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Introduction générale

Introduction générale

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme dans les pays
occidentaux. Un quart des cancers qui apparaissent chez la femme sont des cancers
du sein. Environ 52000 nouveaux cancers du sein sont diagnostiqués chaque année
en France.

Le mode de vie et la nutrition sont reconnus pour influencer cette pathologie,
sans tenir compte des altérations au niveau génétique qui caractérisent la plupart
des cancers. De nombreuses études cliniques et précliniques se sont intéressées a
I'effet de divers facteurs nutritionnels sur la réponse des sujets atteints de cancer du
sein aux traitements. D’autres études plus fondamentales se sont focalisées sur les
mécanismes biologiques et moléculaires impliqués dans les effets des nutriments sur
le développement tumoral.

Les nutriments lipidiques peuvent intervenir dans la modulation des cancers
en interagissant avec leurs récepteurs cellulaires. Parmi ces récepteurs, le facteur
nucléaire Liver X Receptor (LXR), qui joue un réle central dans I'homéostasie
lipidique et glucidique dans plusieurs types cellulaires, semble avoir une fonction
essentielle dans ce sens. Les molécules interagissant avec LXR, qui sont surtout de
nature stérolique (dérivés oxydés du cholestérol), induisent une signalisation
cellulaire permettant a ce facteur d’activer ses génes cibles. Les genes cibles de
LXR apparaissent liés au transport inverse du cholestérol, qui permet le retour de ce
lipide des tissus périphériques vers le foie. LXR a été montré comme étant capable
de réguler I'expression des transporteurs ABC (ATP - Binding Cassette), notamment
ABCA1 et ABCGL, impliqués dans l'efflux du cholestérol, ainsi que I'apolipoprotéine

E (ApoE) qui peut servir d’accepteur de cholestérol dans le milieu.
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Des travaux récents ont montré que les agonistes de LXR inhibent la
prolifération cellulaire de différentes lignées cancéreuses in vitro.

De plus, certains isomeres conjugués de I'acide linoléique (CLA), dont le role
anti-tumoral est bien documenté, ont récemment été présentés comme activateurs
potentiels de LXR. Ces isoméres CLA sont des acides gras présents dans les
aliments d’origine animale comme la viande des ruminants ou certains produits
laitiers, et peuvent également étre générés sous l'action de la flore bactérienne
intestinale. lls se distinguent par la géométrie Cis (c) ou Trans (t), et par le
positionnement des doubles liaisons sur la chaine carbonée.

D’autre part, le microenvironnement des cellules tumorales est riche en
macrophages pouvant infiltrer la tumeur et moduler la croissance des cellules
cancéreuses. L’action principale de LXR dans les macrophages est de maintenir une
certaine homéostasie du cholestérol puisque le résultat de son activation est une
augmentation des transporteurs ABCA1 et ABCG1, ainsi que la sécrétion de I’ApoE
qui participe a I'efflux du cholestérol.

Les questions auxquelles nous avons essayé de répondre durant ce projet sont les
suivantes :

1) Est-ce qu’un effet inhibiteur de la prolifération tumorale par des agonistes de LXR
peut étre associé a une augmentation de I'efflux du cholestérol ?

2) Y a-t-il un isomére CLA capable d’activer le facteur LXR dans les cellules du
cancer du sein tout en inhibant leur prolifération ?

3) Est-ce qu’une activation de LXR dans le microenvironnement tumoral représenté
par les macrophages infiltrant, peut potentialiser I'effet inhibiteur du développement

tumoral ? Notamment par la sécrétion de I'’ApoE macrophagique ?

12
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Afin de répondre a ces différentes questions, nous avons réalisé dans un premier
temps une étude portant sur l'effet des agonistes naturels (oxystérols) et
synthétiques de LXR dans un modele de carcinome mammaire in vitro (cellules
MCF-7), en nous intéressant a la prolifération, de I'apoptose ainsi qu’a I'efflux du
cholestérol.

Dans une deuxiéme étude nous avons évalué l'effet de 3 isoméres de I'acide
gras CLA sur l'activation du facteur LXR et sur la prolifération des cellules MCF-7.

Enfin nous avons réalisé une troisieme étude portant sur le role de I'ApoE
macrophagique sécrétée sous l'influence de LXR dans I'inhibition de la prolifération
tumorale des cellules cancéreuses mammaires MCF-7.

Dans notre partie bibliographique nous rappellerons dans un premier temps
des notions et des généralités sur le cancer du sein. Ensuite nous présenterons le
réle de LXR dans le métabolisme lipidique ainsi qu’une synthése des connaissances
sur son effet dans diverses pathologies, notamment dans le cancer du sein. Nous
décrirons également les acides gras CLA et leurs effets sur la santé humaine et le
développement tumoral mammaire. Enfin, nous aborderons les effets des

macrophages dans le microenvironnement tumoral.
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1. Cancer du sein

1.1. Généralités

1.1.1. Structure du tissu mammaire

Le tissu mammaire est composé d’'une glande mammaire, des fibres et de la
graisse, et est parcouru par des vaisseaux sanguins et des vaisseaux lymphatiques.
Les compartiments de la glande mammaire sont constitués de lobules et de canaux.
Le rbéle des lobules est de produire le lait en période d’allaitement. Les canaux
transportent le lait vers le mamelon. La glande mammaire se développe et fonctionne
sous l'influence des hormones sexuelles fabriquées par les ovaires. Ces hormones
sont de deux types : 1) Les cestrogénes, qui permettent notamment le
développement des seins au moment de la puberté, stimulent les canaux en
deuxieme partie du cycle et jouent un réle important tout au long de la grossesse, et
2) la progestérone, qui joue notamment un role dans la différentiation des cellules du

sein.

clavicule -

s muscle grand pectoral

cote

graisse

muscle intercostal

aréole

—— mamelon

lobules

Figure 1. Structure du sein (source : INCa)
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1.1.2. Incidence et quelques chiffres

Le cancer du sein est une tumeur maligne de la glande mammaire, le plus
fréquent des cancers chez la femme. L’incidence enregistrée dans le monde en 2010
est de 1 643 000 nouveaux cas et 425 000 déces (Forouzanfar et al. 2011). Le taux
de cancers du sein survenus par an dans le monde en 2011 est de 99,7 pour
100 000 femmes, avec un taux de mortalité égale a 16,0 pour 100 000 femmes.

En France, le cancer du sein représente plus d’un tiers (34 %) de I'ensemble
des nouveaux cas de cancers féminins. Selon les données de I'Institut de Veille
Sanitaire (InVS) et de l'Institut national de la santé et de la recherche médicale
(Inserm), environ 53 000 nouveaux cas et 11 500 décés ont été estimés en 2011.
Alors que le nombre de nouveaux cas augmente, la mortalité liee a ce cancer
diminue depuis 2000 grace a 'amélioration et I'efficacité des traitements disponibles
ainsi que le dépistage organisé qui conduit a des diagnostics plus précoces. Les taux
de survie a 3 et a 5 ans apreés le diagnostic sont en moyenne de 90 % et 85 %. lls

diminuent cependant avec I'age et la sévérité du stade au moment du diagnostic.

1.1.3. Facteurs de risque

Malgré les progrés qui ont permis de mieux connaitre les mécanismes de
développement des cancers, les causes du cancer du sein ne sont actuellement pas
connues. Néanmoins, les études ont mis en évidence certains facteurs de risque qui
favorisent un cancer du sein. On distingue :

o les facteurs de risque internes (age, antécédents personnels,

antécédents familiaux, prédispositions génétiques, etc.).

16
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o les facteurs de risque externes, liés a I'environnement et aux modes et
conditions/habitudes de vie (I'exposition de I'organisme aux hormones, la

consommation du tabac, la consommation d’alcool, le surpoids, etc.).

L’age est un facteur important ; 3 cancers du sein sur 4 se déclarent apres 50
ans. La maladie est rare chez la femme de moins de 35 ans. Pour cette raison, les
programmes de dépistage organisé du cancer du sein ont été mis en place pour les
femmes de plus de 50 ans. De plus, il est connu que 20 a 30 % des cancers du sein
se manifestent chez des femmes présentant des antécédents familiaux (mére, sceur,
etc.). D’autre part certaines prédispositions génétiques peuvent étre la cause de 5 a
10 % des cancers du sein (Gage et al. 2012). Les principales mutations génétiques
affectent les génes Breast Cancer-1 et 2 (BRCAL, BRCA2) (Pasche 2010), qui
appartiennent a une classe de géenes suppresseurs de tumeurs, et exercent un réle
dans la réparation des dommages de 'ADN.

Les comportements et les habitudes de vie de l'individu peuvent également
avoir un impact sur I'apparition du cancer du sein. Le plus important est I'exposition
de l'organisme aux hormones sexuelles oestrogéniques, notamment au cours du
traitement hormonal substitutif de la ménopause prescrit pendant une longue durée
(> 10 ans) (Beral 2003). De nombreuses études ont également montré que la
consommation exagérée du tabac (Johnson et al. 2011) et de I'alcool (Boffetta et al.
2006), ainsi que le surpoids (Dirat et al. 2011), sont des facteurs qui augmentent le
risque et la fréquence de I'apparition d’'un cancer du sein.

Une relation entre un régime alimentaire riche en graisses et I'apparition d’'un

cancer du sein a également été montrée (Blackburn and Wang 2007).

17
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1.1.4. Les différents types de cancer du sein

Il existe différents types de cancer du sein. Les plus fréquents (95 %) se
développent a partir des cellules des canaux (cancer canalaire), et des cellules des
lobules (cancer lobulaire). On les appelle des adénocarcinomes, puisqu’ils se
développent a partir des cellules épithéliales (= carcinome) de la glande mammaire
(= adéno). Les adénocarcinomes canalaires sont plus fréquents que les
adénocarcinomes lobulaires. On distingue les cancers in situ et les cancers invasifs

ou infiltrants.

membrane
basale
e - o
. ' s ATk
8 = %
"'4 vv ';-'“, X .."t
L SOl 1y
cellules cancer canalaire cancer canalaire
normales in situ infiltrant

Figure 2. Cancers canalaires in situ et infiltrant (source : INCa)

On parle de cancer in situ lorsque les cellules cancéreuses se trouvent
uniguement a l'intérieur des canaux ou des lobules, sans que la tumeur ait infiltré le

tissu qui les entoure. D’autre part, on parle d’'un adénocarcinome infiltrant lorsque les

18
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cellules cancéreuses ont infiltré le tissu qui entoure les canaux et les lobules. Les
cancers infiltrants sont le plus souvent des cancers canalaires, alors que le cancer
lobulaire infiltrant est plus rare. Les cancers infiltrants peuvent se propager vers les

ganglions ou vers d’autres parties du corps.

1.1.5. Stades et grades d’un cancer du sein

Les médecins prennent en compte 3 critéres pour évaluer I'étendue d’un
cancer du sein : la taille et l'infiltration de la tumeur, I'atteinte ou non des ganglions
lymphatiques et la présence ou non de métastases. Ces 3 criteres permettent de
définir le stade du cancer selon la classification « TNM » de I'Union internationale
contre le cancer (UICC) et de 'American Joint Committee on Cancer (AJCC). TNM
signifie en anglais « Tumor, Nodes, Metastasis » soit « tumeur, ganglions,
métastases ». Cette classification décrit le degré d’envahissement de la tumeur et
des ganglions lymphatiques. En fonction des caractéristiques observées lors d’un
examen clinique réalisé avant tout traitement, et d’'un examen anatomopathologique
réalisé aprées la chirurgie, une annotation par lettre ou par chiffre est portée pour T, N

ouM:

o Tx (la tumeur ne peut pas étre évaluée), puis T1 a T4 pour la taille de la
tumeur ;
o Nx ('envahissement des ganglions ne peut pas étre évalué), puis N1 a

N3 pour le degré d’envahissement des ganglions ;
o Mx (renseignements insuffisants pour classer les métastases a

distance), MO et M1 pour la présence ou non de métastase a distance.
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Le stade des cancers du sein au moment du diagnostic est exprimé par un

chiffre romain allant de 0 a IV.

- Le stade 0 désigne les carcinomes du sein in situ. Les cellules cancéreuses
se trouvent uniquement a l'intérieur des canaux ou des lobules (T0), sans que la
tumeur ait franchi la membrane basale. Les ganglions lymphatiques ne sont pas
atteints (NO) et il n'y a pas de métastase a distance (MO). Il se distingue du
carcinome infiltrant par I'absence de franchissement de la membrane basale et
d'envahissement du tissu voisin

- Le stade | désigne les cancers du sein infiltrants dont le diameétre est inférieur
ou égal a 2 centimétres. La tumeur ne s’est pas étendue au-dela du sein (T1), il
s’agit d’'un cancer localisé. Les ganglions lymphatiques ne sont pas atteints (NO)
et il n'y a pas de métastase a distance (MO).

- Le stade Il désigne les cancers infiltrants dont le diameétre est compris entre 0
et 5 centimeétres et avec 1 a 3 ganglions envahis (N1), sans qu’il y ait de
métastases a distance.

- Le stade Il désigne les cancers infiltrants avec une importante atteinte
ganglionnaire, soit 4 a 9 ganglions envahis (N2) ou plus que 10 ganglions
axillaires envahis (N3), sans qu’il y ait de métastases a distance.

- Le stade IV désigne les cancers du sein qui présentent des métastases a
distance (généralement les os, les poumons ou les ganglions lymphatiques

éloignés du sein). On parle aussi de cancer du sein métastatique.

Les grades d’un cancer du sein donnent une idée quant a son agressivité. Un
examen anatomopathologique d’'un échantillon de tumeur permet d’évaluer et de
définir le grade d’'un cancer, et cela en évaluant trois paramétres morphologiques :

I'architecture tumorale, la forme et la taille du noyau et le nombre de cellules qui se
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divisent (activité mitotiqgue). Chacun de ces 3 criteres est évalué et une note allant de
1 a 3 lui est attribuée. La somme des notes obtenues pour chacun des trois critéeres

permet de classer un cancer d’'un grade | & lll. D’une maniére générale :

- Le grade | correspond aux tumeurs les moins agressives ;
- Le grade lll correspond aux tumeurs les plus agressives ;

- Legrade Il est un grade intermédiaire entre les grades 1 et 3.

1.1.6. Diagnostic

Un cancer de sein est le plus souvent diagnostiqué a quatre occasions :

o Lors de découverte des symptébmes par la patiente elle-méme.
o Lors d’une consultation de dépistage.

o Lors d’'une consultation habituelle chez le gynécologue.

o Lors de la surveillance d’un premier cancer du sein.

Un bilan diagnostique est effectué par le médecin spécialiste aprés un
examen physique des seins qui prend en compte les €léments suivants : la taille de
la tumeur, la mobilité de la tumeur, la localisation de la tumeur, I'aspect de la peau,
'augmentation de la taille de la tumeur, la palpation des ganglions. En fonction de
cet examen physique le médecin prescrit des examens complémentaires afin de
confirmer ou d’éliminer le diagnostic de cancer. Les examens complémentaires les

plus fréquents du bilan diagnostique du cancer du sein sont :

o Examen radiologique : La mammographie. Cet examen permet de
détecter des anomalies de petite taille, dont certaines seulement se révéleront

étre un cancer. Ces anomalies sont parfois détectées méme si I'examen
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clinigue est normal. La mammographie est complétée par une écographie
mammaire si besoin.

o Examen anatomopathologique (prélevements des cellules et des
tissus). Les examens cytopathologique et histopathologique sont réalisés afin
de donner des informations précises sur le type de cancer et ses
caractéristiques.

o Examens sanguins réalisés dans le but de doser certains marqueurs

tumoraux et donner des indications sur I'évolution de la maladie.

1.2. Les traitements du cancer du sein

Différents types de traitements du cancer du sein sont effectués seuls ou
associés entre eux. lls s'organisent autour de quatre approches complémentaires et
souvent associées : la chirurgie, la radiothérapie, I'hormonothérapie et la
chimiothérapie. lls sont adaptés en fonction de chaque situation et dépendent du
type du cancer, son stade, son grade ainsi que I'état de santé général de la patiente.
Nous définissons ci-dessous ces différents traitements avec une breve description

sans donner tous les détails médicaux.

1.2.1. La chirurgie

Elle est le plus souvent réalisée en premier et a pour objectif d’enlever les
tissus atteints par les cellules cancéreuses. Elle est parfois précédée d’'un traitement
médical, dit alors « néoadujvant » (une chimiothérapie ou une hormonothérapie) qui

peut permettre de réduire la taille de la tumeur afin de faciliter I'intervention.
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Deux types de chirurgie peuvent étre pratiqués :

o La chirurgie conservatrice (ou tumorectomie), qui consiste a retirer
la totalité de la tumeur et une petite quantité des tissus qui I'entourent de
facon a conserver la plus grande partie du sein. Elle s'accompagne toujours
d’'une radiothérapie.

o La chirurgie non conservatrice (ou mastectomie), qui consiste a
retirer la totalité du sein y compris l'aréole et le mamelon. Dans ce cas,

différentes techniques de reconstruction du sein peuvent étre proposeées.

1.2.2. Laradiothérapie

Elle vise a compléter la chirurgie en réduisant la taille de la tumeur avant
'opération ou en détruisant d’éventuelles cellules cancéreuses encore présentes

dans les tissus, apres l'intervention.

Deux techniques sont utilisées :

. La radiothérapie externe est la plus utilisée, et consiste a émettre des
rayonnements ionisant en faisceau qui traversent la peau pour atteindre la
zone a traiter.

