCCACCTOCAG 3

L4 5: 5 CTGAAGGTCAAMGOGAATGTG W 195 FE]
AS: ¥ GEACAGACTCTTGATGATCTC 3¢

Fas 50 5 CTCACCCAGGUGTACAGATAAGTA 3 440 25
AS: 5 AGACTCCAACCAGCTAGAGACATT 3

SD-1 515 TOGOAAAGTGAAGIGAGCAATCG 3 148 12
AS 5 AGAGCCGCACCTICT TCATCTTONG 3

DETy 51 5 ATGCOCAACGCGACGTAMC 37 243 24
AS: 5 GAAATOCAGGTOCAGGTG 3

Dsn 5 5 CAACCATCICTICT IO 3 204 24
AS: 5 ACGTCGATTCCATGTTGAGGTG 3

Elend- 5 ¥ COCTACCTTTGLTGOAAGAA 3 136 a0
AS: ¥ TOCAGATGAGGTGGATGATG 3

Elend-2 50 5 TITGGCTGICTCATCTTOCA 3 134 30
AS: 5 GRCAMACCATTCTTCACTTC ¥

Elevi-5 50 5 TCAACACCTTCATCCACGTC 37 266 Fi
AS: ¥ AGAGGOCCCTTTCTTGTIGT 3

ElevlB 5 5 GLCATGTTCATCACGTTGTC 3° m 7
AS: ¥ CCCATOTAGGOCTCAARGAA 3

SREBP-1¢ 5 5 GEACAGCAACCAGAAACTCA 3 177 25
AS: 5 CCACGTCTTTCAGTCGATTTCE 3¢

sPLAy A 50 5 CTGGAGTTTCGGCAAATEAT 37 165 ke
AS: % ACGTTICTCCAGACGGTTGT 3

sPLA; VI 5 5 TTOCAAGGCTCTCAGTGCAM 3 03 3o
AS: 5 ATCAAGGGCAATCOCACATE 3¢

cPLA: IVA - 51 5 CCACCCTGATTITCCAGAGA 3 36 &7
A% 5 GGRCAAACATCAGCTCTGACA, 37

cPLA; VIA 5 5 GECAACAGCACACACAATCA ¥ 160 7
AS: 5 CTGTAGCACCTGGGEATTGT 3

Insulin 5 % CACCITIGTGGTOCTCACCT 3¢ 51 18
AS: § CACGGGACTTRCGTGIGTAG 3¢

Glacagon 5: 5 AACAACATTGOCAAACGTCA 3° 125 23

AS: 5 CAGCTATGGCGACTTCTTCL 3

For PCR amplification, 12.5 pl of Go Tag Green Master Mix (Promega,
Charbonniéres, France), containing Tag polymerase. 400 pM of each
dNTPE, 3 mM MgCls, reaction bufler, and loading buller were mixed with
spedfic oligunuclectide primers {1 pM each} and 2 pl cDNA The total
volume was increased o 25 ul. with nucease-free water. For PCR
amplification of gene products, two sets of amplification cycles were
used. In the first five cycles, annealing/extension step temperature
(68 "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 emperature (95 °C) for
1 min, The conditions were such that amplification of the product wasin
exponenial phase, and the assay was linear with respect to the amount
of input cDNA. Kar f-actin or L19 was used as intermal control (o
normalize the data. Reaction products were electrophoresed on a 1%
agarose gl impregnated with ethidium bromide, The RNA patem was
visualized by UV transillumination and quantified using the Quantity
One software { BioKad},

2.8. Western blotting

For Western blot analysis, 50-80 mg of livers were homogenized in
RIPA buffer (Tris 50 mM pH 7.5, NP4 1%, SDS 0.1%, deoxycholate 0.5%,
NaCl 150 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM) containing protease inhibitor
cocktail (PB340, Sigma} using a Potter-Elvehjem homogenizer avd a
syringe with a 25-G needle, and centrifuged at 10,000g for 10 min at
+4°C Supematants were collected and prdeins were dosed using the
bicinchoninic acid method (BCA kit Sigma}. 30=50 g proteins were
added to the loading buffer (Tris-HC 003 M pH 68, DTT 0,05 M,
glycerol 8%, bromophenol blue 0.05%. SDS 2% P-mercaptoethano] 2.5%)
and warmed 3 min at 95 "C.

Proteins were separated on an acrviamide bisacrylamide gel SDS 015
ina Tris-ghycine buffer (Tris 72 mM, glycine 200 mM, SDS (0FE}, blotted to
nitrocellulose membrane (Whatman, Springfield, England} in a transfer
buffer (Tris 25 mM, glycine 200 mM. methanol 20, SD5 02%) and
immunodeiected using the ECL Western blotting procedure (Santa Cruz
Bitechnology, Heidelberg, Germany} according to the manufacturer’s
instructions, Antibodies were used as shown in Table 2. Secondary
antibodies (goal anti-rabbit or goat anti-mouse, Jackson Immaang-
Research ) were used at a 1:10,000 dilution and incubated 1 hat BT,

2.9, Sunistical analysis

Results are shown as mwan 4 SEM, Statistical analysis of data was
carried out using the Student t-test and statistical difference was
accepted at p=<0.05 ("}, p<0.07 (*°}, and p=0.001 (***}.

3. Resulis
3.1, Zucker rats corbohydrate and lipid stanes

As shown in Fig 1A, ar the age of 14 weeks, ZF rat body weight was
increased of abowt + 200% companed to their lean litermates, inassodation
with higher liver welght (Fig. 1A}, severs hyperriglyceridemia, and
hypercholesterolemia (FHg. 1B}, As expected, plasma adiponectin levels
were significantly lower in ZF rats, whereas no difference was observed for
blood glucose (Fg. 1B},

Table 2
Antibode s wied for Western blting.
Antiboady  Producer  Relerence Dhlaton  Sie Ingubation
BMctin Mome  Sigmasc-ls 101000 42 kDa 1h AT
SREBP-1c¢  Rabhil SC-366 1:000 Precarsor; 135 kDa 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. 7ZF rats glycemia was elevated during all the test and was
not normalized 2h 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 insulinand glucagon
mRNA expression (about 50%} in the pancreas of obese animals
(Fig. 1C). Insulin immunofluorescence carried out on Pancreas Cross-

A. Sacrifice parameters

Biocfhimico et Blophysizo

a 1811 {2011) 469-417
sections, as shown in Fig 1€ indicated a hypertrophy of langerhans
istets and corroborated the hyperinsulinemia observed in ZF rats.

3.2. Unsaturated futty 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 o be
the two main enzymes involved in saturated fatty acid (SFA) and
mono-unsaturared farty acd (MUFA) biosynthesis, respectively, Thus,
we sought to know their liver mRENA expression (Fig. XA} Both FAS
and 5C0-1 mENA expressions were markedly increased in ZF liver
compared to 71 To confinm cur results, hepatic desaturation activities
weere determined in vitro on microsomes in the presence of stearate as
precursor for SC0-1 (Fig. 2A). Activity of SCI-1 was strongly increased
in microsomes of ZF compared to ZL rats.