. La curiethérapie, qui consiste a insérer directement dans le sein a

'aide de petits tubes creux des substances radioactives qui délivrent un

rayonnement de faible énergie, limité a la zone traitée.
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1.2.3. La chimiothérapie

Il s’agit d’'un traitement a base de médicaments anticancéreux qui visent a
éliminer les cellules cancéreuses soit en les détruisant directement, soit en bloquant
leur multiplication. C’est un traitement général, qui agit dans I'ensemble du corps et
permet d’atteindre les cellules cancéreuses quelle que soit leur localisation dans le
corps. Les médicaments de chimiothérapie sont administrés le plus souvent par
perfusion, ou parfois par voie orale sous forme de comprimés. De nombreux
médicaments sont utilisés dans le traitement des cancers du sein comme la
doxorubicine (famille des antracyclines), le cyclophosphamide, le fluoro-uracile, le
méthotrexate et les taxanes. Malheureusement des effets secondaires sont associés
a ce type de traitement comme la chute des cheveux, les nausées, la baisse des
globules blancs et globules rouges et des plaquettes, les douleurs musculaires ou

articulaires, etc.

1.2.4. L’hormonothérapie

C’est un traitement du cancer du sein qui s’oppose a l'action des hormones
féminines (cestrogénes et progestérone) qui stimulent la croissance de certaines
tumeurs « hormonosensibles » porteuses de récepteurs hormonaux. En s’opposant a
ces hormones, I’hormonothérapie vise ainsi a empécher leur action stimulante sur les
cellules cancéreuses des cancers du sein hormonosensibles.

Il existe deux types de médicaments capables de ralentir ou bloquer l'action de ces

hormones :
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. Les anti-cestrogénes qui se fixent a la surface des cellules

cancéreuses pour bloquer les récepteurs aux cestrogenes.

. Les inhibiteurs de [I'aromatase empéchent Ila transformation

(aromatisation) des androgénes en cestrogénes chez la femme ménopausée.
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2. LXR et cancer du sein

2.1. Récepteurs nucléaires LXR

Les récepteurs nucléaires (NRs) forment une famille de 48 membres
régulateurs de la transcription génique qui contrdle ’homéostasie de plusieurs
processus biologiques comme le développement, la reproduction, la croissance
cellulaire, le métabolisme, 'immunité et I'inflammation. Ces NRs agissent en tant que
facteurs de transcription pour réguler I'expression génique en réponse a des ligands
lipophiles comme les stéroides, les hormones, les acides gras et les métabolites du
cholestérol. Ces composés se fixent directement sur le domaine de fixation de ligand
(« ligand-binding domain, LBD) des NRs pour induire le recrutement de différents
types de corégulateurs (co-activateurs ou co-répresseurs) afin de déterminer si un

NR donné activera ou réprimera la transcription des génes cibles.

2.1.1. LXRs : Généralités, expression, isoformes, structure

Les récepteurs nucléaires Liver X Receptors (LXRs) appartenant a la famille
des NRs, ont été découverts et isolés au milieu des années 1990 a partir d’'une
librairie de cDNA du foie de rat, et identifiecs comme des récepteurs nucléaires
orphelins puisque leurs ligands physiologiques n’étaient pas connus, d'ou leur
nom (LXR). lls existent sous 2 isoformes: LXRa (Willy et al. 1995), exprimé
majoritairement dans le foie, l'intestin, le tissu adipeux, les reins et les macrophages,

et LXRB (Song et al. 1994), qui est plus ubiquitaire (Repa and Mangelsdorf 2000).
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Ces récepteurs sont composés de 4 domaines indépendants (Lehmann et al.
1997; Souidi et al. 2004) : 1) un domaine N-terminal activateur (AF-1) qui permet le
recrutement des coactivateurs indépendants des ligands, 2) un domaine de fixation
de 'ADN (« DNA-binding domain » ; DBD) contenant 2 doigts de zinc, 3) un domaine
charniére sur lequel se fixe des co-répresseurs en I'absence de ligands, et 4) un
domaine C-terminal contenant le domaine hydrophobe de fixation de ligand (LBD)
ainsi que le domaine de transactivation (AF-2) permettant le recrutement des
coactivateurs. Il est intéressant de noter que les 2 récepteurs LXRa (447 aa) et LXRP
(460 aa) partagent une homologie structurale en acides aminés a 80 % dans les
domaines DBD et LBD (Moore et al. 2006).

Les récepteurs LXR appartiennent a la famille des facteurs de transcription
qui forment des hétérodiméres permissifs (pouvant étre activés par les ligands de
'un ou l'autre des partenaires) avec RXR (Retinoid X Receptor). Les hétérodiméres
se lient sur des zones spécifiques de 'ADN, appelées LXR Responsive Elements
(LXRE) pour réguler I'expression des génes correspondants. Ces zones LXRE se
composent de 2 répétitions de la séquence 5-AGGTCA-3' séparés par 1 ou 4

nucléotides (DR1 ou DR4).

corepressors

C
\ coactivators

ligand 4

::> transcription

| AGGTCA xxxx AGGTCA |

Figure 3. Mécanisme de la régulation transcriptionnelle médiée par I'hétérodimere LXR-RXR
(Baranowski 2008)
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2.1.2. Oxystérols : Agonistes naturels de LXR

Bien que les récepteurs LXRs aient été initialement découverts comme
« récepteurs orphelins », la recherche de ligands naturels a conduit a I'identification
de plusieurs oxystérols, qui sont des métabolites oxydés du cholestérol, comme des
agonistes naturels de LXR (Janowski et al. 1996). Il existe deux sources principales
d’oxystérols chez les mammiferes: 1) la production endogéne par les voies
enzymatiques et chimiques, 2) l'apport nutritionnel exogéne. Les principaux
métabolites oxydés du cholestérol qui ont montré une activité inductrice importante
de LXR sont: le 24(S)-hydroxycholestérol [24(S)-HC], présent dans le cerveau et
dans le plasma, le 22(R)-hydroxycholestérol [22(R)-HC] qui est un métabolite de la
biosynthese des hormones stéroides, le 24(S),25-epoxycholestérol [24(S),25-EC]
dans le foie, et le 27-hydroxycholestérol (27-HC) dans les macrophages et le plasma.
Il a été montré que ces oxystérols se fixent directement aux récepteurs LXRs avec
des valeurs de Ky entre 0,1 et 0,4 uM et qu’ils ont une affinité similaire a I'égard des
2 isoformes de LXR (Janowski et al. 1999). Cependant le cholestérol en soi n’est pas
un ligand de LXR. La démonstration ultime que les oxystérols sont les « vrais »
agonistes de LXR in vivo est apparue dans I'étude du groupe de Russell (Chen et al.
2007) qui a montré qu’une surexpression de I'enzyme catabolisant les oxystérols
(cholestérol sulfotransférase), inhibe la voie de LXR dans plusieurs lignées

cellulaires et dans des modeéles de souris in vivo.

2.1.3. Autres agonistes de LXR

D’autres dérivés du cholestérol ont été présentés comme des agonistes de

LXR comme le Follicular fluid-meiosis-activating sterol (FF-MAS) qui active le LXRa
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(Ruan et al. 1998), le desmostérol qui est un intermédiaire de la biosynthese du
cholestérol (Yang et al. 2006), ainsi que des stérols d’origine végétales comme le
sitostérol (Plat et al. 2005). Plusieurs autres ligands d’origines végétales ont été

identifiés comme activateurs de LXR (Viennois et al. 2012).

Des sociétés pharmaceutiques se sont intéressés a synthétiser des agonistes
synthétiqgues de LXR. Parmi lesquels on distingue le T0901317 et le GW3965 qui
sont des composés non stéroidiens, et sont les ligands les plus utilisés dans les
études expérimentales. Cependant des études ont montré que [utilisation
thérapeutique de ces composés chez ’'homme est impossible a cause de leurs effets
temporaires favorisant I'hypertriglycéridémie (Joseph et al. 2002; Bradley et al.

2007) (voir partie 2-2-5).

cholesterol /@;?5\/\( 27-hydroxycholesterol uo/ng\/\(
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22(R)-hydroxycholesterol Jct?g/\/\r 24(8),25-epoxycholesterol /Ctgjg\/\k
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Figure 4. Les principaux ligands naturels et synthétiques de LXR (Torocsik et al. 2009)
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2.2. R6le de LXR dans le métabolisme lipidique

Durant les deux derniéres décennies beaucoup de recherches se sont
focalisées sur l'identification des fonctions physiologiques des NRs. Le
développement des agonistes synthétiques des récepteurs LXRs ainsi que les
études sur les souris déficientes en LXR (LXR knock out ou LXR™) ont conduit & la
découverte de différentes voies de signalisation cibles ayant un effet direct sur des
fonctions physiologiques clés : 1) le métabolisme lipidique (acide gras et cholestérol),
2) I'homéostasie du glucose, 3) la stéroidogenese, et 4) limmunité. Ici nous
développons en détails le réle de LXR dans le métabolisme lipidique en nous
focalisant en particulier sur son réle dans le métabolisme du cholestérol.

Le cholestérol est un précurseur essentiel aux hormones stéroides
(progestérone, cestrogéne, testostérone, glucocorticoides et minéralocorticoides),
aux acides biliaires et a la vitamine D. Il est un constituant vital des membranes
cellulaires, modulant leur fluidité et perméabilité. Sa source principale étant la
biosynthése endogéne, il peut aussi avoir des sources alimentaires. L’homéostasie
du cholestérol impliqgue son mouvement entre les tissus périphériques et le foie qui
régule la biosynthése de novo du cholestérol, sa sécrétion dans le sang en
lipoprotéines de tres basse densité (VLDL : very low density lipoproteins) et sa
dégradation en acides biliaires. L’intestin quant a lui régule l'absorption du
cholestérol et son excrétion fécale.

Le récepteur nucléaire LXR est connu comme étant un « sensor » de I'excés
du cholestérol puisqu’il induit différents mécanismes de protection contre

I’accumulation cellulaire du cholestérol. L’action de LXR conduit a :
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o L’efflux du cholestérol, son transport vers le foie et I'excrétion biliaire ;
processus connu sous le nom de «transport inverse du cholestérol »
(RCT : reverse cholesterol transport),

o L’inhibition de [I'absorption intestinale du cholestérol en induisant
'expression des transporteurs ATP-binding cassette (ABC) G5 et ABCG8
(Repa et al. 2002) et en inhibant I'expression la protéine Niemann-Pick C1-like
1 (NPC1L1) qui est une protéine clé dans l'absorption intestinale du
cholestérol (Duval et al. 2006),

. L’inhibition de la synthése de novo du cholestérol, en régulant
notamment le clivage du facteur SREBP-2 (Peet et al. 1998),

o La synthése des acides biliaires notamment par I'activation de I'enzyme
cholestérol 7a-hydorxylase (CYP7Al) qui est une enzyme clé dans la

synthése des acides biliaires (Menke et al. 2002).

Nous développons ci-dessous l'effet de LXR sur le transport inverse du cholestérol
ainsi que sur la synthése de novo du cholestérol. Enfin nous évoquons le réle de

LXR dans la lipogenese.

2.2.1. Transport inverse du cholestérol

L'accumulation du cholestérol dans les macrophages de la paroi vasculaire est
considérée comme un éveénement primaire pour le développement de
I'athérosclérose, et par conséquent, I'élimination de I'excés du cholestérol a partir
de ces cellules est importante pour la prévention et / ou le traitement de maladies
cardiovasculaires conséquences de I'athérome. Le transport inverse du cholestérol

(RCT) est un processus par lequel le cholestérol accumulé est transporté des tissus
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périphériques vers le foie ou il sera dégradé en acides biliaires avant son élimination
dans les feces. L’efflux cellulaire du cholestérol, déclenché par les transporteurs
membranaires ATP-binding cassette (ABC) Al et ABCGL, est considéré comme
étant la premiére étape du RCT (voir partie 2-2-2). Le transport est assuré par les
lipoprotéines de haute densité (HDLs: high density lipoproteins) ou les
apolipoprotéines pauvres en lipide comme l'apoA-1 et 'ApoE. Pour jouer ce role,
LXR stimule I'expression de plusieurs genes participant a cet efflux, notamment les

transporteurs ABCA1 et ABCGL, ainsi que 'ApoE.
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Figure 5. Role de LXR dans le métabolisme et le transport du cholestérol
(Baranowski 2008)
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2.2.2. Transporteurs ABC (ABCA1 et ABCG1)

La famille des transporteurs Adenosine Triphosphate-Binding Cassette
comprend au moins 4 transporteurs impliqués dans I'efflux du cholestérol : ABCA1,
ABCG1, ABCG5 et ABCGS. lls modulent le métabolisme du cholestérol et des
lipoprotéines et ils sont responsables de la translocation des phospholipides, acides

biliaires et stérols chez les procaryotes et les eucaryotes.

L’ABCA1 régule le transport du cholestérol et des phospholipides a partir des
membranes cytoplasmiques vers les accepteurs pauvres en lipides comme les
apolipoprotéines (A,E) ainsi que les « pré B-HDL » discoidales pauvres en lipides. A
part son role dans le RCT, Il est donc responsable de la formation des HDLs
naissantes dans le foie et dans lintestin. Il a été montré qu’il est induit aprés une
activation pharmacologique de LXR avec I'agoniste T0901317 (Repa et al. 2000), et
plus tard les éléments de réponse LXRE ont été identifiés dans son gene (Costet et
al. 2000). Il est présent principalement dans les macrophages, les entérocytes et les
hépatocytes.

La mutation du géne ABCAL a été identifiée comme étant a l'origine de la
maladie de Tangier qui est une maladie génétique rare caractérisée par une
accumulation du cholestérol dans les tissus et les macrophages et une diminution
des HDLs, ce qui entraine le développement de maladies cardiovasculaires
prématurées (Brooks-Wilson et al. 1999). Les souris invalidées pour TABCA1 ont des
niveaux plasmatiques de cholestérol et phospholipides diminués avec une absence
des HDL dans le plasma (McNeish et al. 2000; Orso et al. 2000). D’autre part, les

souris transgéniques qui expriment 'ABCA1 humaine présentent une concentration
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de cholestérol plasmatique augmentée, liée a une augmentation du cholestérol dans

les HDLs d’origine hépatique et une augmentation du RCT (Vaisman et al. 2001).

Le transporteur ABCG1 est lui aussi induit par le récepteur LXR et une zone
LXRE a été identifié dans son promoteur (Kennedy et al. 2001; Sabol et al. 2005). ||
est fortement exprimé dans les macrophages, ainsi que dans d’autres tissus.
Contrairement a ABCA1 qui transporte le cholestérol vers les apolipoprotéines
pauvres en lipides, TABCG1 transporte le cholestérol vers les accepteurs HDLs

matures (Wang et al. 2004).

2.2.3. Apolipoprotéine E

L’ApoE est une autre cible activée par LXR suite a la présence des éléments
de réponse LXRE dans son gene (Laffitte et al. 2001). Cette apolipoprotéine est
présente en grandes quantités sur la surface des lipoprotéines comme les VLDL, les
chylomicrons et les HDL, et a une grande affinité pour les récepteurs des LDL. Elle
participe a la captation hépatique des lipoprotéines, chylomicrons résiduels, VLDL et
certaines HDL. Ce rdle a été confirmé par l'accumulation des VLDLs et IDLs
(Intermediate Density Lipoproteins) plasmatiques chez les souris invalidées pour
'ApoE (Plump et al. 1992; Zhang et al. 1992).

De plus, il a été décrit que I'ApoE joue un réle dans le RCT. Les HDLs des
souris invalidées pour '’ApoE ont une faible capacité a faire sortir le cholestérol des
macrophages (Basu et al. 1982; Hayek et al. 1994). D’'une maniére intéressante il a
eté montré qu'elle peut également servir comme accepteur extracellulaire du

cholestérol pompé par TABCA1 (Wouters et al. 2005), en formant un complexe avec
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ce transporteur de la méme fagon que I'apoA-1 en induisant la lipidation de I'’ApoE

par microsolubilisation de la membrane (Krimbou et al. 2004).

Ainsi LXR stimule le RCT pas seulement en induisant I'expression des
transporteurs membranaires ABCA1l et ABCG1, mais aussi en augmentant la

disponibilité des accepteurs extracellulaires du cholestérol comme 'ApoE.

2.2.4. Synthése du cholestérol

Le contenu cellulaire en cholestérol dépend de I'équilibre entre 3 processus :
1) la synthese intracellulaire, 2) la captation par les lipoprotéines plasmatiques,
surtout les LDLs, et 3) l'efflux de la cellule vers les lipoprotéines plasmatiques,
principalement les HDLs. La synthése du cholestérol est régulée d'une fagon a
maintenir un contenu constant en cholestérol et par conséquent elle s’adapte aux 2
autres processus. En raison de I'effet considérable des agonistes du récepteur LXR
sur l'efflux du cholestérol de la cellule, il a été essentiel d’étudier I'effet sur la
biosynthése de novo qui est susceptible a s’adapter a des tels changements au

niveau de la concentration en cholestérol.

Le facteur de transcription SREBP-2 (sterol regulatory element binding
protein-2) est un précurseur qui réside dans le réticulum endoplasmique sous sa
forme inactive. Aprés son activation il est clivé pour regagner le noyau et stimuler
'expression des enzymes participant a la biosynthése du cholestérol dans le foie
comme la 3-hydroxy-3-methylglutarylcoenzyme A (HMG-CoA) réductase et synthase,
la farnésylpyrophosphate synthase et la squaléne synthase. Il a été montré chez des
souris déficientes en LXRa que I'expression hépatique du facteur SREBP-2 ainsi que

ses genes cibles est augmentée (Peet et al. 1998). De plus, une autre étude montre
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que l'agoniste T0901317 réduit I'expression hépatique de I'enzyme HMG-CoA
réductase chez des souris wild-type (Schultz et al. 2000). Néanmoins il faut noter
que les agonistes naturels de LXR (les stérols) peuvent réguler la synthese du
cholestérol en inhibant le clivage du facteur SREBP-2 d’'une fagon indépendante de
LXR, ce qui suggére que l'inhibition de la synthese du cholestérol par LXR devrait
étre davantage étudiée. Etonnamment, une étude montre que les agonistes
synthétiques (T0901317 et GW3965), et pas les agonistes naturels (22(R)-HC et
24(S),25-EC), augmentent la synthése du cholestérol dans la lignée d’hépatome
HepG2, probablement en induisant une régulation compensatoire a lefflux du

cholestérol (Aravindhan et al. 2006).