Since the relationship between liver glucose and poly-unsaturated
fatty acid (PUFA} metabolism remains unclear during metabolic
syndrome, we then studied hepatic biosynthesis of PUFA.

A. MUFA biosynthesis
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We first derermined liver twotal lipid compositnon, which usually
rellects the activity of bepatic lipid biosynthesis. The amount of total
heparic lipids is presented in Table 3. Liver total lipids were 3.5 (old
higher tin £F than in ZL rats, This was mostly due (o a strong increase of
SFA (4.5-fold) and MUFA { 10-[old) in the liver of ZF animals, which
corroborated the liver increased FAS and SC-1 expression observed
in Fig. 2A. In contrast, n=6 PUFA were slightly reduced ( 17%} in obese
animals when compared to leans, resulting in a significant decrease in
PUFA total mass, while the amount of n=3 PUFA was not significantly
changed,

We then examined hepatic expression of major enzymes impli-
cated in PUFA biosynthesis as shown in Fig. 2B: DD and DS, the two

B. PUFA biosynthesis
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C. SREBP-1¢ expression -2 and -5 mRNA expression. Delta-6 n-3 and n-6 desaturation
2 zZF activities were determined in vitro on microsomes (Fig. 2B}, The
5““'3; :‘:% activity of delta-6 desaturation n-3 was higher (+ 68.7%) in the liver
g iab of ZF animals when compared with their lean littermates, whereas the
s e activity of delta-6 desaturation n-6 did not significantly change.
5 120 As desaturases and elongases are known to be highly regulated by
2 100 SREBP-1¢, we investigated its hepatic mRNA and protein expression
2 804 (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
g 60 the mature form was strongly decreased, indicating an inactivation of
o 404 SREBP-1¢ in ZF rats.
g
- 3.2.2. Signalling
o SREBP-1¢ : Once PUFA are biosynthesized and incorporated into membranes,
21 2F they can be released and transformed into downstream signalling
G > motecules such as eicosanoids.
125 kDo) | e T e e TN We first measured the level of sPLA, in the plasma of Zucker rats.
Interestingly, at sacrifice, young adults ZF rats showed a significant
A lower total sPLA, activity in the plasma compared with ZL rats
(68 kDa) (Fig. 3A},
p-actin
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Fig. 2 (contintad).

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 acds. Interestingly, ZF rat liver showed a strong increase of
D6D ( + S0%), 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 DSD as well as Elovl-1,

Table 3
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Among the different hepatic isoforms of PLA:. we studied two
forms of secreted PLA; implicated in inflammation: type 114 and type
VIl FLA-. We alsoinvesrigated cytosolic PLA, type VA and V1A that are
specifically involved in the release of arachidonic acid. The hepatic
expression of (hese enzyvmes is shown Fig. 38 and C Whereas mENA
expression of sPLA, type A did not significantly change between the
two groups of animals, we evidenced a significant increase of type Vil
sPLA: (also named Lp-FLAR) In contrast, we observed a drastic
decrease of both cPLA: IVA (—36%) and cPLA; VIA { —46%) expres-
sions in 7F rats when compared to 7L rats.

4. Discussion

The findings of the present study support an important role for
UFA metabolism {biosynthess and signalling} during establishment
of M5 in ZF rats. A key observation in this regard was the decrease of
both plasmatic sFLA; activity and liver type IVA and VIA PLA:; mRNA
expression in young obese animals compared with their lean
lirermates. 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, DGD, 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 M5 in adults, uswally 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 (essengially 16:0. 18:0, 16:1, and
18:1). These results were confirmed by high FAS and 5CD-1 enzymes,
inwolved in saturated and mono-unsaturated FA biosynthesis, dem-
onstrating a high de nrovo lipogenesis. Hepatic FAS and SCD-1 were
shown o 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 engymes during MS are not fully understood, our
results demonstrated that both FAS and SCD-1 enzvimes are important
metabolic control points in liver lipid metabolism during establish-
ment of M5,

Besides, our results also showed specific disturbances in liver PUFA
binsynthesis enzymes, since hoth D60 and Elovl-6 were increased in
#F animals, whereas no change was observed for D3D, Elovi-1, -2, and
=5, Moreover, liver fatty acid of total lipids analysis revealed a decline
in ZF hepatic PUFA content (e, 20:4 n-6 and 22:6 n-3). This decrease
has also been observed in objob mice [18] and might appear
inconsistent with the increase in DGD 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.

D60, which catalyzes the first desaturation reaction, 15 one of the
rate-limiting step of PUFA biosynthesis pathway. This engyme is
known to be highly regulated by several physio-pathological condi-
tions such as diabetes |18, 30] and obesity [ 18], The observed increase
ol both liver DGD expression |+ 50%) and activity {+73% D6D n-3} in
ZF developing MS agree with the changes in hepatic DED actvity and
expression in G-week-old ob/ob mice [18.31]. However, previous
studies conducted in our laboratory suggested no difference between
ZF and 71, rats on the delta-6 desaturation rate [32), This discrepancy
nay 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 G-
month animals, with installed type 2 diabetes. Indeed. a previous

report has evidenced in non-insulin-dependent diabetes mellious 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 [15] In contrast 1o
desaturases, elongases have been only recently recognized as
important contributors for the regulation of hepatic lipid composition
[18]. These enzymes have been shown o be highly regulated in
metabolic diseases |34], but physiological control of farty 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
carbobhydrate composition [ 36 ], The present work showed that Elovl-6
may also contribute specifically to the fatty liver phenotype since this
enayme 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-1c was inactivated. Whereas several studies have shown
the implication of SREBP-1c in regulating SCD-1, delta-6, and -5
desaturases as weil as elongases [17,37,38], this work indicated that
this transcription factor may not be implicated in the development of
fatty liver during the establishmemt of MS. Such liver SREEP-
independent desaturase regulation has been yet observed in SHE
fed a PUFA diet |25]. SREBP-1c was also shown (o be inactive in
stimulating SC0-1 transcription in Chinese Hamster Ovary cells | 39].
Moreowver, in rat hepatocyte primary cell culture, SREPB-1¢ was not
sufficient to induce lippgenic 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 PLAs-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 M5, is
not vet elucidated. However, PLA> might be attractive targets for
drugs to contrel type 2 diabetes, farty liver disease, and other
manifestations of the MS,

MS being characterized by a chromc inflammation, sPLA: - in
particular sPLA; 1A and Lp-PLA: - being described as novel plasma
increased markers of inflammation [42,43], we measured total plasma
PLA; 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=PLAx. This enzyme has been recently described as a
novel risk factor for cardiovascular disease (42,44 | Our results showed
a significant increase of hepatic mENA expression of Lp-FLA;, which
may indicate a novel role for this enzyme in the establishment of M5,