Par conséquent une interprétation sur le role de LXR dans la synthese du
cholestérol est difficile, bien gu'il soit en général admis que l'effet des ligands de LXR

sur cette synthése joue un réle mineur dans I'hnoméostasie cellulaire du cholestérol

2.2.5. Lipogenese

En plus de son effet sur le métabolisme du cholestérol, un réle fondamental de
LXRa (et pas LXRB) dans l'activation de la lipogenése hépatique a été montré
(Joseph et al. 2002). Initialement, une étude a montré que le T0901317 augmente
nettement la contenu hépatique en triglycérides ainsi que leur concentration
plasmatique provoquant une stéatose hépatique sévere et une hypertriglycéridémie
chez les souris wild-type et pas les souris LXR” (Schultz et al. 2000). En effet LXR
induit 'expression des facteurs de transcription SREBP-1c et ChREBP (carbohydrate
response-element binding protein) responsables de I'activation des génes impliqués

dans la lipogenése comme la « fatty acid synthase » (FAS), la « stearoyl-CoA
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desaturase-1 » (SCD-1), et la « acetyl CoA carboxylase » (ACC). Ces enzymes
peuvent également étre directement activées par les agonistes synthétiques de LXR
d’'une fagon indépendante de SREBP-1c (Joseph et al. 2002; Wang et al. 2004;
Talukdar and Hillgartner 2006). Cet effet hypertriglycéridémiant limite 'utilisation des
agonistes synthétiques de LXR comme agents thérapeutiques.

La raison pour laquelle un sensor du cholestérol est capable d’activer la
biosynthése hépatique des acides gras n’est pas totalement claire, d’autant que cet
effet n’est pas observé dans d’autres tissus exprimant LXR. La possible explication
de ce phénoméne serait que l'activation hépatique de la lipogenése interviendrait

pour :

o La production des acides gras nécessaires a la conversion de I'excés
toxique du cholestérol libre en cholestérol — esters,
o La production des phospholipides nécessaires a la formation des HDL

afin de maintenir un taux approprié du cholestérol dans les cellules.

Il est toutefois intéressant de noter que les agonistes synthétiques de LXR
induisent la lipogenése d’une maniére beaucoup plus puissante que les oxystérols,
dont certains sont méme capable d’inhiber la maturation du précurseur inactif
SREBP-1 qui réside dans le réticulum endoplasmique, limitant ainsi I'effet de la voie

de lipogenese médiée par le facteur SREBP-1c (Radhakrishnan et al. 2007).
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2.3. R6le de LXR dans diverses pathologies

2.3.1. LXR et athérosclérose

Comme nous l'avons décrit ci-dessus, LXRs fonctionnent en tant que
«sensors » du cholestérol afin de réguler son homéostasie, en induisant le
processus du transport inverse du cholestérol. De plus, I'expression abondante de
LXRa chez les cellules macrophagiques présentes dans les lésions d’athérosclérose
humaines favorise I'hypothése d’un rbéle bénéfique des agonistes de LXRa contre le
développement de cette pathologie (Watanabe et al. 2005). Cette hypothese a été
confirmée dans plusieurs études sur des modéles murins d’athérosclérose, dont les
principaux modéles utilisés sont les souris ApoE™ et LDLR™ (LDL Receptor). En effet
il a été montré que I'agoniste non stéroidien GW3965 inhibe la formation des Iésions
d’athérosclérose d’environ 50 % chez ces 2 modeles de souris soumises a un régime
alimentaire riche en cholestérol (Joseph et al. 2002). Il a également été montré que
I'agoniste T0901317 exerce un effet athéroprotecteur plus important que le GW3965
chez les souris LDLR™, en inhibant de 71 % la formation des Iésions et en bloguant
le développement des lésions déja existantes (Terasaka et al. 2003; Levin et al.
2005). Dans ces études, les auteurs montrent que les agonistes de LXR stimulent
I'expression des transporteurs ABCA1 et ABCG1 dans les lésions d’athérosclérose
(modéle ApoE” et modéle LDLR™). Des expériences ultérieures se basant sur la
transplantation de la moelle osseuse avec des cellules souches hématopoiétiques
déficientes en LXRa/B fournissent des preuves supplémentaires quant au role
protecteur des récepteurs LXRs macrophagiques sur le développement de

I'athérosclérose (Tangirala et al. 2002).
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2.3.2. LXR et inflammation

Un autre mécanisme qui pourrait potentiellement contribuer a Il'action anti-
athérogéne des agonistes de LXR est leur effet inhibiteur sur la production
macrophagique des cytokines favorisant I'inflammation. En effet il a été montré que
les agonistes GW3965 et T0901317 inhibent la production de l'oxyde nitrique
synthase (NOS) inductible, de la cyclooxygénase-2 (COX-2) et de l'interleukine-6 (IL-
6) dans les macrophages stimulés par le lipopolysaccharide (Joseph et al. 2003).
Cette inhibition dépend a la fois LXRa et LXRB et est médiée par I'inhibition de la
signalisation du facteur nucléaire-kB (NF-kB). Plusieurs études ont discuté le role
anti-inflammatoire qu'exerce LXR dans diverses pathologies autre que
I'athérosclérose, comme la maladie d’Alzheimer (Morales et al. 2008; Sironi et al.
2008), linflammation pulmonaire (Birrell et al. 2007; Crisafulli et al. 2010) et la
polyarthrite rhumatoide (Park et al. 2010). Dans ces différentes pathologies les
études ont montré que les agonistes de LXR agissent au niveau transcriptionnel pour
inhiber I'expression des génes de diverses cytokines pro-inflammatoires. Cette
inhibition se produit suite a une SUMOylation de LXR, qui est un processus de
modification post-traductionnelle permettant a LXR de former des complexes avec
des co-répresseurs capables d’interagir avec le facteur de transcription NF-kB lui
empéchant ainsi de se fixer sur le promoteur de ses genes cibles pro-inflammatoires,

aboutissant a un échec de la transcription (Lee et al. 2009).

2.3.3. LXR et diabete

LXR régule 'homéostasie du glucose en inhibant les génes participant a la

néoglucogenese, notamment ceux codant pour des enzymes telles que la
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phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPK), la fructose-1,6-biphosphatase (F1-6B)
et la glucose-6-phosphatase (G6P). De plus, les agonistes de LXR stimulent dans le
tissu adipeux I'expression du géne codant pour la GLUT-4, qui est un transporteur
insulinodépendant du glucose, ce qui aboutit & une absorption et une utilisation plus
importante du glucose (Laffitte et al. 2003).

Plusieurs études ont montré que les agonistes de LXR réduisent la
concentration plasmatique du glucose et augmentent la sensibilité a l'insuline dans
différents modéles animaux de diabétes et d’insulinorésistance, en inhibant les
enzymes de la néoglucogenése, et surtout en augmentant la sensibilité a I'insuline
(Cao et al. 2003; Laffitte et al. 2003; Grefhorst et al. 2005; Commerford et al. 2007).

Le mécanisme exact par lequel les agonistes de LXR agissent pour inhiber les
enzymes de la néoglucogenése reste inconnu. Cependant, certaines de ces études
proposent que ce mécanisme puisse étre médié par la suppression de la voie des
glucocorticoides, en bloquant le récepteur aux glucocorticoides dans le foie et

empéchant ainsi la synthése du glucose (Stulnig et al. 2002; Liu et al. 2006).

2.3.4. LXR et cancer

Au cours des dernieres années, des effets anti-prolifératifs des agonistes de
LXR ont été observés in vitro et in vivo dans différents types de cancers tels que le
cancer de la prostate (Fukuchi et al. 2004; Chuu et al. 2006; Pommier et al. 2010), le
cancer de l'ovaire (Rough et al. 2010; Scoles et al. 2010), le cancer du colon (Sasso
et al. 2013), et le cancer du sein (Vedin et al. 2009; Chuu and Lin 2010). Ces études
ont montré que les agonistes de LXR inhibent la prolifération des cellules

cancéreuses en induisant un arrét du cycle cellulaire dans la phase Gy/G;. Cela est
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dd a la surexpression des protéines régulatrices p2l et p27 impliquées dans
I'inhibition des complexes CDK (cycline kinases-dépendantes) nécessaires a la
progression du cycle cellulaire, ou a l'inhibition de la voie de survie médiée par la
protéine kinase AKT. Certaines de ces études ont également révélé que des effets
pro-apoptotiqgues sont associés aux effets anti-prolifératifs, notamment en induisant
'expression des génes apoptotiques comme la caspase-3, p53 et BAX (B-cell

lymphoma associated X protein).
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Figure 6. Schéma de I'apoptose initiée par p53 (Gillham et al. 2007)
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Des études épidémiologiques ont réveélé qu’une hypercholestérolémie peut
favoriser le risque de développement de certains cancers comme le cancer de la
prostate (Bravi et al. 2006; Magura et al. 2008), alors qu’un traitement avec les
statines, inhibant la biosynthése de novo du cholestérol, est associé a une diminution
de ce risque (Shannon et al. 2005; Platz et al. 2006). Une relation entre I'inhibition de
la croissance tumorale et I'effet de LXR sur le métabolisme du cholestérol a
récemment été montrée dans le cancer de la prostate (Pommier et al. 2010), mais en
revanche il n’y a pas eu d’autres études qui ont été menées dans d’autres types de

cancer, notamment le cancer du sein, pour prouver cette relation.

2.4. LXR, cholestérol et cancer du sein

Des résultats intéressants montrent que LXRa est exprimé dans le tissu
mammaire sain ainsi que dans plusieurs lignées de carcinome mammaire (Vigushin
et al. 2004). Plusieurs équipes de recherche se sont intéressées par la suite I'effet
direct des agonistes de LXR sur la prolifération des cellules du cancer du sein.
L’activation de LXR inhibe d’'une fagon significative la croissance tumorale mammaire
dans des modeles in vitro, elle réduit fortement I'expression de certaines protéines
clés du cycle cellulaire (Skp2, cycline A2, cycline D1) et augmente I'expression de la
protéine apoptotique p53 (Vedin et al. 2009; Chuu and Lin 2010). Cette baisse de la
prolifération est indépendante de I'effet de LXR sur la biosynthése lipidique, puisque
I'inhibition d’un facteur clé de la lipogenése (SREBP-1c) ne supprime pas l'effet sur
la prolifération. De plus, il a été montré que lactivation de LXR supprime la
prolifération in vivo en inhibant la production des ocestrogénes, connus pour

promouvoir la croissance des cancers mammaires (Gong et al. 2007). D’'une maniére
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intéressante, il a été montré que la baisse de la prolifération observée est plus
prononcée dans des lignées cancéreuses mammaires exprimant le récepteur aux
cestrogénes (ER-positives) (MCF-7 ; T47D) que dans des lignées ER-négatives
(MDA-MB-231 ; SK-BR3), suggérant que ce récepteur, connu pour étre surexprimé
dans certains types de cancers mammaires, peut étre régulé pour favoriser I'effet
anti-prolifératif de LXR (Vedin et al. 2009).

Comme nous l'avons décrit ci-dessus, une relation a été montrée dans le
cancer de la prostate entre I'effet anti-prolifératif des agonistes de LXR et I'efflux
membranaire du cholestérol. En effet, les études concernées montrent que le
T0901317 ralentit la croissance et induit 'apoptose dans une lignée cellulaire du
cancer de la prostate (LNCaP) in vitro ou transplantée chez des souris nude, et ceci
en induisant I'expression du transporteur ABCA1 et en agissant sur la signalisation
des régions membranaire riches en lipides i.e. « lipid rafts » (Fukuchi et al. 2004;
Pommier et al. 2010). Les régions « lipid-rafts », riches en lipides et notamment en
cholestérol, sont connues comme étant bien développées dans les cellules
cancéreuses en général, et jouent un réle important dans la signalisation de survie
des cellules cancéreuses mammaires en particulier (Brown 2006; Irwin et al. 2011).
De plus, il a été montré que laltération dans la composition des « lipid-rafts »
entraine une induction du processus apoptotique (Haimovitz-Friedman et al. 1994;
von Haefen et al. 2002). Cependant, peu d’études se sont intéressées a l'effet de
'activation de LXR sur ces régions et notamment sur l'efflux membranaire du
cholestérol dans le cancer du sein.

La relation entre le taux anormal du cholestérol dans le plasma et l'incidence
du cancer du sein est restée pendant longtemps un sujet de controverse, puisque les

différentes études épidémiologiques qui ont été menées n’ont pas donné une idée
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assez claire pour répondre a cette question. Il est toutefois intéressant de noter que
des études récentes ont signalé une relation négative entre le taux du cholestérol
total dans le sérum et l'incidence du cancer du sein (Ha et al. 2009; Strohmaier et al.
2013). Certaines études montrent que des femmes ménopausées avec un surpoids
et un taux bas du HDL-cholestérol présentent un risque augmenté de développer un
cancer du sein (Furberg et al. 2007). Aussi, une autre étude menée en Corée du Sud
montre que des taux élevés du HDL-cholestérol sont associés a un risque réduit
d’apparition du cancer du sein chez les femmes pré-ménopausées (Kim et al. 2009).
D’autre part, la consommation alimentaire globalement riche en lipides a été montrée
comme un facteur augmentant l'incidence du cancer du sein (Ronco et al. 2010; Hu
et al. 2012). Des études réalisées in vivo ont également indiqué que l'augmentation
du taux plasmatique de cholestérol chez des souris soumises a un régime riche en
cholestérol est associée a une accélération du développement et de la croissance
des tumeurs mammaires (Llaverias et al. 2011; Alikhani et al. 2013). D’autre part, il a
été montré récemment que la privation du cholestérol par la méthyl-beta-
cyclodextrine dans les micro-domaines membranaires « lipid-rafts » chez les cellules
cancéreuses mammaires MCF-7 conduit & une inhibition de la signalisation de la
survie cellulaire et une activation de la voie pro-apoptotique (Tiwary et al. 2011).

Ces différentes études attirent I'attention sur le réle potentiel que peut jouer le
cholestérol dans le cancer du sein, avec a la fois des arguments de nature

epidémiologique et des mécanismes cellulaires probables.
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3. Acides linoléiques conjugués et
cancer du sein

3.1. Acides gras alimentaires et cancer

Les facteurs alimentaires et/ou leurs métabolites peuvent jouer un role a
chacune des étapes de la cancérogenese mammaire en agissant sur diverses cibles
biologiques par différents mécanismes. Les acides gras (AG) alimentaires
consommeés exercent un effet pendant la phase de promotion tumorale en jouant un
réle dans la signalisation de la mort ou de la survie cellulaire. Les différentes
expérimentations animales ainsi que des études épidémiologiques montrent qu’une
activité qui favorise le développement tumoral est attribuée a une alimentation riche
en AG oméga-6 (n-6) alors qu’une activité protectrice est associée a des régimes
riches en AG oméga-3 (n-3), qu’on trouve d’une fagon abondante dans les poissons
et les fruits de mer. D’autres études ont souligné le réle essentiel que peuvent jouer
les isomeéres conjugués de I'acide linoléique (CLA) dans le cancer du sein, et que
nous développons plus loin (voir partie 3.4.).

Dans les expérimentations animales, les AG n-3 sont apportés le plus souvent
dans le régime sous forme d’une supplémentation en huiles de poisson. Dans la
plupart des systemes expérimentaux utilisés, les huiles de poisson ont eu un effet
inhibiteur sur plusieurs paramétres du développement tumoral : diminution du taux
d’incidence, du nombre de tumeurs, allongement du délai d’apparition, et réduction
de la masse tumorale et aussi de leurs métastases. En effet, plusieurs études in vitro

et des études réalisées chez des animaux porteurs de tumeurs et supplémentés
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avec un régime alimentaire riche en AG polyinsaturés (AGPI) n-3 longue chaine, en
particulier I'acide eicosapentaénoique (EPA) et I'acide docosahexaénoique (DHA),
ont mis en évidence un ralentissement de la croissance tumorale, lié a une
augmentation de I'apoptose (Chamras et al. 2002; Serini et al. 2009; Blanckaert et al.
2010; Corsetto et al. 2011). Les mécanismes impliqués pourraient étre liés aux
conséquences de la péroxydation lipidique, ou a leur action modulatrice sur la
transcription de nombreux oncogenes (Bcl-2...), controlant ainsi la prolifération des
cellules cancéreuses par I'inhibition par exemple de certaines voies de survie comme
celle de la phosphatidylinositol-3-kinase (PI-3K) et la voie des MAP kinases (Sun et
al. 2011). Aussi, des études ont souligné la capacité des AGPI n-3 a influencer
'angiogenése et la vascularisation des tumeurs, et contribuer ainsi au contréle du
développement tumoral (Rose and Connolly 2000).

D’autre part, Les AGPI n-6 sont susceptibles d’induire des processus
inflammatoires par la voie métabolique des cyclooxygénases dont le substrat est
'acide arachidonique, synthétisé dans l'organisme a partir de I'acide linoléique. A
l'inverse, les AGPI n-3 a longue chaine joueraient le réle de compétiteur de I'acide
arachidonique pour la cyclooxygénase de type 2 (COX-2), inhibant ainsi le processus
d’'inflammation. Par ailleurs, il a été montré que les AGPI n-3 longue chaine inhibent
la transcription de genes impligués dans la production de cytokines
proinflammatoires (De Caterina and Massaro 2005). En outre, des études realisées
chez '’Homme montrent linteraction des AGPI oméga-3 longue chaine avec les
voies métaboliques de linflammation (Hall et al. 2007; Hedelin et al. 2007).
Certaines études épidémiologiques ne suggerent pas d’augmentation de risque de
cancer liee aux apports d’acides gras oméga-6, sauf dans le cas d’apport insuffisant

d’AG n-3 (Gerber et al. 2005). Dans le cas du cancer du sein, une étude cas-témoin

46



Partie Bibliographique

réalisée aux Etats-Unis a montré que les AGPI n-6 sont associés a un risque élevé
de cancer du sein, et qu’a l'inverse les AGPI n-3 peuvent avoir un effet protecteur
(Bagga et al. 2002). Aussi, une plus récente étude de cohorte réalisée en Chine
montre que les femmes ayant un faible apport en AGPI n-3 et une plus forte
consommation en AGPI n-6, ont un risque plus élevée de développer un cancer du
sein que les femmes avec une plus grande consommation d'AGPI n-3 et faible
consommation d’AGPI n-6 (Murff et al. 2011).

L’alimentation lipidique pourrait contribuer a la mise en place de I'obésité, qui
est un facteur de risque pour de nombreux cancers et qui est associée a diverses
modifications hormonales chez ’'Homme. Des études in vitro et in vivo chez I'animal
(Renehan et al. 2006), et sur des tumeurs mammaires humaines (Jarde et al. 2008),
suggerent que des dérégulations hormonales liées a I'obésité favorisent le processus
de cancérogenese et notamment la prolifération des cellules.

D’autres types d’études que nous ne développons pas ici, montrent également
l'interaction de certains facteurs nutritionnels avec des fonctions propres a l'individu
(polymorphismes génétiques, microbiote colique, statut ménopausique) ou avec

I'exposition a des facteurs cancérogenes (tabac).
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3.2. Acides linoléigues conjugués (CLA)

3.2.1. Généralités : Définition, isomeéres, structure

Les isoméres conjugués de I'acide linoléique, communément appelés acides
linoléiques conjugués ou CLA (pour « conjugated linoleic acids »), font référence a
un groupe d’acides gras polyinsaturés existant sous forme d’isomeéres de l'acide
octadécadiénoique (18 carbones et 2 doubles liaisons, C18 :2) et se distinguant par
le positionnement et la géométrie de leurs 2 doubles liaisons sur la chaine carbonée.
Les 2 doubles liaisons « conjugués », séparées par une seule simple liaison et non
pas un groupe méthylene comme dans le cas de l'acide linoléique [C18:2 (9,12)],
sont présentes en configuration cis (c) ou trans (t).

Les CLA ont été découverts au milieu des années 80 par le groupe du Dr.
Michael Pariza a l'université de Wisconsin en étudiant les propriétés biologiques d’'un
composé dans la viande grillée du beoeuf sur la cancérogenése au niveau de la peau
des souris (Pariza and Hargraves 1985; Ha et al. 1987). Par la suite, les CLA ont été
identifiés comme des composés présents dans les fractions lipidiques de la viande et
des produits laitiers provenant des ruminants ou ils sont naturellement produits
comme des produits intermédiaires de la biohydrogénation de I'acide linoléique en
acide stéarique par la bactérie Butyrinvibrio fibrisolvens présente dans le rumen
(Kepler et al. 1966). L’'isomére majoritairement produit, le cis9, trans11-CLA, peut
eégalement étre synthétisé au niveau des tissus chez les rongeurs, 'homme et les
ruminants a partir de l'acide vaccénique (trans1l - C18 :1) suite a une désaturation
par 'enzyme A9 stéaroyl-CoA désaturase (Griinari et al. 2000; Santora et al. 2000;

Turpeinen et al. 2002).
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Figure 7. Biohydrogénation de I'acide linoléique en acide stéarique par Butyrinvibrio fibrisolvens
(Ogawa et al. 2005)

Il existe 28 isoméres CLA qui ont été découverts dont le cis9, trans11 (c9,t11-
CLA), appelé aussi « acide ruménique » qui représente a lui seul plus de 80 % des
CLA présents dans les aliments, et lisomére trans10, cis12 (t10,c12-CLA) qui
représente moins de 10 %. D’autres isoméres plus minoritaires existent comme le
c9,c11-CLA, le t9,t11-CLA, le c10,c12-CLA, le t10,t12-CLA, le t11,t13-CLA, et le
c11,c13-CLA. La plupart des études ont utilisé un mélange ou les isomeres ¢9,t11-
CLA et t10,c12-CLA ont été les plus abondants. La purification et la
commercialisation des différents isoméres ont permis d’étudier leurs effets

biologiques sépareés sur la santé humaine.
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Figure 8. Structure de I'acide linoléique et des deux isoméres CLA majoritaires
(c9,t11 et t10,c12) (Mooney et al. 2012)

3.2.2. CLA dans les aliments

Le tableau | ci-dessous présente les teneurs en CLA de quelques aliments
couramment consommeés par 'homme. La source alimentaire naturelle la plus riche
en CLA est la matiére grasse des produits laitiers, ou l'isomére majoritairement
représenté est le c9,t11-CLA (Parodi 1997). La plupart des produits laitiers
contiennent entre 3,5 et 6 milligrammes de CLA par gramme de matiere grasse.

La deuxieme source des CLA est la viande de ruminants qui en contient au
moins trois fois plus que la viande des non ruminants (Ip et al. 1991). Cependant il
faut souligner que le contenu en CLA dans les aliments est variable en fonction de la
saison et de ce que consomment les ruminants, ainsi que de leur race et leur age
(Dhiman et al. 2005). D’autre part, comme nous I'avons mentionné dans la partie
précédente, il existe chez ’'homme une synthése endogéne du c9,t11-CLA a partir de

'acide trans-vaccénique (t11-C18:1), qui compléte les apports exogenes
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(alimentaires) de CLA (Turpeinen et al. 2002). Cependant, au contraire des
ruminants, la production des CLA chez 'homme a partir de I'acide linoléique n’existe
pas. En effet, une étude a montré qu’'une supplémentation pendant 6 semaines de
16 g / jour d’acide linoléique a partir de I'huile de carthame ne fait pas varier la
concentration plasmatique en CLA (Herbel et al. 1998). La quantité des CLA dans le
tissu adipeux chez 'homme est directement liée a la matiére grasse des produits
laitiers consommes.

Il est estimé que la consommation quotidienne des CLA chez 'lhomme dans la
plupart des pays est en moyenne 200 mg (Ritzenthaler et al. 2001), et les
concentrations dans le sérum sont entre 10 et 70 umol / L (Mougios et al. 2001;

Petridou et al. 2003).

Aliment CLAMME  CLATGLAS
Lait de vache 0,55 82
Lait concentré 0,7 82

Yaourt 017 -0.,48 82

Fromage 0,29 -0,71 80-95
Créme 0,38 g8
Beurre 0,47 88
Glace 0,36 86
Ghee 25-28 nd
Beeuf 0,29-0,43 85

Agneau 0,56 a2
Veau 0,27 84

Porc 0,06 a2

Poulet 0.09 84

Dindon 0,25 76

CEuf 0,06 82
0,05

Fruits de mer 0,05 nd

Poisson 001 -0,07 nd

Tableau 1. Concentration en CLA et proportion d’isomére c9,t11-CLA

dans la matiére grasse (*MG) de divers aliments.
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3.3. Effets des CLA sur la santé / R6le dans diverses pathologies

Alors que des effets bénéfiques ont été attribués pour des isoméres CLA dans
plusieurs pathologies comme le cancer, I'obésité et les maladies cardiovasculaires,
d’autres effets délétéres ont été également décrits pour d’autres isoméres dans
certains cas comme le diabéte. Nous décrivons dans cette partie les principaux

résultats obtenus par différentes études sur les CLA.

3.3.1. CLA et obésité

Les recherches faites sur les CLA ont montré qu’ils ont des effets protecteurs
et bénéfiques contre I'obésité. Des études sur des modéles d’animaux obéses ainsi
que certaines études chez 'homme, ont montré qu’ils sont capables de réduire
'accumulation de la graisse dans les tissus, ou I'adiposité. Park et ses collegues ont
été les premiers a montrer qu’une supplémentation de 0,5 % d’'un mix CLA (c9,t11-
CLA et t10,c12-CLA) diminue fortement la masse grasse chez les souris (Park et al.
1997). Aussi, il a été montré qu’une supplémentation nutritionnelle de 1- 1,5 % d’un
mix CLA pendant 3 a 4 semaines fait baisser le poids corporel et la masse du tissu
adipeux blanc chez les souris C57BL/6J (Poirier et al. 2005), ainsi que dans les
modeles de souris obéses (House et al. 2005; Wendel et al. 2008). Ces différentes
études montrent que l'isomére t10,c12-CLA est plus efficace contre I'adipogenése
que le c9,t11-CLA.

D’autre part, les études réalisées chez 'homme donnent des résultats
controversés. Par exemple, alors qu’'une étude montre qu’une supplémentation de 3

- 4 g par jour d’'un mix CLA chez des sujets obéses ou ayant un surpoids fait baisser
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leur masse grasse et augmenter leur masse maigre (Gaullier et al. 2007), une autre
étude ne montre aucun effet d’'une telle supplémentation (Nazare et al. 2007). Ces
résultats contradictoires trouvés peuvent s’expliquer par une différence dans la
nature des isomeres CLA utilisés, la dose et la durée du traitement, et par le statut
des individus concernés (sexe, poids, age, état métabolique...).

La majeure différence entre les études faites chez les souris et celles chez
’'homme est la dose de CLA administrée par rapport au poids corporel. En se basant
sur ces études, on constate que ’homme recoit environ 0,05 g CLA / kg, alors que la
souris recoit 1,07 g / kg, ce qui correspond a une dose 20 fois supérieure a la dose
administrée chez ’lhomme par rapport a son poids. Méme s’il est impossible d’utiliser
les doses optimales équivalentes a celles utilisées chez [I'animal, une
supplémentation avec des doses plus élevées chez ’lhomme semble nécessaire. En
effet, des compléments alimentaires de CLA (mix c9,t11 et t10,c12) pour favoriser la
perte du poids sont commercialisés aujourd’hui sous formes de capsules.

Les mécanismes potentiels responsables des propriétés anti-obésité des CLA
comprennent : 1) la diminution de l'apport énergétique en diminuant I'appétit, 2)
'augmentation de la dépense énergétique dans le tissu adipeux blanc, dans les
muscles et dans le foie, 3) linhibition de la lipogenése et I'adipogenése, 4)
'augmentation de la lipolyse, et 5) l'induction de I'apoptose des adipocytes (West et

al. 1998; Evans et al. 2000; Miner et al. 2001; Ohnuki et al. 2001; Kang et al. 2003).

3.3.2. CLA et maladies cardiovasculaires

Plusieurs études ont souligné les effets anti-athéromateux des CLA.

Initialement, il a été découvert qu’'un supplément alimentaire de 0,05 % chez les
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lapins empéche la formation des dépbts graisseux dans les artéres (Kritchevsky et
al. 2000) et qu’une dose 20 fois plus élevée de CLA entraine une régression de 30 %
des lésions d’athérome préexistantes (Kritchevsky et al. 2004). Des études
ultérieures sur des modéles animaux d’athérosclérose comme les souris ApoE"' ont
également démontré la régression induite par les CLA des lésions d’athérome
préexistantes (Toomey et al. 2006). Certaines de ces études ont révélé que le
traitement s’accompagne d’une diminution des concentrations sériques en
cholestérol total, en LDL-cholestérol et en triglycérides. Il semble d’aprés les
différents résultats obtenus que lisomére c9,t11-CLA est le plus efficace pour
empécher le développement de I'athérosclérose. Une étude réalisée chez ’homme
montre que les concentrations plasmatiques en triglycérides et en VLDL-cholestérol,
ont également diminué chez 51 patients soumis a une supplémentation en CLA de 3
g pendant 8 semaines (Noone et al. 2002).

Plusieurs mécanismes ont été évoqués pour expliquer leffet anti-
athéromateux des CLA. Il a été montré chez les hamsters que les CLA inhibent
I'expression de I'acylCoA:cholestérol acyltransférase (ACAT) intestinale, impliquée
dans l'estérification du cholestérol au niveau intestinal et hépatique (Thomas Yeung
et al. 2000). Par ailleurs, les isoméres c9,t11-CLA et t10,c12-CLA, utilisés
individuellement ou conjointement, inhibent I'agrégation plaquettaire induite par
I'acide arachidonique et le collagéne, en limitant la synthése du thromboxane A2
(TxA2) (facteur pro-agrégant), par blocage de la TxA2 synthétase (Truitt et al. 1999).
Cette propriété anti-agrégante limite la formation de thrombus sur les parois
vasculaires. De ce fait, en plus d'une action sur la formation de I'athérome, les CLA
pourraient avoir un intérét dans la prévention de la thrombose qui représente le

facteur déclenchant de l'accident cardiovasculaire.
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3.3.3. CLA et réponse immunitaire

Plusieurs études ont montré que les CLA stimulent les fonctions immunitaires
participant aux réactions de défense contre les agents pathogénes et les tumeurs.
Ces études signalent notamment que les CLA stimulent la prolifération et I'activité
cytotoxique des lymphocytes, et amplifient les activités phagocytaires des
macrophages chez les porcs, les souris et les rats (Cook et al. 1993; Bassaganya-
Riera et al. 2001). De plus, il a été montré que lors d’'une supplémentation
alimentaire en CLA, la production d'immunoglobulines A, G et M est augmentée chez
ces mémes especes (Yamasaki et al. 2000; Kim and Chung 2003). Les deux
isomeres t10,c12-CLA et ¢9,t11-CLA sont impliqués dans ces différents processus :
le t10,c12-CLA stimule la synthése d’'immunoglobulines par les lymphocytes B,
particulierement celles de classes A et M, alors que le c9,t11-CLA active les
lymphocytes T (Yamasaki et al. 2003). D’autre part, une étude chez 'homme a
démontré qu’une supplémentation riche en t10,c12-CLA, permet d’augmenter
I'efficacité de la vaccination contre I'hépatite B (Albers et al. 2003).

L’action immunomodulatrice des CLA pourrait aussi avoir des applications
dans le traitement des maladies auto-immunes. En effet, il a été montré que les CLA
administrés par voie orale ou en application locale, sont capables de limiter les
processus allergiques de type |, en réduisant de maniére dose-dépendante la
production d’éicoisanoides (prostaglandines et leucotriénes) et d’histamine. (Sugano

et al. 1998).
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3.3.4. CLA, insulinorésistance et diabéte

La capacité des CLA a moduler la sensibilité a I'insuline est longtemps restée
un sujet de controverse. Les différentes études réalisées chez I'animal et chez
'hnomme suggérent que les effets des CLA sur la sensibilité a linsuline et le
métabolisme glucidique sont variables et dépendent de lisomére utilisé. Chez
'animal, plusieurs études ont montré que lisomere t10,c12-CLA provoque une
augmentation de linsulinémie et/ou une insulinorésistance (DelLany et al. 1999;
Tsuboyama-Kasaoka et al. 2000; Clement et al. 2002; Roche et al. 2002; Poirier et
al. 2006). Ces études montrent que I'effet du t10,c12-CLA est associé a une atrophie
du tissu adipeux compensée par une hypertrophie hépatique, ainsi qu’a des
réductions de la concentration de la leptine plasmatique responsable de modifier la
sensibilité a l'insuline (Kamohara et al. 1997). Toutefois, d’autres études observent
I'effet contraire pour I'isomére c9,t11-CLA qui a montré des effets bénéfiques dans
des modeles in vivo de diabéte (Moloney et al. 2007; Qin et al. 2009). Chez 'homme
une étude montre que I'administration de 3.4g/jour d’'isomére t10,c12-CLA pendant
12 semaines chez des sujets obeses atteints de syndrome métabolique, induit une
résistance a [linsuline qui s’accompagne d'une augmentation du ratio
proinsuline/insuline (Riserus et al. 2004). Les auteurs ont expliqué l'effet de cet
isomére CLA par une augmentation de la péroxydation lipidigue conduisant a un
stress oxydant qui altere la signalisation insulinique. En conclusion, et d’aprés ces
différentes études, des effets secondaires jouant sur [l'augmentation de

I'insulinorésistance seraient attribués pour l'isomeére t10,c12-CLA.
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3.3.5. CLA et cancérogenese

L’intérét pour les CLA a commencé quand en 1987 Ha et ses collegues ont
démontré qu'un apport de CLA est capable dinhiber [linitiation de tumeurs
épidermiques chimio-induites chez la souris, en application locale (Ha et al. 1987).
Puis en 1990, les mémes chercheurs ont mis en évidence I'action des CLA par voie
alimentaire sur des tumeurs chimio-induites de I'estomac chez la souris (Ha et al.
1990). Des dizaines d’études sont apparues par la suite prouvant I'efficacité des CLA
contre les tumeurs dans plusieurs modéles in vivo mais aussi dans différents types
de lignées cancéreuses humaines in vitro, comme le mélanome malin, le cancer
colorectal, le cancer du sein, 'adénocarcinome pulmonaire, la leucémie, le cancer de
la prostate, I'hnépatome, le glioblastome, et le cancer des ovaires (Schonberg and
Krokan 1995; Parodi 1999; Choi et al. 2002). Les résultats obtenus en testant les
différents isoméres suggérent qu’ils agissent par des mécanismes différents et ont
des activités biologiques différentes (Chujo et al. 2003), d’ou la nécessité de les
tester d’'une facon individuelle. Cependant il s’aveére que la plupart des études in vivo
ont utilisé des mélanges d’isoméres dans l'apport nutritionnel contenant les 2
isoméres majoritairement trouvés dans les aliments (c9,t11-CLA et t10,c12-CLA),
alors que celles portant sur les isoméres minoritaires restent rares. En effet,
plusieurs études in vitro montrent des effets distincts des différents isomeres en
fonction du type du cancer. Par exemple, alors qu'une étude montre que l'isomére
t10,c12-CLA est plus efficace que le c9,t11-CLA dans des lignées de cancer
mammaire (Ou et al. 2007), une autre étude montre que le t9,t11-CLA est le plus
puissant parmi plusieurs autres isomeéres testés sur une lignée de cancer du colon

(Beppu et al. 2006). Aussi, une autre étude sur une lignée humaine du cancer de la
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prostate montre que le c9,t11-CLA exerce un effet anti-prolifératif en agissant sur le
métabolisme de I'acide arachidonique, alors que le t10,c12-CLA exerce un effet
inhibiteur plus marqué en agissant sur le contréle du cycle cellulaire et la modulation

du processus apoptotique (Ochoa et al. 2004).