Several studies have shown the implication of different isoforms of
PLA; in the development of metabolic diseases. Thus, sPLA;-1B-null
mice have been found to be resistant to high-far-diet-induced obesity
and insulin resistance and to exhibit reduced postprandial hypergly-
cemia, superior glucose rolerance, and increased insulin sensitivity
compared with wild-type littermates [45). Using type WA PLAs-
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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More 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 Lo be elucidated.
Altogether, our data show that the development of MS is
accompanied with & 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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Abstract

Breast cancer (BC) remains one of the most threagemortality factors throughout
the world. Overexpression of the tyrosine kinaseepéor ErbB2/ HER2/ Neu, often
expressed together with HER3, occurs in 25% to 2f%nvasive BCs with poor
patient prognosis. Due to confounding factors, mststencies exist regarding
protective effects of n-3 polyunsaturated fattydac(PUFA) on BC. We therefore
evaluated whether fat-1 transgenic mice, endogdnp@ysmthesizing n-3 PUFA from
n-6 PUFA, were protected against BC development wadhen aimed to elucidate
thein vivo response.

EO771 BC cells were implanted into fat-1 and wyg¢ (WT) mice and
tumorigenesis was examined. To validate that HEREIRB signaling pathway plays
a crucial role in the antitumor effect of decrease@/n-3 PUFA ratio, we analyzed
the expression of proteins involved in this pathwiaytumor tissues. Lipidomic
analyses were performed in tumor tissues and plasma

The results showed that tumors totally disappeaediay 15 in fat-1 mice when
they grew up to a large size in the WT. This tumgeniesis prevention was associated
with higher levels of n-3 PUFAs and their metabedit(particularly 15-HEPE, 17-
HDHA and PGE) in the tumor of fat-1 mice than in WT. The tumor
HER2/HER3/ -catenin signaling pathway was significantly dowgulkated in the fat-

1 mice. Moreoverjn vitro experiments showed that docosahexaenoic acid itellib
growth of BC cells and -catenin signaling as well.

These data demonstrate an anti-BC effect of n-3 R4through, at least in part,
HER2 signaling pathway downregulation, and highlighe importance of gene-diet
interactions in BC.
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Introduction

Breast cancer (BC) remains one of the most threagemortality factors
throughout the world despite significant advancetsein early detection and
therapy. With a current mortality rate of 40%, oware million women world-wide
will fall victim to BC. Four closely related trangmbrane tyrosine kinase receptors
(HER1, 2, 3, and 4) have been implicated in thehpgénesis of cancer including
BC. Binding of small peptide ligand molecules to RIEeceptors triggers homo- or
heterodimerization and autophosphorylation, whichsuits in enhanced cell
proliferation, migration and invasionl(2) via PI3K/ AKT/ -catenin downstream
signaling pathway 3). The HER2/HER3 heterodimer is considered to be miost
active HER dimer and is crucial for signaling inntars containing amplification of
HER2 4,5). HER2 has no defined ligand but possesses arveattirosine kinase
domain @) whilst, in contrast, HER3 has several ligandgluding the neuregulins
(NRG) 14, but lacks intrinsic tyrosine kinase activity. RE overexpression occurs
in 25% to 30% of invasive BCs and is associatechvet more aggressive phenotype
and a poor patient prognosis with intrinsic regsisato endocrine and conventional
chemotherapy 1,8). HER3 is often expressed together with HERZ2 iis tthisease
(9). While both receptors are considered promisinggeées for therapy, the
overemphasis on HER2 has shadowed the importaet afoHER3 in resistance to
HER2-targeted therapied@,11). In recent years, an increased understandingnef t
role of HER3 which has fueled the development ofR3Eargeting agentsle). As
tumors overexpressing HER2 are generally resistantherapeutic agents, nutrition
intervention may be a promising therapeutic stratiegpreventing and treating this
aggressive subtype of cancer. This can be accdnggli®y ablating HER2/ HER3
expression and/ or interfering with the interact@irHER2/ HER3 heterodimers.

Epidemiological and preclinical studies suggestratgctive effect of fish oil in the
prevention of BC 13). In addition,in vitro andin vivo evidence demonstrates that
n-3 fatty acids or their metabolites are able tducee cellular proliferation and
increase apoptosis in BC modeld4]. Studies have shown inhibitory effects of
eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHAJsae the two main 18
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) found in fislks 6 on HER family members
(15, 16. However, these studies did not investigate tfiects of n-3 PUFAs on
HERS3 expression in BC. Therefore, whether HER3 eggion is associated with 3-
PUFAs-mediated antitumor effect in BC remains l&rgenknown. Despite resedrc
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providing evidence that dietary or exogenously ki fatty acids may play an
important role in the etiology, evolution and/or ogression of BC, many
inconsistencies and discrepancies preclude defeitonclusions X7). For example,
Holmes MD et al., 18) found an increased risk of BC associated withhargdietary
marine n-3 PUFAs in a cohort study with 88,795 wam8&8uch conflicting results
reflect many confounding dietary elements. Indesdirine oil, generally used in
nutritional studies, contains EPA and DHA but alsther fatty acids and is
particularly rich in vitamin D. Thus, it has beehosin that oleic acid (18:1n-9)
activates phosphatidylinositol 3-kinase, promotesliferation and reduces apoptosis
of MDA-MB-231 BC cells {9) and Chatterjee M and colleagueX)) showed, in a
multitargeted approach, that the combination oawitn D with Max-epa (a fish oil
supplement) was twice as effective as the individwaeatments in reducing tumor
incidence and multiplicity. Consequently, it islissiery difficult to understand the
specific roles of n-3 PUFAs on BC prevention regagdmany variables arising from
the diets.

In the present study, we evaluated the role of mgh PUFA content in the
pathogenesis of BC in the transgenic fat-1 mice eho@hese mice carry thiat-1
gene from the roundworm@aenorhabditis elegangencoding a n-3 PUFA desaturase,
absent in mammals, that catalyzes conversion ofim@ n-3 PUFA 21). Therefore,
these mice have endogenously elevated n-3 PUFAdisentent and exhibit lower n-
6/n-3 PUFA ratio compared to their wild-type (WTijtérmates when maintained
on a high n-6 PUFA diet. This contrasts feeding cpdures using fish oil
supplementation, which may bring confounding fastaettributed in differences in
the dietary composition. Hence, the fat-1 transgenouse model is a usefiil vivo
system for giving new insights of the role of n-é3nfatty acid ratio in BC
tumorigenesis.