3.4. CLA et cancer du sein

Durant les 30 dernieres années, plusieurs études épidémiologiques se sont
intéressées a la relation entre les acides gras dans la matiére grasse alimentaire
consommeée et le risque de développement du cancer du sein. Ces études se
focalisaient sur les acides gras oméga-3 qui ont montré un rble protecteur contre
cette pathologie, en particulier l'acide eicosapentaénoique (EPA) et I'acide
docosahexaénoique (DHA) (Serini et al. 2009). Depuis la découverte et
I'identification des acides gras CLA et leur effet sur la cancérogenese, l'intérét pour
étudier leur réle sur le cancer du sein est augmenté et leur effet bénéfique sur des
modeles in vitro et in vivo a été mis en évidence. Toutefois les quelques études
épidémiologiques qui sont apparues n'ont pas été déterminantes pour prouver cet
effet a I'échelle humaine, puisque les résultats obtenus restent controversés pour
diverses raisons.

Dans cette partie, nous développons dans un premier temps les principaux
résultats obtenus dans les modéles in vitro et in vivo et les potentiels mécanismes
d’action mis en jeu. Nous évoquons ensuite les résultats des études

epidémiologiques qui ont été meneées.
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3.4.1. Etudes in vitro

Des études sur les lignées cellulaires MCF-7 (ER+) et MDA-MB-231 (ER-)
ainsi que sur d’autres lignées moins utilisées comme la T47D, ont montré un effet
inhibiteur sur la croissance tumorale de divers isomeres CLA. Certaines de ces
etudes montrent que lI'isomére t10,c12-CLA est plus efficace que le ¢9,t11-CLA pour
inhiber la prolifération cellulaire des cellules MCF-7 en induisant I'arrét du cycle
cellulaire et I'activation des génes apoptotiques p53, p27 et p21 (Majumder et al.
2002; Kemp et al. 2003; Albright et al. 2005). D’'une maniére intéressante, dans une
autre étude sur les lignées MCF-7 et T47D, les auteurs ont comparé l'effet de 5
isoméres CLA différents et ont signalé que I'isomeére t9,t111-CLA est le plus efficace
dans l'inhibition de la croissance tumorale (De la Torre et al. 2005). Aussi, plusieurs
équipes ont montré que l'effet inhibiteur des isoméres CLA est plus marqué dans la
lignée MCF-7 (ER+) que la lignée MDA-MB-231 (ER-), et ont ainsi mis en évidence
I'implication de linhibition de la voie de signalisation des cestrogénes dans l'effet
exercé par les CLA (Durgam and Fernandes 1997; Tanmahasamut et al. 2004;
Wang et al. 2008). Il a également été montré qu’un effet pro-apoptotique plus
important est observé dans la lignée MCF-7 que la lignée MDA-MB-231, en inhibant
notamment les voies de survie des MAP kinases ou de PI3K/AKT, et en déclenchant
le processus d’apoptose médié par la mitochondrie (Miglietta et al. 2006; Bocca et al.
2010). D’autres études indiquent que l'effet inhibiteur est lié aux changements dans
la distribution de 'acide arachidonique dans les tissus ainsi qu’aux altérations dans le
profil des prostaglandines (Miller et al. 2001; Ma et al. 2002). De plus, il a été montré
qgue les isomeres c9,t11-CLA et t10,c12-CLA diminuent I'expression génique et

protéique du facteur d’angiogenése VEGF-A (vascular endothelial growth factor-A)
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dans les cellules MCF-7, avec une plus forte action pour lisomére t10,c12-CLA

(Wang et al. 2005).

3.4.2. Etudes in vivo

Des études réalisées dans des modeles in vivo chez les rongeurs confirment
le réle protecteur observé in vitro par les isomeres CLA contre le cancer du sein, et
soulignent un effet anti-tumoral d’une supplémentation alimentaire avec un mélange
du c9,t11-CLA et t10,c12-CLA. Il a été montré que des rates soumises a un régime
alimentaire supplémenté avec 0,5 %, 1 %, 1.5 % ou 2 % de CLA, 2 semaines avant
'administration de I'agent carcinogene, voient le taux de CLA dans le tissu adipeux
mammaire augmenté entrainant par la suite une baisse importante dans la formation
des tumeurs une fois I'agent carcinogéne administré. Certaines de ces études
montrent que l'action protectrice des CLA entraine une réduction de la ramification
épithéliale de la glande mammaire et une augmentation du nombre de cellules
quiescentes, alors que d’autres études montrent une augmentation de la sensibilité
des cellules épithéliales a I'apoptose et a l'inhibition de la vascularisation tumorale
par inhibition de I'angiogenése (Thompson et al. 1997; Ip et al. 2000; Masso-Welch
et al. 2002; Lavillonniere et al. 2003). L’inhibition induite chez les rates par I'isomére
c9,t11-CLA est de niveau identique a celle du mélange d’isomeéres. Dailleurs,
'isomére c9,t11-CLA résultant de la conversion endogéne de l'acide vaccénique
(trans-11 18:1) a été également efficace contre I'apparition des tumeurs mammaires
(Banni et al. 2001; Corl et al. 2003; Lock et al. 2004). D’autre part, il a été montré que
dans un systéme de tumeurs greffées chez la souris, les deux isoméres c9,t11-CLA

et t10,c12-CLA inhibent également la croissance tumorale, a la fois sur I'implant
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primaire et sur les métastases pulmonaires (Visonneau et al. 1997; Hubbard et al.

2003).

3.4.3. Etudes clinigues

Peu d’études épidémiologiques ont examiné la relation entre I'apport
alimentaire en CLA et sa concentration tissulaire avec l'incidence du cancer du sein.
Malheureusement, ces études ont donné des résultats beaucoup moins probants
que les expériences sur les animaux, puisque les résultats obtenus restent
controversés et parfois contradictoires. Par exemple, alors qu’une étude cas-témoin
réalisée en Finlande avait mis en évidence un effet protecteur des CLA contenus
dans les produits laitiers contre le cancer du sein chez les femmes post-
ménopausées (Aro et al. 2000), d’autres études pronostiques, réalisées aux Pays-
Bas (Voorrips et al. 2002), aux Etats-Unis (McCann et al. 2004) et en Suéde
(Larsson et al. 2009), n‘ont pas trouvé de lien entre lingestion de CLA et le
développement du cancer du sein. Ces études se sont basées sur des
guestionnaires et des entretiens avec les patientes permettant I'estimation des
apports alimentaires en CLA. Aussi, dans une étude cas-témoins et une étude de
cohorte, réalisées par la méme équipe en France, les chercheurs ont mesuré le taux
de CLA dans un fragment biopsique de tissu adipeux mammaire (en moyenne 0,44
% de I'ensemble des acides gras dans le tissu adipeux), et I'ont utilisé comme un
biomarqueur des apports alimentaires en CLA (Chajes et al. 2002; Chajes et al.
2003). Les auteurs n’ont pas trouvé une association significative entre les CLA du
tissu adipeux et le risque de cancer du sein. D’autre part, une faible association

négative a été montrée entre la consommation des produits laitiers (riche en CLA) et
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le risque de cancer du sein dans des études sur les habitudes alimentaires réalisées
dans divers pays comme la Chine (Dai et al. 2002) , le Japon (Hirose et al. 2003) et
les Etats-Unis (Shannon et al. 2003).

Le taux moyen dans le tissu adipeux chez 'homme est a peine plus élevé que
celui observé chez un rongeur non supplémenté, et beaucoup plus bas (plus de 10
fois) que le taux présent chez le rongeur recevant une supplémentation de 1 % en
CLA. Or si les effets inhibiteurs de la promotion tumorale s’observent dés 0,1 % de
CLA dans le régime alimentaire, ils dépendent linéairement de la dose apportée
jusqu’a 1 % (en poids) de la diete. Le faible nombre d’études épidémiologiques
menées pour étudier I'effet des CLA sur le risque du cancer du sein est en grande
partie lié a la difficulté d’obtenir des estimations précises de I'apport alimentaire en
CLA. Les épidémiologistes expliquent que le faible taux de CLA disponibles dans
I'alimentation humaine ne serait pas suffisant pour qu’un effet bénéfique puisse étre
observé, et proposent que ces molécules pourraient étre actives, mais a des
concentrations bien supérieures a celles apportées dans I'alimentation. Pour toutes
ces raisons, il semble qu’ une modélisation de cancérogenése mammaire dans une
espéce animale de taille intermédiaire entre le rongeur et ’'Homme est nécessaire.
Dans cette perspective, I'utilisation d’animaux domestiques agés, connus pour
développer spontanément des tumeurs mammaires, pourrait étre considérée pour

réaliser une intervention nutritionnelle ciblée sur les CLA a doses élevées.
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4. Macrophages et Microenvironnement
Tumoral

4.1. Le microenvironnement des tumeurs

La cellule cancéreuse interagit avec son voisinage en recevant des signaux
sous forme de cytokines et chimiokines, provenant des éléments qui composent
'environnement tumoral. La réponse a ces signaux peut se traduire en régulant la
réponse immunitaire, 'homéostasie des voies métaboliques, I'expression génique

ainsi que les processus de survie et de mort cellulaire.

4.1.1. Composants du microenvironnement tumoral

L’environnement tumoral est composé de différents types cellulaires : les
cellules de la matrice extracellulaire (MEC), les fibroblastes, les cellules
endothéliales, et les cellules inflammatoires (macrophages, neutrophiles, mastocytes
et leucocytes). Il est connu que des signaux inflammatoires sont retrouvés dans le
microenvironnement des tumeurs, et qu’ils sont impliqués dans [linitiation et le
développement tumoral dans plusieurs types de cancers (sein, foie, colorectal)
(Balkwill et al. 2005). Ces signaux sont caractérisés par une surproduction de
chimiokines et de cytokines inflammatoires et une augmentation de I'angiogenése.
Ces processus favorisant le développement et la croissance tumorale sont assurés
par les composants et les cellules saines du microenvironnement qui entourent les

cellules cancéreuses (Pietras and Ostman 2010). Ainsi, le foyer tumoral est
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considéré comme un véritable micro-écosystéeme regroupant des cellules
cancéreuses et un tissu environnant (stroma) contenant des cellules immunitaires et
des fibroblastes. L'irrigation du foyer tumoral est assurée par des vaisseaux
sanguins. La MEC des lames basales et stromas assure une trame de soutien et
génere une tension mécanique. La localisation et le comportement des différentes
cellules sont régis par des interactions entre les cellules et leur environnement. Ces
interactions impliquent des protéines de la MEC, des récepteurs d’adhérence
exprimés a la surface cellulaire (intégrines, cadhérines), et des systemes
protéolytigues (MMPs). Tous ces partenaires contribuent ensemble a créer un

microenvironnement propice au développement tumoral.
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Figure 9. Le foyer tumoral (Leroy-Dudal et al. 2008)
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4.1.2. Les macrophages

Les macrophages font partie du systéme immunitaire inné et sont capables
avec d'autres cellules de ce systeme (les cellules Natural Killer (NK), les
neutrophiles, et les cellules dendritiques) de lyser un pathogéne ou une cellule
étrangere grace a des molécules solubles ou des récepteurs membranaires qui vont
entrainer la lyse de leur cible. Il s’agit de la premiére ligne de défense de 'organisme
avant limmunité adaptative qui apparait plus tardivement et comprend les
lymphocytes B producteurs d’anticorps et les lymphocytes T. Les macrophages
permettent donc de phagocyter les cellules qui ne sont plus considérées comme du
«non - soi» comme les cellules cancéreuses, et d’induire une réponse
inflammatoire qui permettra de recruter des monocytes et des lymphocytes T (LT).

Actuellement deux types de macrophages sont connus : les macrophages
« classiques » de type 1 (M1) caractérisés par une forte capacité a présenter les
antigenes et par la production des cytokines pro-inflammatoires (IL-12, IL-23, TNF-a,
INOS), et les macrophages de type 2 dits « alternatifs » (M2) qui eux ont une
capacité minime a présenter lantigéne et produisent des cytokines anti-

inflammatoires (IL-10, TGFp).

4.2. Macrophages et cancer

4.2.1. Reconnaissance des cellules tumorales par les macrophages

Les macrophages activés peuvent distinguer entre les cellules tumorigenes et

non tumorigénes, ce qui indique que les différences de composition de la membrane
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cellulaire peuvent étre responsables de cette reconnaissance spécifique des cellules
tumorales. Certaines études ont montré que la difference dans la quantité de
phosphatidylsérine dans le feuillet externe de la membrane des cellules tumorales et
des cellules non tumorigénes est l'un des facteurs responsables de la
reconnaissance cellulaire spécifique de la tumeur (Utsugi et al. 1991; Elnemr et al.
2000). En outre, certains carbohydrates présents sur les cellules tumorales sont
aussi reconnues par les macrophages, ce qui indiqgue que la glycosylation altérée
des molécules a la surface des cellules tumorales pourrait étre un autre mécanisme
de reconnaissance des cellules tumorales par les macrophages (Putz and Mannel

1995; Sakamaki et al. 1995).

4.2.2. Macrophages associés aux tumeurs (TAMS)

Au niveau de la tumeur, les macrophages infiltrant sont considérés originaires
d’'une population de phénotype M2 fournissant un microenvironnement
immunosuppresseur favorisant la croissance de la tumeur. En effet, certaines
molécules sécrétées par les cellules cancéreuses (comme le VEGF et le M-CSF),
contribuent a [I'expansion et [l'accumulation des cellules myéloides
immunosuppressives (MDSCs ; Myeloid-Dervied Suppressor Cells) ainsi que les
macrophages associés aux tumeurs (TAMs ; Tumor Associated Macrophages). Les
activités immunosuppressives des TAMs accélerent la croissance tumorale et
'angiogenése en produisant notamment des facteurs de croissance pro-tumoraux
(EGF, IL-6), des facteurs immunosuppresseurs (IL-10, TGFB), des facteurs

angiogéniques (VEGF, PDGF), des chimiokines (CCL17, CCL18, CCL22), des
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facteurs de dégradation de la MEC et des facteurs de remodelage (MMP), ce qui

inhibe la réponse immunitaire anti-tumorale (Huang et al. 2006; Solinas et al. 2009).
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Figure 10. R6le des macrophages associés aux tumeurs (TAM) dans la
promotion de la croissance tumorale (Hao et al. 2012)

Dans le cas du cancer du sein, les TAMs infiltrants sont associés a un
mauvais pronostic (Mukhtar et al. 2011), a un grade tumoral et vasculaire élevé (Lee

et al. 1997), ainsi qu’a une diminution de la survie (Campbell et al. 2011). Certains
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traitements contre les TAMs dans des modeles murins de cancer du sein ont montré
des résultats prometteurs comme le ciblage du CSF1 (Colony-stimulating factor-1)
par un anticorps bloquant (Paulus et al. 2006), ou le ciblage de la chimiokine CCL5

en bloguant son récepteur par un antagoniste (Robinson et al. 2003).

4.2.3. Macrophages et immunothérapie contre les cancers

Des cellules tumorales peuvent étre reconnues par le systéme immunitaire qui
contréle le développement de certaines tumeurs. L'immunothérapie anti-tumorale
consiste a stimuler cette immunité naturelle contre les cancers. L'utilisation de
cytokines recombinantes et d’anticorps monoclonaux a permis de démontrer
I'efficacité clinique de cette approche. Le traitement par les cytokines (IL-2, INFa)
permet de stimuler les lymphocytes T et les cellules NK. Ces traitements ont montré
des résultats prometteurs chez des patients présentant des tumeurs de stade peu
évolué (Tartour et al. 1996; Sabatino et al. 2009). D’autre part, le développement
d’anticorps monoclonaux dirigés contre les antigénes tumoraux a constitué une
avancée thérapeutique majeure dans I'immunothérapie des cancers chez 'homme.
Ces anticorps peuvent inhiber la croissance tumorale par une action directe sur les
cellules tumorales (inhibition de la prolifération, induction d’apoptose...), par une lyse
médiée par le complément, mais aussi par le recrutement de cellules effectrices
comme les cellules NK et les macrophages cytotoxiques vis-a-vis de la tumeur. Ainsi,
des anticorps contre Her2/neu (trastuzumab : herceptin), CD20 (rituximab

mabthera), le récepteur de 'EGF (cetuximab: erbitux) ou le VEGF (bévacizumab :

Avastin) ont démontré leur efficacité et sont prescrits dans un nombre croissant de
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tumeurs (cancers du sein, lymphomes, tumeurs du colon, cancers du rein, tumeurs

ORL, cancers du poumon) (Weiner et al. 2009).

4.2.4. Macrophages et thérapie génique contre les cancers

Au lieu de cibler les macrophages, une autre approche intéressante a été la
proposition d'utiliser les macrophages (ou leurs précurseurs monocytes) comme
vecteurs de thérapie génique. En effet, les macrophages s'accumulent
préférentiellement dans les zones hypoxiques de tumeurs, et peuvent donc s'avérer
un moyen efficace de délivrance de médicaments aux régions de la tumeur qui sont
difficiles a cibler par d'autres moyens et qui contiennent des cellules qui sont plus
résistantes aux chimiothérapies. Par exemple, une étude utilisant des macrophages
avec un vecteur qui transféere le gene CYP2B6 codant pour le cytochrome P4502B6,
montre que les macrophages infiltrants entrainent la mort des cellules tumorales
adjacentes en présence de cyclophosphamide (Griffiths et al. 2000). Aussi, une autre
étude dans un modéle murin de cancer de poumons, et utilisant des cellules
dendritiques (DC) avec un vecteur qui transfere le gene codant la chimiokine CCL21,
montre qu’elles permettent d’attirer plusieurs cellules immunitaires effectrices (NK,
LT, DC endogeénes...), contribuant considérablement a étendre la survie des
animaux (Yang et al. 2006). Enfin on peut citer une derniére étude qui a montré des
effets anti-tumoraux et anti-métastatigues des macrophages avec un vecteur qui
transfére le géne de I'lL-12 dans un modele in vivo de cancer de la prostate (Satoh et

al. 2003).
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Comme nous I'avons décrit dans la partie bibliographique, des travaux récents
suggerent que LXR pourrait étre impliqué dans la prolifération cellulaire et la
croissance des cancers, notamment le cancer du sein. Néanmoins, aucune étude n’a
montré une association entre I'effet inhibiteur sur la croissance tumorale et le réle de
LXR sur I'efflux du cholestérol. Nous nous basons sur I'hypothése que I'activation de
LXR pourrait conduire a priver les cellules cancéreuses des lipides indispensables a

leur croissance en stimulant I'efflux du cholestérol.

De plus, les acides gras CLA, présents dans les produits laitiers et la viande
des ruminants, sont bien documentés pour leur effet inhibiteur sur la croissance des
cancers du sein. D’'une maniére intéressante il a récemment été montré qu’un
isomere en particulier, le t9,t11-CLA, est capable d’activer LXR dans la lignée
macrophagique THP-1 (Ecker et al. 2009). Toutefois, l'effet de cet isomeére

minoritaire sur la prolifération tumorale a été trés peu étudié.

D’autre part, il est admis que le microenvironnement des cellules tumorales
module la croissance des cellules cancéreuses. Les macrophages infiltrant la tumeur
semblent jouer un rble essentiel dans ce sens. L’activation de LXR dans les
macrophages maintient une homéostasie du cholestérol puisque le résultat de son
activation est une augmentation des transporteurs ABCA1 et ABCGL1, ainsi que la
sécrétion de I'ApoE qui participe a lefflux du cholestérol. Il est tout a fait
envisageable qu’un effet direct sur la prolifération des cellules cancéreuses soit
potentialisé par l'action de I'ApoE (secrétée par les macrophages) sur lefflux

lipidique.

Les questions auxquelles nous avons voulu répondre durant ce projet sont les

suivantes :
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1) Est-ce qu’un effet inhibiteur de la prolifération tumorale par des
agonistes de LXR peut étre associé a une augmentation de lefflux du
cholestérol ?

2) Y a-t-il un isomere CLA capable d’activer le facteur LXR dans les
cellules du cancer du sein tout en inhibant leur prolifération ?

3) Est-ce qu’une activation de LXR dans le microenvironnement tumoral
représenté par les macrophages infiltrant, peut potentialiser I'effet inhibiteur du
développement tumoral ? Notamment par la sécrétion de [I'ApoE

macrophagique ?

Les objectifs fixés au début de la these étaient donc :

1) Etablir la capacité des agonistes naturels (oxystérols) et synthétiques
de LXR a inhiber la prolifération cellulaire sur une lignée cellulaire de
carcinome mammaire humain (MCF-7) et vérifier si cet effet inhibiteur est
associé a un efflux du cholestérol.

2) Evaluer l'effet des acides gras CLA sur l'activation du facteur LXR et
sur la prolifération des cellules MCF-7.

3) Evaluer I'effet de 'ApoE secrétée par les macrophages sous l'influence

de LXR sur la prolifération tumorale.
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1. Agonistes de LXR et cellules du
cancer du sein MCF-7 : Effet de |'efflux

du cholestérol

1.1. Introduction

Les nutriments lipidiques peuvent intervenir dans la modulation des cancers
en interagissant avec leurs récepteurs cellulaires. Parmi ces récepteurs on distingue
le récepteur Liver X Receptor (LXR) qui joue un réle central dans 'homéostasie
lipidigue et glucidique dans plusieurs types cellulaires aprés activation par ses
ligands naturels, les oxystérols. Les genes cibles de LXR apparaissent liés au
transport inverse du cholestérol, qui permet le retour de ce lipide des tissus
périphériques vers le foie. LXR a été montré comme étant capable de réguler
'expression des transporteurs membranaires ABC, notamment ABCA1 et ABCG1,
impliqués dans I'efflux cellulaire du cholestérol.

Comme nous l'avons développé dans la partie bibliographique, plusieurs
études ont souligné l'effet inhibiteur des agonistes de LXR sur la prolifération
cellulaire de différentes lignées cancéreuses, notamment le cancer du sein (Vedin et
al. 2009; Chuu and Lin 2010), en agissant sur I'expression de certaines protéines
clés du cycle cellulaire. Aussi, d’autres études montrent un réle primordial des
régions « lipid rafts » riches en cholestérol dans la survie des cellules tumorales
mammaires (Brown 2006; Irwin et al. 2011). En revanche, aucune étude n’a montré
une association entre l'effet inhibiteur de l'activation de LXR sur la croissance

tumorale et son réle sur I'efflux du cholestérol.
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En se basant sur les résultats déja décrits, et sachant que LXRa est exprimé
dans le tissu mammaire sain ainsi que dans plusieurs lignées de carcinome
mammaire (Vigushin et al. 2004), nous avons émis I'’hypothése que I'activation de
LXR pourrait conduire a priver les cellules cancéreuses des lipides indispensables a
leur croissance en stimulant I'efflux du cholestérol, inhibant ainsi leur prolifération.

Pour vérifier cette hypothése nous avons réalisé une étude portant sur I'effet
d’'un agoniste naturel [22(R)-HC] et synthétique (T0901317) de LXR dans un modéle
de carcinome mammaire in vitro (cellules MCF-7), en nous intéressant a I'étude de la
prolifération, de I'apoptose ainsi que I'efflux du cholestérol. Les résultats obtenus ont
permis de confirmer l'importance de la stimulation des voies médiées par LXR pour
inhiber la prolifération cellulaire et induire I'apoptose des cellules MCF7. De plus, nos
expériences d’efflux marquant les cellules MCF-7 par du cholestérol radioactif [°H]
nous ont également montré que I'activation de LXR par le T0901317 et le 22(R)-HC
augmente le taux d’efflux du cholestérol vers les High-Density Lipoproteins (HDL) via
le transporteur ABCGL1, diminuant ainsi le taux du cholestérol cellulaire et

membranaire observé en microscopie confocale apres marquage fluorescent.

Ces résultats sont présentés de maniére détaillée dans l'article qui suit, publié

dans le journal Anticancer Research en 2012.
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1.2. Publication 1

LXR agonists and ABCG1-dependent cholesterol efflux in MCF-7 breast cancer

cells: Relation to proliferation and apoptosis

Ali EL ROZ, Jean-Marie BARD, Jean-Michel HUVELIN and Hassan NAZIH

Anticancer Research 32(7): 3007-13 (2012)
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1.3. Discussion

Les résultats présentés dans cette publication démontrent que les agonistes
synthétiqgue (T0901317 20 pM) et naturel [22(R)-HC 2 pg/mL] de LXR peuvent
influencer la prolifération et 'apoptose de cellules MCF-7, lignée cellulaire de cancer
du sein. Nos résultats sont les premiers a montrer que ces effets sont liés a une
augmentation de l'efflux du cholestérol. L'effet anti-tumoral pourrait s’expliquer par
une privation des cellules de ce lipide indispensable a leur croissance, ce qui
déclenche leur mort.

En effet, nos expériences de mesure de la viabilité cellulaire par les tests MTT
se retrouvent en corrélation avec celles réalisées pour quantifier la mort cellulaire en
cytométrie de flux. Les résultats obtenus montrent que le traitement avec les 2
ligands diminue la prolifération des cellules MCF-7 de 35 % et 40 % (p < 0,001)
aprés 24 heures et 48 heures respectivement, et augmente d’'une maniére
significative (p < 0,001) le pourcentage des cellules mortes fixant le 7-AAD, un
fluorophore qui se fixe sur ’ADN des cellules mortes (Figure 1, publication 1). De
plus, nous montrons en PCR quantitative une induction de I'expression du géne pro-
apoptotigue BAX (p < 0,05) dans les cellules traitées et une inhibition de celle du
géne de survie Bcl-2 (Figure 2, publication 1). Nous avons ensuite évalué I'efflux du
cholestérol vers les High Density Lipoproteins (HDL) et 'apoA1, aprés marquage des
cellules MCF-7 par du cholestérol radiomarqué au tritium. Le calcul du pourcentage
d’efflux aprés comptage de la radioactivité dans les milieux de culture, montre qu’il
est nettement augmenté vers les HDL (p < 0,001), alors qu’aucun changement n’est
observé dans l'efflux vers 'apoA1 (Figure 3, publication 1). L’efflux du cholestérol par

la voie des HDL, qui est assuré par le transporteur ABCG1, est ensuite confirmé par
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des résultats obtenus en gPCR et en Western Blot montrant une augmentation de
I'expression de ce transporteur par les ligands de LXR, et une expression quasi nulle
du transporteur ABCA1 qui est impliqué dans lefflux vers I'apoA1 (Figure 4,
publication 1). L’'absence d’ABCA1 dans les cellules MCF-7 pourrait donc expliquer
pourquoi aucun changement sur I'efflux du cholestérol vers 'apoA1 n’a été observé.
Il faut toutefois signaler qu’'une étude a démontré une augmentation de I'expression
de TARNm d’ABCA1 aprés activation de LXR dans les cellules MCF-7, mais aucune
indication sur son expression protéique n’a été donnée par les auteurs (Vedin et al.
2009).

Comme nous I'avons décrit dans la premiére partie, les effets anti-prolifératifs
des agonistes de LXR observés in vitro et in vivo dans différents types de cancers,
ont été attribués a l'inhibition de certaines protéines clés du cycle cellulaire comme
les protéines Skp2, cycline A2 et cycline D1, ainsi qu’a l'induction des protéines
apoptotigues comme la caspase-3, p53 et BAX (Vedin et al. 2009; Chuu and Lin
2010; Rough et al. 2010). Ces observations sont en accord avec nos résultats
montrant une augmentation par les agonistes de LXR du ratio BAX/Bcl-2 en faveur
de I'apoptose.

Aussi, nos résultats sont cohérents avec ceux d’'une étude réalisée sur le
cancer de la prostate montrant que la stimulation de LXR par le T0901317 réduit la
tumeur chez les souris greffées en inhibant notamment la voie de survie AKT, et en
induisant le transport inverse du cholestérol permettant ainsi une baisse du contenu
de cholestérol dans les régions « lipid-rafts » (Pommier et al. 2010). Les régions
« lipid-rafts », riches en lipides et notamment en cholestérol, sont connues comme
étant bien développées dans les cellules cancéreuses en général, et jouent un réle

important dans la signalisation de survie des cellules cancéreuses mammaires en
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particulier (Brown 2006; Irwin et al. 2011). De plus, il a été montré que l'altération
dans la composition des « lipid-rafts » entraine une induction du processus
apoptotique (Haimovitz-Friedman et al. 1994; von Haefen et al. 2002). Dans notre
étude, bien que nous ne possédions pas les moyens techniques permettant de
quantifier l'effet sur les « lipids-rafts », nous attirons l'attention sur l'effet d’'une
déplétion membranaire du cholestérol observée en microscopie confocale, sur la
prolifération et 'apoptose des cellules cancéreuses. L'effet d’'une telle déplétion par
la méthyl-B-cyclodextrine sur la prolifération et 'apoptose des cellules MCF-7 a déja
été souligné par Tiwary et ses collegues, sans qu’ils ne montrent une implication du
facteur LXR dans ce processus (Tiwary et al. 2011).

Nos données soulévent la question du rbéle de LXR dans le métabolisme du
cholestérol dans le cancer du sein. Notre hypothése, qu’une privation du cholestérol
par une stimulation de son efflux médié par LXR puisse inhiber la survie cellulaire, a
été confirmée. L’étude approfondie du métabolisme du cholestérol dans le cancer
serait nécessaire afin de déterminer 'importance d’'un ciblage de cette voie en

thérapeutique.
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2. Effet du t9,t11-CLA sur la
prolifération des cellules MCF-7 :
Implication de LXR

2.1. Introduction

Les acides gras CLA sont présents dans certains aliments d’origine animale
comme les produits laitiers et la viande provenant des ruminants, et peuvent
également étre générés sous l'action de la flore bactérienne intestinale. Ils se
distinguent par la géométrie Cis (c) ou Trans (t), et par le positionnement des
doubles liaisons sur la chaine carbonée.

Comme nous I'avons décrit dans la partie bibliographique, le réle anti-tumoral
des CLA est bien documenté, notamment dans le cancer du sein. La plupart des
études sur les lignées cancéreuses mammaires in vitro ont testé les 2 isomeres
majoritairement  trouvés dans les aliments (c9,t11-CLA et t10,c12-CLA)
(Tanmahasamut et al. 2004; Albright et al. 2005), et les études faites dans des
modeles in vivo ont utilisé des mélanges de ces 2 isoméres dans I'apport nutritionnel
(Ip et al. 2000; Masso-Welch et al. 2002). Cependant, d’autres études montrent que
les isomeres CLA peuvent avoir des mécanismes d’action différents et exercer ainsi
des effets distincts sur la cancérogenése (Masso-Welch et al. 2004; Wang et al.
2005).

Curieusement, certaines rares études utilisant des isoméres CLA minoritaires
ont montré que le t9,t11-CLA est plus efficace parmi plusieurs autres isomeres testés

sur des lignées du cancer du sein (De la Torre et al. 2005) et du colon (Beppu et al.
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2006). D’une maniére intéressante, il a été montré que le t9,t11-CLA est capable
d’activer LXR dans la lignée macrophagique THP-1 et d’induire I'efflux du cholestérol
(Ecker et al. 2009).

En se basant sur ces résultats, nous avons voulu tester si 'isomére t9,t11-
CLA peut activer le récepteur LXR dans les cellules cancéreuses tout en ayant une
activité inhibitrice sur leur prolifération. Dans cette perspective, nous avons évalué
I'effet des isoméres CLA majoritaires (¢c9,t11-CLA et t10,c12-CLA) ainsi que I'isomére
t9,t11-CLA sur l'activation de LXR et sur la prolifération des cellules MCF-7. Les
résultats obtenus soulignent pour la premiére fois I'importance de la voie de LXR
dans l'activité anti-tumorale du t9,t11-CLA qui est apparu plus efficace que les 2
autres isomeres testés. Nos expériences de microscopie confocale utilisant un
marquage fluorescent du cholestérol, montrent que le t9,t11-CLA entraine une

baisse du taux du cholestérol cellulaire et membranaire.

Ces résultats sont détaillés dans la publication qui suit, parue dans la revue

Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids en 2013.
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2.2. Publication 2

The anti-proliferative and pro-apoptotic effects of the trans9,transll
conjugated linoleic acid isomer on MCF-7 breast cancer cells are associated
with LXR activation

Ali EL ROZ, Jean-Marie BARD, Jean-Michel HUVELIN and Hassan NAZIH

Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids 88(4): 265-272 (2013)
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2.3. Discussion

Le pouvoir anti-tumoral des CLA est bien documenté. Cependant, peu
d’études ont évalué le role individuel des isoméres CLA minoritaires et la plupart des
études ont utilisé des mélanges des 2 isoméres majoritaires. Ici nous montrons que
lisomere t9,t111-CLA a un effet anti-prolifératif qui est supérieur a celui de deux
autres isomeres testés (c9,t11-CLA et t10,c12-CLA). Les résultats obtenus sur notre
modéle cellulaire MCF-7 montrent qu’il induit également I'expression des génes
cibles de LXR et qu’il entraine une baisse du taux du cholestérol cellulaire et
membranaire observé en microscopie confocale.

Ainsi, nous montrons dans cette étude que le t9,t11-CLA (50 uM) diminue la
prolifération des cellules MCF-7 de 50 % (p < 0.001), qu’il induit une augmentation
significative de I'apoptose (cellules 7-AAD") aprés 24h de traitement (Figure 1,
publication 2), et qu’il inhibe fortement la migration cellulaire évaluée en test de
« blessure » sur les monocouches de cellules (Figure 3, publication 2). En outre, des
résultats de I'expression génique obtenus en gPCR montrent que cet isomeére induit
une augmentation du ratio BAX/Bcl-2 en faveur de I'apoptose (Figure 4, publication
2). Ces résultats sont concordants avec ceux déja décrits sur des lignées du cancer
du sein (De la Torre et al. 2005) et du colon (Beppu et al. 2006; Coakley et al. 2006)
montrant une efficacité supérieure de l'isomére 19,t11-CLA parmi plusieurs autres
isoméres testés. Ici, nous proposons que I'effet anti-prolifératif observé du t9,t11-CLA
est une conséquence directe de l'activation du facteur nucléaire LXR. En effet, nous
montrons que cet isomeére induit I'expression de plusieurs génes cibles de LXR
comme le transporteur ABCG1 et la protéine ARL7 impliguée dans le transport

vésiculaire du cholestérol vers la membrane cytoplasmique (Engel et al. 2004).
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D’une maniére intéressante, nos expériences de marquage fluorescent en
microscopie confocale montrent une baisse du contenu cellulaire et membranaire du
cholestérol quand les cellules sont traitées avec le t9,t11-CLA, alors qu’aucun effet
n’est observé avec les autres isomeéres (Figure 6, publication 2). L’activation de LXR
par le t9,t11-CLA dans les cellules MCF-7 concorde avec I'étude menée par Ecker et
ses collegues en 2009 montrant qu’il est capable d’activer LXR dans la lignée
macrophagique THP-1 et d’induire I'efflux du cholestérol (Ecker et al. 2009).