We examined the impact of enhanced n-3 PUFA prodoctoward the
development of BC and the regulation of HER2/ HER8Atenin/ c-Myc signaling
pathway. Thus, we implanted these cells in thelfdatansgenic and wild-type mice
in order to evaluate their tumorigenicities. Outtaandicate that modulation of BC
development by n-3 PUFA might be mediated in parmtough HER2 signaling
pathway downregulation.
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Materials and Methods

M aterials

RPMI 1640, fetal bovine serum (FBS), glutamine, ibiotics were purchased from
PAA Laboratories. The antibodies raised againstspho-HER2 (Tyr1248), HERZ2,
phospho-HER3 (Tyr1289), HER3, phospho-Akt (Serdf8)ospho-GSK-3(Ser9), E-
cadherin,-catenin were purchased from Cell Signaling Tecbgwl(Beverly, MA).
c-Myc antibody was purchased from Santa Cruz Bimwetogy (Santa Cruz, CA).
The horseradish peroxidase-linked secondary anigisodwere from Jackson
ImmunoResearch Laboratories (West Grove, R#9regulin 3-1 was purchased from
Sigma company.

Animals and diet

Transgenic fat-1 mice were generated as descriediqusly (16) and backcrossed
onto a C57BL/6 J background. The presence offetel gene in each mouse wa
confirmed both by genotypingnd tail tissue fatty acid analysis profile. Traersig
and WT animals were maintained on a 10% safflowiediet (SAFE, Augy, France)
ad libitum and kept under pathogen-free conditions in stath@ages in temperature-
and humidity-controlled conditions with a 12-h ligkdark cycle. We used 10- to 12-
weeks old female fat-1 transgenic mice and nontgamis littermate controls for this
experiment The diet contained (g/ 100 g diet) 4.5 sucrose, t&$ein, 8.6 cellulose,
50 wheat starch, 0.3 DL-methionine, 7.0 mineral mix vitamin mix, and 10
safflower oil. Safflower oil is high in linoleic @&t (18:2n-6) with very little n-3 fatty
acids (less than 0.1% of the total fat suppliedhder the 10% safflower oil regimen,
all the transgenic animals presented a totalto-6-3 PUFAS ratio greater than (but
close to) 1 in their tail tissue (n-6/n-3 =1.6+ 02 fat-1 mice vs 39.5+£3.2 in WT
control animals; n= 10 per group). All proceduresrev carried out according to
institutional guidelines for the use and care dfdeatory animals and approved by
the Ethical Committee of the University of Burgun@yA1408).

Cancer Cell lines

EO0771 medullary breast adenocarcinoma cells wetaioed from Dr Enrico Mihich
at Roswell Park Cancer Institute, New York, NY, USEOQO771 were originally
isolated from a spontaneous cancer in C57BI6 niliteese C57BL/ 6 adenocarcinoma-
derived BC cell line EO771 are, to our knowledgee tonly cell model that can be
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grown to form breast tumors in immunocompstéat-1 transgenic mice. The human
BC cell lines SKBR-3 and BT-474 were kindly provided by Dr Sarab kdgCentre
Georges Francois Leclerc, Dijon, France). EQ771s agere cultured in RPMI 1640
supplemented with 5% FBS with iron, 2mmol/L L-glaiene, and 100 units/ mi
penicillin/ streptomycin. SKBR-3 and BT-474 cells were maintained in RPMI 1640
supplemented with 10% FBS, 2mmol/L L-glutamine, gueaicillin/ streptomycin. All
these cells were incubated in a humidified atmosplod 5% CQ-95% air at 37 °C

In DHA-treated cells, the experiments were conddcire medium containing 0.5%
FBS.

Cell injections and tumor measurement

Cultured EO0771 cells were collected with trypsimeastion (0.05% trypsin-EDTA, 3
minutes), washed twice with RPMI 1640 medium andnted. Each female mouse
was injected subcutaneously in the lower abdomesaoh mouse in or near the no. 4
mammary fat pad with>61(° viable mycoplasma free cells diluted in 200 ul & RI
1640 medium. Day of the injection of EQ771 cellsswaesignated day 0. Tumor
volume was measured with a caliper every 2 or 3sdayd calculated according to
the following formula: tumor volume= length x wid&0.5.

Lipidomic analysis.

The fatty acid composition in tails (to perform plogyping), tumors and plasma
was determined by gas chromatography as describedopisty (22).

Lipid mediators were analysed using liquid chrongaéphy coupled to electrospray
ionisation tandem mass spectrometry (LC/ESI-MS/ M@lowing the methodology
developed by Masoodiet al.,, (23, 24). In brief, each tumour sample was
homogenised in ice-cold methanol (4ml of 1586v solution). Internal standards
PGB-d4 and 12 HETE-8 (40 ng per sample each) (Cayman Chemicals, AnroArb
MI, USA) were added in each sample and the homdgenas centrifuged for 5min
at 5000 rpm, at 4°C. The clear supernatant wasfeecdido pH 3.0 using 0.1M HCL
and further purified by solid phase extraction caige (C18-E, Phenomenex,
Macclesfield, UK) using methyl formate to elute thépid mediators.
Chromatographic analysis of prostanoids was perdoinon a C18 Luna column
(5um, 150 x 2.0 mm, Phenomenex) whilst all hydroxytyatcids were analysed
using a C18 Kinetex column (2i6, 100 x 2.1 mm, Phenomenex). The analysis was
performed using a Waters Alliance 2695 pump couglediriple quadrupole mass
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spectrometer (Quatro Ultima, Waters, Elstree, Hedshire,UK). The following
multiple reaction monitoring (MRM) transitions wetsed : prostaglandin (PG).E
m/z 351>271, PGbm/z351>271, PGEm/z 349> 269, thromboxane (TX)sBn/z
367>167, TXB m/z 369>169, PGRd4 m/z 337> 179, 5-hydroxyeicosapentaenoic
acid (HEPE)m/z 317 >115, 18-HEPEn/z 317> 133, 15-HEPEN/z 317> 175, 12-
HEPE m/z 317> 179, 10-hydroxydocosahexaenoic acid (HDHA)z 343> 153, 14-
HDHA m/z 343>161, 13-HDHAm/z 343>193, 17-HDHAmM/z 343>201 and 12-
HETE-d8 m/z327>184. Protein content was estimated by the BibRrotein assay
using BSA as reference standard (Bio-Rad laboresacid, Hemel Hempstead, UK).
Results are expressed as pg/ mg protein.

Cell viability

The numbers of viable cells exposed to DHA wereleataed by the MTT (3-(4, 5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium brodd) Cell Proliferation Assay,
according to the manufacturer's protocol (Sigmaritlt). Briefly, BT-474, SKBR-3
and EO0771 cells were seeded and cultured in 96fla¢lbottom plates at a density of
3 x 103 per 100 pl in medium containing 10% FB®wedd to attach overnight, and
then treated with DHA complexes to BSA in a 4:1 (®BSA) molar ratio at 20,
40, 60, 80 and 100mM or vehicle for 72 hours in msadcontaining 05% FBS. MTT
reagent (20 ul) was added to each well (final coti@aion 0.5 mg/ ml) and the plate
incubated at 37°C. After four hours, supernatans warefully removed and 100 pl of
dimethyl sulfoxide was added to each well and thetgincubated for two hours.
The absorbance was read at 450 nm on a Micropletal& (Bio-Rad, France). Data
are represented as mean percent vehicle treategroéferation £ SE of triplicate

experiments with internal triplicates.