D’autre part, les résultats de notre étude sont en corrélation avec ceux
obtenus dans notre premiere publication sur les agonistes naturels et synthétiques
de LXR. Le t9,t11-CLA est donc capable, comme agoniste de LXR, d’inhiber le
contenu membrane en cholestérol nécessaire a la survie des cellules cancéreuses.
De plus, et d’'une maniere surprenante, nous montrons que I'expression de ’ARNm
de la HMG-CoA Réductase (HMG-CR), enzyme clé dans la biosynthese du
cholestérol, est augmentée d’'une fagon considérable aprés traitement avec le t9,t11-
CLA. Une augmentation de I'expression de HMG-CR au niveau de son ARNm chez
des souris surexprimant le transporteur ABCGL1, a été associée a des taux réduits de
certains précurseurs et intermédiaires du cholestérol (lanostérol, lathostérol,
desmostérol). Une forte expression d’ABCG1, montrée aussi dans notre étude,
permettrait d’induire l'efflux membranaire du cholestérol, et inhiber ainsi ses
précurseurs participant a sa voie de biosynthese. Cela déclencherait un « feed-
back » physiologique dans la cellule pour synthétiser le cholestérol qui manque, et
ceci par le biais d’'une induction de 'enzyme HMG-CR.

Aussi, des effets bénéfiques du t9,t11-CLA contre linflammation ont été
montrés dans une lignée macrophagique murine (RAW264.7). L’étude en question

montre que le t9,t11-CLA bloque le récepteur a l'interleukine-1 (IL-1) en augmentant
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I'expression du facteur anti-inflammatoire IL-1Ra, provoquant ainsi une inhibition de
la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-1a, IL-13 et IL-6 (Lee et al. 2009).
D’'une maniére intéressante, des souris déficientes en IL-1Ra (IL-1Ra”) présentent
des taux anormaux de cholestérol dans le plasma (Devlin et al. 2002), et une
biosynthese altérée d’acides biliaires quand elles sont soumises a un régime
alimentaire athérogene (Isoda et al. 2005), ce qui suggére des effets protecteur de I
IL-1Ra, cible du t9,t11-CLA, contre I'excés du cholestérol.

Précédemment, les études réalisées sur des modéles in vivo de tumeur
mammaire ont montré des effets bénéfiques d’une supplémentation alimentaire par
un mélange de CLA composé de c9,t11-CLA et t10,c12-CLA (Visonneau et al. 1997;
Ip et al. 2000; Hubbard et al. 2003; Lavillonniere et al. 2003). Néanmoins aucune
étude chez I'animal n’a utilisé des isoméres CLA minoritaires comme le t9,t11-CLA
par exemple. Nous croyons que des expeérimentations in vivo sur des modeles
murins de xénogreffes de cellules cancéreuses mammaires sont nécessaires pour
valider le potentiel préventif et/ou curatif du t9,t11-CLA. Le défi actuel est de produire
des quantités suffisantes de cet isomeéere minoritaire dans les aliments afin qu’l
puisse étre supplémenté a un régime alimentaire appliqué sur des modéles in vivo. Il
faut toutefois noter qu’il a été montré que cet isomere peut étre produit a partir de
I'acide linoléique par des bactéries du rumen (Butyrivibrio fibrisolvens et Clostridium
proteoclasticum) (Wallace et al. 2007), des bactéries lactiques (Lactobacillus
plantarum) (Ogawa et al. 2005), ainsi que par des bifidobactéries intestinales chez
'homme (Coakley et al. 2006; O'Shea et al. 2012).

Enfin, le mécanisme d’action du t9,t11-CLA reste a définir. Afin de valider que
son effet est dépendant de LXR, il serait intéressant de bloquer ce récepteur ou

d’inhiber son expression par un siRNA spécifique dans la lignée cellulaire d’intérét et
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d’évaluer par la suite les effets provoqués par ce CLA dans un tel model. Le role
potentiel des CLA in vivo, en particulier celui de I'isomére t9,t11-CLA, dont l'effet est
peu documenté, permettra d’envisager une nouvelle approche pharmacologique ou

nutritionnelle de prévention des cancers du sein.
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3. ApoE Macrophagique et cellules
cancéreuses mammaires

3.1. Introduction

Le microenvironnement tumoral est riche en macrophages pouvant infiltrer la
tumeur et moduler la croissance des cellules cancéreuses. En effet, en plus de leur
réle comme cellules présentatrices d’antigene, I'activité tumoricide des macrophages
a été montrée et étudiée dans le cadre de leur utilisation en immunothérapie anti-
tumorale (Lucas et al. 2003; Taniguchi et al. 2010).

Il est intéressant de noter que les macrophages participent a la voie du
transport inverse du cholestérol puisqu’ils expriment le récepteur nucléaire LXR qui
active les transporteurs ABCA1 et ABCG1. L’activation de LXR dans les
macrophages induit également une augmentation de la sécrétion de I'ApoE, qui
participe également a lefflux cellulaire du cholestérol (Laffitte et al. 2001).
Actuellement, l'influence d'une éventuelle augmentation de I'expression des cibles de
LXR dans les macrophages environnants sur la croissance des cellules cancéreuses
n'est pas connue.

Nous supposons que les macrophages pré-activés par des agonistes de LXR
peuvent potentialiser I'effet inhibiteur sur la prolifération des cellules cancéreuses.
Aussi, plusieurs études ont montré un réle protecteur de I'ApoE dans plusieurs
lignées tumorales (Vogel et al. 1994; Kojima et al. 2005; Bhattacharjee et al. 2011,
Mulik et al. 2012). Cependant l'effet de I'’ApoE macrophagique secrétée sous

l'influence de LXR n’a pas été étudié.
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En nous basant sur ces arguments, nous avons réalisé une troisieme étude
portant sur le réle de 'ApoE macrophagique sécrétée sous l'influence de LXR dans
l'inhibition de la prolifération tumorale des cellules cancéreuses mammaires MCF-7.
Nous avons évalué cet effet sur nos cellules MCF-7 en les incubant avec des
surnageants de culture issus des cellules macrophagiques THP-1 activées par des
agonistes de LXR [T0901317 ou 22(R)-HC] ou transfectées avec un siRNA contre
'’ARNmM de I'ApoE.

Les résultats obtenus montrent un effet anti-prolifératif et apoptotique des
milieux issus de macrophages traités par des agonistes de LXR. De plus, les milieux
pauvres en ApoE issus des cellules THP-1 transfectées avec un siRNA contre
'ApoE, donnent des résultats opposés, supposant que cette protéine aurait un réle

important dans I'effet anti-prolifératif médié par les macrophages.

Ces résultats sont présentés d’'une fagon détaillée dans Iarticle ci-apres,

actuellement en cours de préparation.
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Abstract

Apolipoprotein E (ApoE), a lipid transport
protein that has a key role in the
lipoprotein metabolism, is expressed by
macrophages under the control of the
transcription factor LXR, an oxysterol-
activated transcriptional factor involved in
cholesterol metabolism. Recent works have
shown that LXR agonists may inhibit
breast cancer cell proliferation in vitro. We
hypothesize that LXR-activated
macrophages, and in particular secreted
macrophagic ApoE, may potentiate the
effect of LXR agonists. Our goal is to
evaluate the effect of ApoE, secreted by
THP-1 macrophages under the control of
LXR, on MCF-7 cell proliferation, a model
of breast cancer cells. MCF-7 cells were
incubated with supernatants from THP-1
cells previously treated with LXR agonists
[T0901317 or 22(R)-hydroxycholestrol], or
supernatants from THP-1 transfected with
ApoE mRNA. MTT

death

siRNA against

viability — assays and  cell
quantification showed that LXR-activated
macrophages media resulted in a decrease
in cell proliferation and an increase in
apoptosis of MCF-7 cells. Interestingly, the
opposite effects were observed when
MCEF-7 cells are treated with media from
the SiRNA ApoE mediated knock-down

model. This study highlights the protective
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role of LXR-activated macrophages
against breast cancer growth, and the
implication of ApoE protein in the anti-
proliferative and pro-apoptotic effects

observed.



Introduction

Apolipoprotein  E (ApoE) is

protein in

a key
regulatory lipoprotein
metabolism (Mahley 1988) and is known
to be a target of nuclear receptor LXR
(Laffitte et al. 2001) which is crucial for
regulating cholesterol homeostasis. ApoE
plays a role in reverse cholesterol transport
(Basu et al. 1982; Hayek et al. 1994) and
can serve as an extracellular cholesterol
acceptor (Wouters et al. 2005). It has been
reported by numerous studies that ApoE is
capable of inhibiting the growth of several
tumor cell lines (Browning et al. 1994,
Vogel et al. 1994; Kojima et al. 2005; Ha
et al. 2009; Bhattacharjee et al. 2011,
Mulik et al. 2012; Pencheva et al. 2012)
including breast carcinoma cells.

Moreover, in the past few years, anti-
proliferative effects of synthetic and
natural LXR agonists have been observed
in various types of human cancer in vitro
and in xenograft models such as prostate
(Fukuchi et al. 2004; Chuu et al. 2006;
Pommier et al. 2010), ovarian (Rough et al.
2010; Scoles et al. 2010), colon (Sasso et
al. 2013), and breast cancer (Vedin et al.
2009; Chuu and Lin 2010). These studies
reported that LXR agonists suppress the
proliferation of cancer cells through
induction of G; cell cycle arrest or by

inhibition of the AKT survival pathway.
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Recently we have reported that anti-
proliferative effects of LXR agonists on
breast cancer cells may be correlated with
enhanced extracellular cholesterol efflux
(El Roz et al. 2012).
Macrophages are found in or around
tumors. In addition to their function as
professional antigen-presenting cells, the
tumoricidal activity of macrophages has
also been studied with considerable
interest. It is believed that macrophages
present in the microenvironment of tumor
cells may modulate their tumor growth.
Many studies have developed indeed the
use of immune cells, including
macrophages, in immunotherapy against
cancer in order to improve a better
targeting of cancer cells (Chomarat et al.
2003; Lucas et al. 2003; Taniguchi et al.
2010). However, no studies were interested
in studying the effect of macrophages
activated for LXR machinery on cancer
cells.

In this study, we aimed to evaluate the
effect of LXR-activated macrophages on
breast cancer cells, and to focus in
particular on macrophagic ApoE. Our
hypothesis is that ApoE may potentiate the
effect of LXR agonists. Therefore, our goal
was to evaluate the effect of ApoE secreted
by macrophages under the control of LXR,
on MCF-7 cell proliferation, a model of

breast cancer cells.



For this purpose, we used the monocytic
cell line THP-1 which is frequently used
model as macrophage cell model. These
cells were treated with synthetic
(T0901317) and natural [22(R)-
hydroxycholesterol] LXR agonists and the
resulting macrophage-conditioned media
were incubated with MCF-7 breast cancer
cells and tested for their effects on
proliferation and apoptosis. Furthermore,
the expression of ApoE was inhibited by
siRNA transfection in THP-1 cells, and the
effects of medium from this macrophage
model were also evaluated on proliferation
and apoptosis of MCF-7 cells.
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Materials and Methods

Materials

Human breast cancer MCF-7 cells and
human monocytic THP-1 cells were from
the European Collection of Animal Cell
Cultures (ECACC, Salisbury, UK). 3-(4,5-
Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-

diphenyltetrazolium (MTT),
T0901317, 22(R)-hydroxycholesterol
[22(R)-HC] and phorbol 12-myristate 13-

acetate (PMA), were purchased from

bromide

Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier,
France). 7-Aminoactinomycin D (7-AAD)
was obtained from BD Biosciences (San
Jose, CA, USA).
RNAIMAX Transfection Reagent and
Silencer Select® siRNAs were purchased

Lipofectamine®

from Invitrogen Life Technologies (Cergy
Pontoise, France). All other reagents were

purchased from Sigma Aldrich.

Cell culture

MCF-7 and THP-1 cells were cultured at
37°C in a humidified incubator with 5%
CO, in DMEM and RPMI
respectively, both supplemented with 10%

medium

fetal bovine serum (FBS), 1% glutamine
and 1% penicillin-streptomycin. THP-1
cells were plated at a density of 1 x 10° in
a 6-well plate and allowed to differentiate

into macrophage-like cells with 100 nM
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PMA for three days. Then the seeding
medium was removed and cells were
treated with LXR agonists (T0901317 at
20 UM or 22(R)-HC at 2 pg/ml) diluted in
0.1% fatty-acid free bovine serum albumin
(BSA)-containing medium for 24 hours at
37°C. The resulting 24h “THP-1 + LXR
agonists” medium was centrifuged to
remove cell debris, and stored at -80°C for

future use.

RNA interference

Transfection of siRNA into THP-1 cells

was performed using commercially
prepared siRNA duplexes (Invitrogen Life
Technologies). The sequences of siRNAs
(siApoE and siControl) were not supplied.
Duplexed siRNAs were resuspended in
RNase-free water at a final concentration
of 4 uM. Three days prior the transfection,
THP-1 cells were plated at a density of 5 x
10° in a 6-well plate in order to reach 60-
80 % confluence the day of transfection,
and allowed to differentiate into
macrophage-like cells with 100 nM PMA.
Subsequently, differentiation medium was
removed and cells washed twice with PBS.
For each well, 5 pL of siRNA and 10 pL
of Lipofectamine RNAIMAX were diluted
in 500 pL Opti-MEM medium (Invitrogen
Life Technologies), and the mix was
incubated for 20 - 30 minutes at room

temperature to allow the formation of



siRNA/Lipofectamine RNAIMAX
complex. The mix (Opti-MEM + siRNA +
Lipofectamine) was then added directly
onto the cells and the wvolume was
completed to 2 mL with RPMI medium /
1% glutamine (without antibiotics), giving
a final concentration of 10 nM for both
siRNAs (siApoE and siControl). Following
an overnight incubation (~ 14h) at 37°C (5
% CO, atmosphere), cells were washed
twice with PBS and then incubated for
additional 24 hours with fresh RPMI
medium. The resulting 24h “THP-1 +
siRNA” media were centrifuged to remove
cell debris, and stored at -80°C for future

use.

ApoE ELISA

ApoE  secreted into  macrophages
conditioned media (“THP-1 + LXR
agonists” or “THP-1 + siRNA”) was
measured by Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay using the Human
Apolipoprotein E ELISA kit (Mabtech,
Nacka Strand, Sweden) according to the
manufacturer’s instructions. Total cellular
protein levels were determined using the
BCA Protein Assay method (Sigma

Aldrich).

Cell viability test
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MCF-7 cells were plated at a density of 10*
cells per well in a 96-well plate in 200 pl
of culture medium and allowed to adhere
overnight. Then the seeding medium was
removed and cells were treated with 200
ML THP-1 conditioned media (“THP-1 +
LXR agonists” or “THP-1 + siRNA”) or
with exogenous ApoE protein (Abcam,
Cambridge, UK) diluted at 20 pg/mL in
0.1% BSA-containing medium for 24 h or
48 h. For MTT assay, 100 pL of medium
was removed and 50 pl MTT (at 2.5
mg/ml) was added to each well at a final
concentration of 833 pg/ml. The mixture
was further incubated for 4 h, and the
liquid in the wells was removed thereafter.
Dimethyl sulfoxide (DMSO; 200 pl) was
then added to each well to solubilize the
formazan product and the absorbance was
read at 570 nm. The relative cell viability
was expressed as a percentage of the
control cells.

Flow cytometric quantification of cell
death

MCF-7 cells were treated with THP-1
conditioned media or exogenous ApoE
protein for 24 h in a 96-well plate. Cells
were harvested with trypsin-EDTA (Sigma
Aldrich) and homogenized. Cell death was
estimated after DNA incorporation of
7-AAD

activated cell sorting analysis using the BD

fluorescent and fluorescence



C6
Biosciences).

(BD

In this assay, cells with

Accuri® flow  cytometer
permeabilized plasma membrane stain with
7-AAD. Data are presented as the
percentage of 7-AAD-positive cells (7-

AAD").

RNA extraction and real-time quantitative-
PCR

MCEF-7 cells were plated at a density of 5 x
10° in a 6-well plate in 2 ml of culture
medium and allowed to adhere overnight.
Then the seeding medium was removed
treated with THP-1
conditioned media (“THP-1 + LXR
agonists” or “THP-1 + siRNA”) for 24 h at
37°C. THP-1 cells were collected after
siRNA transfection or after treatment with

and cells were

LXR agonists (see previous sections). For
both cell lines, total RNA was isolated by
the TriZol Reagent (Invitrogen) following
The

MRNA (1 ug) was then reverse-transcribed

the manufacturer’s instructions.
into cDNA using Super-Scriptlll Reverse

Transcriptase  (Invitrogen). An initial
denaturation step for 5 min at 70°C was
followed by an elongation phase of 45 min
at 50°C. Quantitative-PCR was performed
on a MyiQ2 Real-Time PCR Detection
(Bio-Rad,

France) using SYBR Green Supermix. The

System Marnes-la-coquette,
PCR was carried out for 45 cycles of 95°C

for 30 s and 60°C for 30 s. The
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fluorescence was read during the reaction,
allowing continuous monitoring of the
amount of PCR product. The values were
normalized using B-actin as an endogenous
internal standard. Relative quantification
was performed using the AACt method.
The sequences of primers are shown in
Table 1.

Data analysis

Experiments were performed in triplicate
and values correspond to the mean from at
least three independent experiments.
Student’s t-test was used, and p-values of <

0.05 were considered as being significant.