Western blot analysis

Cells were harvested in Triton protein lysis buf@0 mM Tris, 150 mM NacCl, 200
mM EDTA, 200 mM EGTA, 1% Triton X-100) containinggqiease and phosphatase
inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fevier, France).Proteins (50 g)
were separated by 10% SDS-PAGE and electroblotiedPtotan nitrocellulose
membranes (Whatman, Dassel, Germany). After blackionspecific binding sites
with 5% BSA in Tris buffered saline (TBS) (0.1% Teme20 in TBS), blots were
probed overnight at 4°C with primary antibody agaiphospho-HER2 (Tyr1248),
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HER2, phospho-HER3 (Tyr1289), HERS3, phospho-Akt r438), phospho-GSK-
3B3(Ser9), E-cadherin,p-catenin (Cell Signaling, Ozyme), c-Myc (Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA)and -actin (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France) at a concentration of 1/2,000, washed imBIS, incubated 1 h at room
temperature with horseradish peroxidase-conjugaiet anti-rabbit IgG for all the
antibodies except -actin incubated with goat anti mouse IgG (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA). Deteavas performed using the
enhanced chemiluminescence (ECL) Western blottimglyesis procedure (ECL Plus,
Amersham, Freiburg, Germany).

p-HER3 immuno-labelling

Tumors were dehydrated and included in paraffinraffia blocks were sectioned
(5um-thick section, two different levels per blockand slices of tumors were
deposited onto Superfrost Plus slides.

pHER3 (2 slides per blocks at two different leveis)munohistofluorescence was
performed using an automated Leica Bond Max. Brjefhfter dewax, antigen
retrieval with EDTA pH9 buffer and inhibition of dogenous peroxidases with.®b
3%, slides were saturated in BSA 3% in PBS for Z@utes, then incubated with
avidin blockage kit and biotin blockage kit (Vectbabs kit - ref SP2001) for 15
minutes for twice. Then sections were incubatedhwgrimary antibody (anti-
phospho HERS3, Cell Signaling - ref 4791, 1/100) fohour. The sections were then
washed and incubated with secondary antibody lintedbiotin (Southern biotech -
ref 6440-08, 1/500) for 45 minutes. After three s sections were incubated in
streptavidin peroxidase (Invitrogen - ref T20934100) and revealed in tyramide-
AlexaFluor 568 (Invitrogen - ref T20934, 1/100).cHens were counterstained with
DAPI (Sigma - ref D9542, 2ug/ ml) for 10 minutes anidsed. Negative controls
(primary antibody omission) were included.

After processing, the sections were imaged by tbk Gbserver station (Zeiss). This
station is composed of an inverted motorized mmope, a mercury lamp for the
fluorescence, a CCD camera Zeiss HRm, a computdr the AxioVision software

which control all the station. Images were acquitesihg 10x objective; each image
represent about 0.6 nfmAbout 3 images by level were made (6 images tmdn).

Image analysis was carried out using Visilog sofeva-or p-HER3 surface, images
were threshold, binarized and surface measuremérthe binarized images were
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done. These surfaces were divided by the numberucfei present in each image.
This number was found by determining the mean afeanucleus.

Statistical analysis.

Results were expressed as the arithmetical meanS&n@meant SE) for each group.
Statistical significance in the tumor growth curvéamor and plasma major fatty
acid composition, total n-6, total n-3, and the-ne6n-3 ratio and different lipid

mediators in tumor samples between WT and fat-hdganic mice was determined
using a Student test (*P<0.05; *P<0.01). The statistical study tbfe tumour p-

HER3 immunohistofluorescence quantification wasfgrened using Mann-Whitney
U-test by Tanagra software (**P<0.01).
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Results

n-3 PUFASs inhibit the growth of BC xenografts in fa-1 trangenic mice

To test the hypothesis that balanced ratio of n-®/fatty acid is able to decrease
the risk of BC, we implanted E0771 mouse BC ceitoithe fat-1 and WT mice and
examined the tumorigenicity of inoculated tumorleAs shown in Fig.1, there was
a dramatic difference in the tumor volume betwea1f transgenic (n=10) and WT
mice (n=6). Over an observation period of 25 dagis,mice initially developed a
palpable tumor by day 7 but, importantly, all themors in fat-1 mice never grew
up more and all palpable tumors disappeared at1dayBy contrast, all the tumors
in wild-type mice continued to grow up until hosacsifice. These findings clearly
show that expression é&t-1 inhibits the growth of BC cellsn vivo and results in
mammary tumor regression.

Inhibition of HER?2 signaling pathway by n-3 PUFAs n fat-1 transgenic

mice

In order to define the regulation of HER2 and HE&®ression by a decreased ratio
in n-6/n-3 fatty acids in fat-1 mice, tumor tissuesre analyzed for the expression of
HER2 and HER3 by western blotting. Results presknimeFigure 2A demonstrated
that HER2 and HER3 expressions were markedly dogeag¢ed in the tumor tissues
of fat-1 mice ten days after cell injection. Moreoy p-HER3
immunohistofluorescence is significantly?<€0.01) decreased in the fat-1 tumor
tissues compared to the wild-type (Fig. 2Bjcatenin not only plays a crucial role in
morphogenesis and human cancer as a transcripti@upllator in canonical and
noncanonicalWnt signaling pathways, it also takes part in cell-adhesion with the
adhesion molecule E-cadherin which is a potent siord tumor suppressor in BC
(25). To investigate whether the decrease of HER2 BIER3 will affect cell-cell
adhesion and-catenin signaling, western blotting was used teckhthe expression
of E-cadherin ad p-catenin. As shown in Figure 2A, E-cadherin was kedty up-
regulated in the tumors of fat-1 mice compared bhose in wild-type mice. We
observed a change ip-catenin expression pattern. Indeed, two proteindsawere
obtained forp-catenin expression in the fat-1 tumor tissues. Wpothesize thag-
catenin is sequestered in the plasma membrane bgdEerin blocking its nucleus
translocation to regulate target gene activity. M,have checked the protein
expression othe known transcriptional target geneMyc of g-catenin. As shown in
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Figure 2A, c-Myc expression was hugely inhibitedtimors of fat-1 mice, suggesting
that E-cadherin might be involved in modulatipgatenin signaling.

Tumor n-3 fatty acid enrichment and formation of PUFA-derived

mediators

As shown in Fig. 3A, fatty acid composition of tumtotal lipids revealed higher
levels of EPA (20:5n-3) and docosapentaenoic albid A, 22:5n-3) in fat-1 transgenic
mice compared with WT animals, whereas AA (20:4nw&s decreased by 70%.
Interestingly, the n-6/n-3 PUFA ratio (Figure 3B)asv significantly reduced in
tumors from fat-1 mice (8.92+2.63) compared to Wilinaals (30.51+6.99) despite
the animals were fed the same diet. These requltisdate expression dat-1 enriches
the transgenic animals in n-3 PUFA at the experfse-® giving a lower n-6/r8
ratio.

We then assessed n-6 and n-3 PUFA-derived metabdlibm tumors (specifically n-
6 AA (20:4n-6), n-3 EPA (20:5n-3) and DHA (22:6n-B)etabolites) by LC/ESI-

MS/ MS analysis to determine whether differencesumor growth between WT and
fat-1 mice were associated with these pathwaysshsvn in figure 3C, the EP A5-

, 18-, 15- and 12-HEPE) and DHA- (10-, 13-, 14- arvdHDHA) derived metabolites
were identified at physiologically active levelsthin tumors from fat-1 mice. These
metabolites were not found in tumors from WT. Indamn to HEPE and HDHA

lipid metabolites, significant amounts of n-3-dexdv prostaglandin E3 (PGE3) and
thromboxane B3 were formed in tumors of fat-1 midéere was no significant

difference in the level of PGE2 between the twoaygpes but the levels of PGD2
and TXB2 were significantly lower in the fat-1 trsgenic mice compared to WT (-72
and -70% respectively).

Plasma n-3 fatty acid enrichment and total lipid level

Analysis of total lipid extracts from plasma showedstinctly different profiles
between fat-1 and WT mice (Figure 4A). There agnifcantly higher levels of n-3
PUFA [20:5n-3 (EPA) and 22:6n-3 (DHA)] and much ®wconcentration of ®-
PUFA (AA, 20:4n-6) in the plasma from fat-1 transmgemice compared to WT
animals. As such, the n-6/n-3 PUFA ratio was sigaiftly reduced in the transgenic
mice (WT: 20.4:1 and fat-1: 6.8:1). These data icontthat plasma was enriched in
n-3 PUFAs at the expense of n-6 PUFASs, giving aelow-6 to n-3 ratio, when
plasma total lipid level was not statistically clged in both groups (Figure 4C).
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DHA inhibits /n vitro the proliferation of BC cells

Given the significant growth inhibition of EQ771llsein fat-1 transgenic mice, we
next assessed whether n-3 PUFAs can affect BC petiferationin vitro. Mouse
EO0771 cells and two human HERZ2-amplified BC cells-BR-3 and BT-474 were
examined for their response to DHA treatment. Aswsh Figure 5, DHA induced a
concentration-dependent reduction of cell viabilibhyall BC cell lines at 72 h. DHA
treatment exhibited more robust growth inhibition E0771 cells than in SIBR-3
and BT-474 cells, exhibiting 50% of mortality witgnly 20 uM of DHA (IC50) and
inducing over 98% reduction of viable EQ771 celismDHA (40 puM) treatment.

DHA inhibits HER2/HER3 expression and subsequent ghaling

In order to assess the mechanism by which n-3 PURAght induce growth
inhibition of BC cells, western blotting was useal éxamine protein expressions in
the HER2/HER3B-catenin signaling pathway in DHA-treated celfs vitro. As
shown in Figure 6, DHA treatment decreases HER2 HIER3 protein levels in
EO0771, SKBR-3 and BT-474 cell lines; this effect was obserwecdh time and dose-
dependent manner (observed 24, 48 and 72 h afteatrtrent). Importantly,
treatment of DHA in SKBR-3 and BT-474 cells for 48 h slightly downregulated
HER2 and HERS3, but dramatically inhibited phospheR2 and phospho-HER3
induced by heregulin stimulation. Similar effect ohe phospho-HER3 and HER3
protein level was observed in E0771 cells treatéidh WHA for 24 h. These results
suggest that DHA treatment impact on HER2 and HER®ession, but also on the
formation of HER2/HER3 heterodimers. Given theicait role of 3-catenin signaling
in the mammary tumorigenesis, the potential effgch-3 PUFAs on the-catenin
signaling was examined. As shown in Figure 6, tmeait with DHA reducedp-
catenin protein level in a time and dose-dependsrgnner in cultured cells.
Cytoplasmicp-catenin is controlled by a glycogen synthage{@SK-33) containing
destruction complex, in which GSKz3s phosphorylated and inactivated leading to
cytoplasmic accumulation of-catenin. To determine whether DHA treatment-
induced degradation dgf-catenin could be through inhibition of the phosptation

of GSK-33 and its upstream kinase Akt, phospho-GSK&hd phospho-Akt protein
expressions were examined. We observe that DHA tteat downregulated GSKg3
and Akt phosphorylation in cultured cells. Moreqgvéhis downregulation was more
obvious in EO0771 cells than in SK-BR3 and BT-474IsceTo further validate
whether DHA treatment-mediated degradation @fcatenin will repress the
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expression of target gemeMyc we examined c-Myc protein level in cultured cells
treated with DHA. Our results show that c-Myc exgsmien was markedly
downregulated in three BC cell lines treated withlADfor 48 h. We also examined
the potential effect of DHA treatment on E-cadhegkpression in cultured cells. Our
results regarding E-cadherin protein expressionicaté that E-cadherin is
downregulated when EO0771, BT-474 and BR-3 cell lines are treated with DHA
for at least 48h. Together, our results providelemce for the antitumor mechanism
of n-3 PUFAs through inhibiting the HER2/ HERBtatenin signaling pathway in
BC cells.

- 236 -



PUBLICATIONS ET COMMUNICATION Collaborations, Zauag Cancer Res
(Soumis le 30 juillet 2012)

Discussion

The role of PUFAs in BC development, progressiom gmevention is not very
well understood. PUFAs can mediate cancer developnaed progression through
multiple mechanisms. For example, it has been shidvat n-3 PUFAs, but not G-
PUFAs, induced cell death in a mouse model of @mtestcancer Z6). Among
important regulators of growth, survival and ap@ipon-3 PUFAs have been shown
to induce growth inhibition of MDAMIB-231 cells by AKT phosphorylation and
reduced DNA-binding activity of nuclear factor-kag® - NF- B - (27). Similarly,
treatment of BT-474 and SBR-3 BC cells with n-3 PUFAs suppress the expression
of HER2 oncoproteirvia regulation oHER 2/ neugene transcription2@).

Our study clearly demonstrates that the increassdbgenously synthesized n-3
PUFAs prevents BC development. Furthermore, thegmon of tumor growth is
correlated with the formation of anti-tumor deriwets of n-3 PUFAs and with a
downregulation of the HER2 signaling pathway.

Our results clearly demonstrate that more thanadsing the growth rate of the
tumor, endogenous production of n-3 PUFA in fat-teminduced mammary tumor
regression (Fig. 1) whereas the xenografts in WTcemkept sustained growing.
Evidence in the literature suggest n-3 PUFA reduuoe risk of BC, however these
studies show that n-3 feeding was unable to mirhe phenotype observed in fat-1
mice 29,30. Expression of thdat-1 gene is a much more effective approach to
modify fatty acid composition. By ubiquitously caerting n-6 PUFAs to n-3 PUFAs
it significantly increases the absolute level 0B iRUFAs as well decreases the level
of n-6 PUFASs leading to a decreased ratio of n-B/RUFAs in mouse tissues, which
cannot be achieved by conventional dietary interioen Then, plasma and tumor
tissue exhibited a reduced ratio of n-6 to n-3 PYKRIig. 3A, 3B, 4A, and B).

One of the notable changes we observed was the regwiation of HER2
oncoprotein and HER2/HE3/ -catenin signaling pathway in tumor tissues.
HER2/ney one of the most commonly analyzed oncogenes in d@dies, is a
frequent target of mammary oncogenedq)( This orphan tyrosine kinase receptor
regulates biological functions as diverse as catluproliferation, transformation,
differentiation, motility and apoptosi32). Recent studies have shown that fish oil
and alpha-linolenic (18:3n-3) acid also downregelddER2 expression 28,30).
Similarly, BC cells injected into nude mice fedhfisflaxseed or canola oil (rich in 3-
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PUFAs) formed smaller tumors with lower cell prefifition 33) and lower HER2
expression. HER2 heterodimerizes with HER3 to foam oncogenic unit where
HERS3 activates the PI3K/ Akt pathwa®)( Indeed, the inactivation of HER2 in BC
cell lines (using Trastuzumab) leads to decreas&R3 tyrosine phosphorylation
and PI3K signalingg,34). In agreement with these data, we found here thiaR3
protein expression was dramatically decreased morutissues of the fat-1 transgeni
mice (Fig. 2). This latter finding is noteworthys aigh expression of HER3 has been
shown to predict early escape from HER-targetedapies such as the use of the
anti-HER2 monoclonal antibody Trastuzuma®b) and is consistent with a recent
report showing that genetic ablation of HER3, & knocking-down by EZN-3920,
decreased PI3K signaling and tumor growth in MBITV-PyVmT model of BC
(36). Regarding the impact of n-3 PUFAs on HER2 andrRiBEsignaling, our studies
were then extended to cultured cell lines exhilgtimoderate expression of HER2
(EQ771) and overexpressing HER2 (BT-474 andBBk3), in which we investigated
whether DHA could modulate cell proliferation andERZ2 signaling pathway.
Interestingly, DHA treatment hugely inhibits preliation/ viability of the three cell
lines (Fig. 5) and beside this inhibition we aldwmserved a downregulation of HER2
and HER3 and most importantly a DHA-dramatic deseeaf phospho-HER2 and
phospho-HERS3 in the cell lines stimulated by theR3Especific ligand heregulin (Fig
6). This last result suggests that the formatiorH&R2/HER3 heterodimer might
probably be hindered by DHA treatment.

In addition to the tumor regression observed in titasgenic animals, tumors of
the fat-1 mice exhibit higher level of cleaved PARRd lower level of NFB protein
expressions compared to the WT. Moreover, treatnwnthe three BC cell lines
with DHA for 72h resulted in a concentration- anohé-dependent inhibition of cell
growth (Fig. 5). In regards to bothn vivo and in vitro results, the n-3 PUFA
mediated effects involved apoptosis. One of thehmatsms of action attributed to
the apoptosis augment in DHA/EPA-treated MIMB-231 cells was impairment of
Akt phosphorylation and NRB activity (27). In fact, Akt directly promotes cell
survival by phosphorylating and inactivating compots of the apoptotic
machinery. Akt also can activate transcription @ast such as NFB, critical in
tumourigenesis37). In this sense, ouin vitro results confirm ouin vivo results as
we also observe a decrease of phospho-Akt in ouAddated cell lines (Fig. 6). In
line of this, a recenin vivo study showed an increased apoptotic index of MCF-
cells injected into flaxseed oil-fed nude micg3), suggesting that it was probably
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due to the downregulation of tyrosine kinase receptsuch as HER2, and the
subsequent downregulation of Akt.

In addition, our results reveal a difference in -catenin expression pattern in
tumors of fat-1 transgenic mice, compared to the ,WiT which E-cadherin is
significantly upregulated. Moreover, we found reduced protein expression of -
catenin, phospho-GSK and c-myc (a pro-oncogene of breast tumors) in all DHA-
treated cell lines. -catenin plays a crucial role in morphogenesis &nthan cancer,
through its dual function in cell-cell interactioasd as a transcriptional regulator in
numerous signaling pathway25). Besides the regulation @f-catenin signaling by
Wnt, a number of adhesion molecules and other Bigngathways are involved in
the control of g-catenin signaling 38). E-cadherin is a potent invasion/tumor
suppressor.g-catenin can form a complex with E-cadherin throulgimding to
cytoplasmic tail of E-cadherin, which sequestersait the plasma membrane and
hinders its nucleus translocatioB9). We hypothesize that the up-regulation of E-
cadherin observed in the tumors of fat-1 transgeonauld play at least two potential
roles : one, it may inhibits tumor cell growth besa E-cadherin has been
established as both a tumor suppressor and aniwevasppressor in BCs4(); or,
two, the change ig-catenin expression profil in the fat-1 tumor tissiand the huge
decrease expression of its target gerdyc suggest that increased expression of E-
cadherin reduces the availability of cytoplasmicatenin by holding it in the plasma
membrane, and thereby blocking its signaling to nieleus. This would prevent, in
the nucleus, the binding gf-catenin to the transcription factor TCF/LEF that
induces transcription of important downstream targenes implicated in cell
proliferation, differentiation and apoptosis suchcaMyc e.g.(41,42. Results from
Bonvini et al. (43), showing that inactivation of HER2 increases limgdof 3-catenin
to E-cadherin leading to a decrease fiacatenin-mediated gene transcription,
strengthens our results regarding E-cadherin upla¢mpn in tumors of fat-1 mice
and its potential roles played in these tissueshwegard to what we observe in the
tumors of the transgenic mice, we failed to obsehe up-regulation of E-cadherin in
cells treated with DHA (Fig. 6). It might be due tobe fact that DHA-treated cell
lines exhibit shrinkage and membrane rupture (dadtashown) leading to decreased
junctions of adhesion, which is responsible of tdecrease of E-cadherin protein
expression. Indeed, it has been shown that E-cadlepression is triggered upon
cell contacts being established and E-cadherinratt@n will increase E-cadherin
level (44).
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Another significant finding of the current studyg large differences in the
levels of EPA metabolites (notably 15-, 12- and HBPE) and DHA-derived
mediators (particularly 17-HDHA) in the tumors otfl mice compared with
controls (Fig. 3C). 15-HEPE and 17-HDHA have alneatheen linked to
antitumorigenic properties4b,46 via 15-lipoxygenase activity. These observations
can be related to the marked difference in to-&3 PUFA ratio between the fdt-
and WT mice (Fig. 3A and B). As 17-HDHA is the puesor of the neuroprotectin
D1, which has been reported to promote cell apopt@s’), it is possible that the
high levels of 17-HDHA in the tumors of the fat-lic@ could be an indicator of
increased formation of the instable intermediateopg-metabolite 17-HpDHA,
which was shown to be directly cytotoxic to fastbgmng tumor cells 45),
contributing to the antitumor effect beyond the heatisms described in the above
paragraph. Moreover, the tumor PUFA-derived metiadohnalysis reveals an
increased level of PGE derived from the n-3 fatty acid EPA, in the fatniice
compared to the WT, when the level of PG& unchanged (Fig. 3C). When P&GE
has been shown to promote cancer developméBt 49 PGE has been found to
have anticancer effect$Q). Our results suggest that P&&nd 17-HDHA might be
anticancer metabolites, and these generated mdtedolrom EPA and DHA
respectively may underlie the antitumor effect olbbed in the fat-1 transgenic mice.
However, the concentration of PGl the tumors of the fat-1 animals did not reach
that of PGE suggesting that there is a role for AA-derivedidipmediators that
cannot be totally replaced by EPA-derived lipid atmblites, EPA competing with
AA acid as substrate for metabolite production.

Taken together, our results provide the first emimbe that expression of thiat-1

gene, leading to tissue enrichment of n-3 PUFAsevemnts mammary tumor
development. This prevention might occurs by downregulating HER2/HER3/Akt/ -

catenin signaling pathway and promoting synthesiardgitumor n-3 PUFA-derived
lipid mediators in the tumors of fat-1 mice versuid-type. These results provide
encouraging preclinical evidence and molecular rae@gms by which n-3 PUFAs
may regulate the malignant behavior of BC cells.cembination with conventional
treatments, supplementing the diet with n-3 PUFAsynbe a nontoxic means to
synergistically improve cancer treatment outcomas BC in which HER2/ neuis

overexpressed and may slow or prevent recurrencean€er. Moreover, our study
shows that used alone, an n-3-supplement may beseduludietary alternative
therapy for patients who are not candidates fomdsad toxic cancer therapies.
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Figure legends
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Figure 1.Tumorigenicity of EO771 BC cells in fat-1transgenic and wild-
type (WT) mice.

Cells (5¢1C diluted in 200 pl of serum-free RPMI1640 medium) reveinjected
subcutaneously into each of 10 transgenic and 6 Mide (10 week-old female). (A)
representative photographs showing tumor formataontwo different time points
after cellimplantation. (B) Growth rates of melaresnin WT and transgenic mice.
Tumor growth was monitored at the indicated timenpowith a caliper and tumor
volume was calculated on the basis of the followimrgnula: Tumor volume= (length
x width?) x0.5. The points represent mean tumor volume toB&ined from 6 WT
mice or from 10 fat-1 transgenic mice. These obsBons have been done on four
independent experiments.
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Fig.2. Downregulation of HER2/HERS3/B-catenin/c-Myc signaling
pathway in fat-1 transgenic mice tumors exhibitingenhanced n-3 PUFA
tissue level.(A): Western blotting of HER2, HER&-catenin, E-cadherin, c-Myc,
NF- B and cleaved PARP in BC xenografts tumors from three WT (lanes 1-3) and
three fat-1 transgenic (lanes6} mice. (B): Representative immunohistofluoreseenc
for p-HERS3 in the tumors of the WT (top) and fatfransgenic (bottom) mice (n=5
and 4 respectively). P-HER3 quantification of WTdafat-1 mice is presented as
number of p-HER3 positive cell index. Results amespnted as meant SE and
differences were analyzed using Mann-Whitney U-t®sflT anagra software.
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Figure 3. Tumor n-3 fatty acid enrichment and formaion of n-6 and n-3
PUFA-derived mediators.

(A): Tumor major fatty acids composition, total nt®tal n-3 and (B): n-6/ n3 ratio,
are indicated for WT and fat-1 transgenic mice &stevand black bars respectively
(mean £SE, P<0.05; *P<0.01 (Studentt test), n=8 per group). The nt6-n-3
ratio is given by (18:2n-6+ 22:4n-6+ 22:5n-6)/ (18:3n20:5n-3+ 22:5n-3+ 22:6n-3). C:
Quantification (ng/ mg of tumor) of different n-6na n-3-derived lipid mediators in
tumors of WT (n=4) and fat-1 transgenic mice (n=%)< 0.05; **P<0.01 (Student
test).
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Figure 4. Plasma n-3 fatty acid enrichment and tothlipid level. A: Plasma
major fatty acids composition, total-@®, total n3, and n6-to-n-3 ratio are
indicated for WT and fat-1 transgenic mice as whdtred gray bars, respectively
(mean £ SE). ND, not detecteB.. Plasma fatty acids ratios in WT and fat-1 mice.
C: Plasma total lipid level in WT and fat-1 animaResults are presented as a mean
+ SE. *P < 0.05; *P < 0.01 (Studertttest); n = 5 per group. The-&to-n-3 ratio

is given by (18:2n6+ 20:4n-6+ 22:4n-6+ 22:5n-6)/ (18:3n-3+ 20:5n-3+ 22:5n-3+ 22:6n-

3).
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Figure 5. Effects of DHA on viability of BC cells

The effect on cell viability of DHA in BT-474, SIBR-3 and EO0771 cells is assessed
and quantified by MTT assay. Cells are treated wislnious concentrations of DHA.
BT-474, SKBR-3 and EQ771 cells are seeded and cultured fori2496-well plates
at a density 3x FOcells per well and cultured in medium supplementeth 10%
FBS. After this period, the cells were washed twgeh PBS and the medium is
replaced with fresh medium with 0.5% FBS containiliHA at increasing
concentration (20-100 uM) for further 72 h. The rhen of viable cells exposed to
DHA is evaluated by a colorimetric  3-(4¢bmethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. Data rejerd the mean of eight values
and results are expressed as viability in comparisih controls (100%). *P<0.01
compared to control cells.
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Fig.6. DHA inhibits HER2/HER3 expression and subsequent ghaling

pathway in SK-BR-3, BT-474 and EO0771 cell lines.

SK-BR-3 (A) and BT474 (B) cells were treated with DHA at 40 and 80 M in
medium supplemented with 0.5% FBS for 24, 48 andh7Z0771 (C) cells were
treated with DHA at 40 and 80 M in medium supplemented with 0.5% FBS for 24
and 48 h. Heregulirg-1 (50ng/ ml) was added 1 h before harvest and &ssatere
immunoblotted as indicated for HER2, p-HER2, HERBHER3, Eeadherin, -

catenin, p-Akt, paSK3 , c-myc and -actin protein expression.
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