Results

ApoE expression in THP-1 cells after LXR

activation and siRNA transfection

Apolipoprotein E (ApoE) is known to be

stimulated in macrophages after LXR
activation. Thus, we wanted first to test the
effect of LXR synthetic [T0901317] and
natural [22(R)-HC] agonists on ApoE gene
expression and  secretion in  our
macrophage THP-1 cell line. As shown in
figure 1A, gPCR results showed that
treatment of THP-1 cells with T0901317
and 22(R)-HC for 24 h up-regulated ApoE
MRNA expression by 3.7 and 2.3 — fold
respectively (p < 0.05). Furthermore, ApoE
secretion in THP-1 supernatants increased
significantly (p < 0.05) after LXR
activation as shown in ELISA assay (Fig.
1B).
macrophagic ApoE on MCF-7 breast

generated THP-1

In order to study the effect of

cancer cells, we
supernatants (SN) with reduced amounts of
ApoE. To do so, THP-1 cells were
transfected with siRNA against ApoE as
detailed in the Materials and Methods
section, and the inhibition of ApoE was
verified by gPCR and ELISA. Results
showed that ApoE mRNA levels as well as
secreted ApoE were strongly inhibited
after siRNA transfection (Fig. 1A, B).
These that siRNA

transfection the

results suggested

was efficient since
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inhibition was clear even after removing
transfection medium and replacing it with
fresh RPMI 24 h (see
Materials and Methods).

medium for

Effect of THP-1 conditioned media on

proliferation and apoptosis of MCF-7 cells

The medium poor in ApoE (SN “THP-1 +
siRNA”) was incubated with MCF-7 cells
and compared with rich-ApoE medium
(SN “THP-1 + LXR agonists”). Indeed,
MTT assays showed that MCF-7 cell
viability is decreased by 30 % after a 24 h
incubation with “THP-1 + LXR agonists”
medium compared to control cells (Fig.
2A), while “THP-1 + siRNA” medium
increased the viability by 40 % after 24 h,
and had almost no effect after 48 h
incubation (Fig. 2B). Interestingly, MCF-7
cell viability was also decreased by 18 %
and 40 % after 24 h and 48 h incubation
with exogenous ApoE protein (Fig. 2C)

The effect of THP-1 conditioned media on
the expression of pro and anti-apoptotic
genes in MCF-7 cells was also evaluated
by real time quantitative PCR. The results
obtained showed an up-regulation of the
pro-apoptotic gene BAX and a strong
inhibition of the anti-apoptotic gene Bcl-2
in MCF-7 cells treated with “THP-1 +
LXR agonists” media compared to control
medium (Fig. 3A). On the other hand,
treatment with “THP-1 + siRNA ApoE”



medium  decreased BAX expression
compared to SiRNA Control medium,
while no changes were observed for Bcl-2
expression (Fig. 3B).

Then we quantified cell death by flow
cytometry analysis after 7-AAD staining.
7-AAD is a cell non-permeable DNA
intercalating dye wused for dead cell
discrimination. Treatment of MCF-7 cells
with “THP-1 + LXR agonists” media for
24 h increased the percentage of 7-AAD*
cells compared to control medium (Fig.
4A), whereas this percentage was
decreased with “THP-1 + siRNA ApoE”
medium compared to SiRNA Control
medium (Fig. 4B). Furthermore, treatment
with exogenous ApoE protein for 24 h
resulted in a remarkable increase of 7-
AAD" cells from 10.8 % in untreated cells
to 24.6 %.
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Discussion

In this study we have shown for the first
time the protective role of LXR-activated
macrophages on MCF-7 breast cancer
Our

conditioned media from THP-1 cell line

cells. results using macrophages
treated with LXR agonists, reported a
powerful inhibitory effect on MCF-7 cell
proliferation. These data showed also an
induction of apoptosis characterized by an
overexpression of the pro-apoptotic gene
BAX and a potent inhibition of the survival
gene Bcl-2. results from
siRNA-mediated knock-down of ApoE
MRNA (siApoE) in THP-1 cells, pointed

out a potential role of this protein in the

Interestingly,

anti-proliferative effect mediated by LXR-
activated macrophages.

We and others groups have previously
shown that LXR agonists have inhibitory
effects on breast cancer growth (Vedin et
al. 2009; Chuu and Lin 2010). Our
highlighted the

anti-proliferative

previous results

relationship  between
effects of LXR and enhanced cholesterol
MCF-7 cells via ABCG1l
cholesterol transporter (El Roz et al. 2012).

Secretion of ApoE by LXR-activated

efflux in

macrophages is thought to contribute to

cholesterol efflux and thus regulate
macrophage membrane cholesterol
concentration (Zhang et al. 1996).

However, no studies were conducted to
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verify if secreted macrophagic ApoE
secretion could be associated with anti-
proliferative effects on cancer cells.
Expression of ApoE is believed to be little
or absent in breast cancer tissues and breast
cancer cell lines, including MCF-7 (Ha et
al. 2009). It has been reported by numerous
studies that ApoE is capable of inhibiting
the growth of several tumor cell lines
(Browning et al. 1994; Vogel et al. 1994;
Kojima et al. 2005; Ha et al. 2009;
Bhattacharjee et al. 2011; Mulik et al.
2012; 2012),

intriguingly, other studies showed that

Pencheva et al. while
ApoE is required for the proliferation and
survival of other cancer types such us
ovarian cancer cells (Chen et al. 2005) and
lung adenocarcinoma (Su et al. 2011).
Therefore, it is believed that this duality of
ApoE activity on cancer cells is tissue-
specific, and its relationship with some
cancer types is still under debate.
Moreover, the status of ApoE protein,
associated or not with lipids in lipoprotein
particles, could be a key mediator for its
response on cancer cells proliferation. The
studies mentioned above didn’t provide
clear evidence to resolve this question,
since they have used residues of peptides
derived from ApoE protein (Kojima et al.
2005; 2011) or
transfected ApoE in plasmid vector into

cancer cells (Ha et al. 2009).

Bhattacharjee et al.



This study revealed the anti-proliferative
and pro-apoptotic effects of LXR-activated
macrophages on MCF-7 breast cancer
cells. The siRNA-mediated knock down of
macrophagic ApoE demonstrated that this
protein is involved in the effects observed
by macrophages conditioned media. We
suggest that macrophagic ApoE may
potentiate the effect of LXR agonists,
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without eliminating the hypothesis that
other mediators of the LXR machinery
could also be implicated. More
investigations are needed in order to clarify
the mechanism by which macrophagic
ApoE acts to block breast cancer growth,
before a potential targeting of LXR in
immunotherapy using macrophages could

be planned in the future.
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Figure legends

Fig. 1. ApoE inhibition in THP-1 cells after SIRNA transfection. Differentiated THP-1 cells
were treated with LXR agonists (T0901317 at 20 uM or 22(R)-hydroxycholesterol [22(R)-
HC] at 2 pg/ml) in serum-free medium for 24 hours, or transfected with sSiRNA ApoE or
siRNA Control at 10 nM using Lipofectamine® RNAIMAX. Cells were then harvested for
MRNA extraction and supernatants from each model collected and centrifuged (see the
Materials and Methods section). (A) gPCR analysis for ApoE gene expression levels. (B)
Secreted ApoE levels in THP-1 supernatants evaluated by ELISA. Data are the mean + SD of
three different experiments. *p < 0.05 versus untreated cells or siControl treatment using
Student’s t-test.

Fig. 2. Effect of THP-1 conditioned media on proliferation of MCF-7 cells. MCF-7 cells were
treated with “THP-1 + LXR agonists” media (supernatants: SN) (A), with “THP-1 + siRNA”
media (B), or with exogenous ApoE protein (20 pug/mL) diluted in serum-free medium (C).
Cell viability was determined at 24 hours or 48 hours using MTT assay. Data are the mean *
SD of three different experiments. *p < 0.05 versus control-medium treated cells (A), versus

untreated cells (B), or versus siControl-medium treated cells (C) using Student’s t-test.

Fig. 3. Effect of THP-1 conditioned media on BAX and Bcl-2 genes in MCF-7 cells. MCF-7
cells were treated with “THP-1 + LXR agonists” media (supernatants: SN) (A) or with “THP-
1 + siRNA” media (B) for 24 hours, and then harvested for mRNA extraction as detailed in
the Materials and Methods section. BAX and Bcl-2 gene expressions were analyzed by qPCR.
Data are the mean + SD of three different experiments each performed in triplicate. *p < 0.05
versus control-medium treated cells (A) or versus siControl-medium treated cells (B) using

Student’s t-test.

Fig. 4. Effect of THP-1 conditioned media on apoptosis of MCF-7 cells. MCF-7 cells were
treated with “THP-1 + LXR agonists” media (supernatants: SN) (A), with “THP-1 + siRNA”
media (B), or with exogenous ApoE protein (20 pg/mL) diluted in serum-free medium (C) for
24 hours. Cell death was determined by flow cytometric analysis after 7-Aminoactinomycin
D (7-AAD) staining, and data are presented as a percentage of the 7-AAD positive cells (7-

AAD"). Results are representatives of three independent experiments.
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Table 1. Primer sequences used in this study.

Résultats - Discussion

Gene Forward sequence Reverse sequence
B-actin TGCTATCCAGGCTGTGCTATCC GCCAGGTCCAGACGCAGG
ApoE CTGCGTTGCTGGTCACATTCC CGCTCTGCCACTCGGTCTG
BAX ACCGTGACCATCTTTGTG AAAACACAGTCCAAGGCA
Bcl-2 AGGAGCTCTTCAGGGACGG CGGACTCCACACACATGACC
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Fig. 2. Effect of THP-1 conditioned media on proliferation of MCF-7 cells.
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Fig. 4. Effect of THP-1 conditioned media on apoptosis of MCF-7 cells.
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3.3. Discussion

Il est admis que le microenvironnement tumoral (riche en fibroblastes, cellules
endothéliales, de matrice extracellulaire et de macrophages) peut moduler la
croissance des cellules cancéreuses. Nous avons étudié l'effet des macrophages
pré-activés par des agonistes de LXR sur les cellules MCF-7, et nous avons porté
une attention particuliére a I'apolipoprotéine E (ApoE) macrophagique secrétée. Afin
d’étudier cet effet, les cellules MCF-7 ont été incubées avec des surnageants issus
de cellules macrophagiques THP-1 en utilisant 2 approches : macrophages traités
par des agonistes de LXR « THP-1 + agonistes LXR », ou transfectés par un siRNA
dirigé contre 'ApoE « THP-1 + siRNA ApoE ».

La lignée monocytaire THP-1, différenciée en macrophages, a donc été
incubée avec les agonistes de LXR [22(R)-HC 2 pug/mL et T0901317 20 uM] (« THP-
1 + agonistes LXR ») pendant 24 h. Le méme modele a été transfecté par un siRNA
dirigé contre 'ApoE (« THP-1 + siRNA ApoE »). L’ApoE issue de ces différents
milieux conditionnés a été dosée par ELISA, et le niveau d’expression de son ARNm
évalué en gPCR. Comme prévu, les résultats montrent une induction de I'’ApoE dans
le modéle « THP-1 + agonistes LXR », et une importante inhibition dans le modele
« THP-1 + siRNA ApoE » (Figure 1, publication 3). Notre transfection par le siRNA
serait donc bien efficace puisque l'inhibition de I'ApoE est observée méme apres
avoir enleve le milieu de transfection et incubé les cellules THP-1 dans du milieu de
culture frais (voir partie matériel et méthodes, publication 3). Ensuite la viabilité des
cellules cancéreuses MCF-7 sous l'influence de ces milieux conditionnés, et apres
traitement avec 'ApoE exogéne (20 ug/mL), a été évaluée par la méthode MTT. Le

taux d’expression des génes impliqués dans I'apoptose (BAX, Bcl-2) a été analysé
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en qPCR, et enfin la mort cellulaire a été quantifiée apres un marquage par le 7-AAD
et un comptage en cytométrie en flux.

Les résultats montrent une diminution importante de la viabilité cellulaire
aprées 24 h et 48 h de traitement avec I'ApoE exogéne (18 % et 40 %
respectivement), ou aprés 24 h de traitement avec les milieux « THP-1 +
agonistes LXR » (30 %). Cette inhibition n’est plus observée en utilisant les milieux
« THP-1 + siRNA ApoE » déficients en ApoE, puisque nous observons méme une
augmentation de la prolifération cellulaire de 40 % a 24 h et aucun effet a 48 h
(Figure 2, publication 3). D’autre part, une induction de I'expression du géne pro-
apoptotigue BAX et une forte inhibition de celle de Bcl-2 sont observées chez les
cellules MCF-7 incubées avec les milieux « THP-1 + agonistes LXR ». En revanche,
I'effet inverse est observé pour BAX et aucun changement n’est noté pour Bcl-2 avec
les milieux « THP-1 + siRNA ApoE » (Figure 3, publication 3). Enfin, les expériences
de quantification de la mort cellulaire évaluée en cytométrie de flux vont dans le
méme sens, puisque nous observons une augmentation du pourcentage des cellules
MCF-7 7-AAD" aprés incubation avec les milieux « THP-1 + agonistes LXR » et avec
'ApoE exogéne, alors que l'effet inverse se produit avec les milieux « THP-1 +
SiRNA ApoE » (Figure 4, publication 3).

L’ApoE est une apolipoprotéine exprimée par de nombreux tissus dont les
macrophages. Sa large distribution tissulaire lui conféere plusieurs fonctions. La
synthése et la sécrétion de 'ApoE par les macrophages sont sous le contréle du
facteur de transcription LXR. Comme nous I'avons montré dans notre premiére
publication, et I'ont aussi montré d’autres travaux, les agonistes de LXR peuvent
inhiber la prolifération de plusieurs lignées cancéreuses in vitro. Dans notre premiere

publication, nous avons souligné la relation entre les effets inhibiteurs sur la
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croissance tumorale des agonistes de LXR et I'induction de I'efflux du cholestérol. La
sécrétion d’ApoE par les macrophages sous l'influence de LXR est connue pour sa
contribution a favoriser I'efflux du cholestérol (Zhang et al. 1996). Il est tout a fait
envisageable qu’un effet direct des agonistes de LXR sur la prolifération soit
potentialisé par I'action de 'ApoE sécrétée par les macrophages qui entourent les
tumeurs dans leur microenvironnement. Cependant, le réle de I'’ApoE dans le cancer
reste controversé. En effet, certaines études ont montré que cette protéine a des
effets anti-prolifératifs dans certains types de cancers (Browning et al. 1994; Vogel et
al. 1994; Kojima et al. 2005; Ha et al. 2009; Bhattacharjee et al. 2011; Mulik et al.
2012; Pencheva et al. 2012), alors que curieusement d’autres études ont montré
gu’elle est indispensable pour la prolifération et la survie d’autres lignées tumorales,
comme le cancer de I'ovaire (Chen et al. 2005) et 'adénocarcinome pulmonaire (Su
et al. 2011). Par conséquent, cette dualité d'activité¢ de I'ApoE sur les cellules
cancéreuses serait tissu-spécifique, et sa relation avec certains types de cancer est
encore un sujet de débat. Alors que les études mentionnées ci-dessus ont utilisé des
résidus de peptides dérivés de la protéine ApoE ou une transfection d’ApoE via un
vecteur plasmidique, notre objectif était d’évaluer 'effet de 'ApoE native sécrétée par
les macrophages. En plus de 'augmentation de la synthese et la sécrétion d’ApoE,
les agonistes de LXR induisent également I'expression des transporteurs ABCA1 et
ABCG1 dans les cellules THP-1. Ces transporteurs facilitent la lipidation de I'’ApoE
(Krimbou et al. 2004), formant ainsi les HDLs capables d’interagir avec les cellules
MCF-7. Pour compléter notre étude, il serait intéressant de déterminer I'état de
'ApoE associée ou non a des lipides, et par la suite étudier les mécanismes
cellulaires impliqués dans l'effet de ’ApoE sur la croissance tumorale. La diminution

de la prolifération serait-elle une conséquence de l'inhibition d’'une voie de survie
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cellulaire ? Ou la conséquence d’un efflux massif de cholestérol médié par I'ApoE
macrophagique ?

Il a été montré que I'expression de 'ApoE peut étre augmentée par certains
nutriments dans le cadre d’une activation du facteur nucléaire LXR. Cette étude a
révélé les effets anti-prolifératifs et pro-apoptotigues des macrophages activés par
LXR sur les cellules MCF-7. L’inhibition de ’ApoE par une transfection par un siRNA
spécifique a démontré que cette protéine est impliquée dans les effets observés par
les milieux conditionnés des macrophages. Nous suggérons que [|'ApoE
macrophagique peut potentialiser l'effet des agonistes de LXR, sans pour autant
éliminer I'hypothese que d'autres médiateurs de LXR ou des molécules
macrophagiques (cytokines...) soient également impliqués. Plus de recherches sont
nécessaires afin de clarifier le mécanisme par lequel agit 'ApoE macrophagique sur
les cellules du cancer du sein, avant qu’un ciblage de LXR dans l'immunothérapie

utilisant les macrophages puisse étre envisagé dans l'avenir.
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Le cancer est un probleme majeur de santé publique avec une augmentation
réguliere du nombre de nouveaux cas chague année. Le nombre de nouveaux cas
en France pour 'année 2010 est estimé a 358 000 (InVS, Inserm, INCa). Le cancer
du sein étant le plus fréquent chez la femme avec 53000 cas. Il est admis que
'alimentation et les facteurs nutritionnels peuvent influencer cette pathologie en
agissant sur le processus de la cancérogenese par difféerents mécanismes. Parmi
ces facteurs, I'apport nutritionnel en stérols et acides gras semble jouer un role
essentiel, notamment via une interaction avec les récepteurs nucléaires au sein de la
cellule. Ce travail de thése avait pour objectif de tester I'efficacité de I'activation du
récepteur LXR par ses agonistes et par des acides gras qu’on trouve dans certains
aliments, sur la prolifération tumorale des cellules cancéreuses mammaires (lignée
MCF-7).

Les résultats obtenus durant cette these ont permis de montrer I'importance
de la stimulation de la voie de signalisation de LXR pour exercer un effet anti-tumoral
sur les cellules du cancer du sein in vitro, que ce soitpar: 1) des agonistes
synthétiques et naturels (stérols), 2) par des acides gras type isomeres conjugués de
l'acide linoléique (CLA), et aussi 3) via une activation des macrophages
environnants. En nous basant sur les résultats déja décrits, et sachant que LXRa est
exprimé dans le tissu mammaire sain ainsi que dans plusieurs lignées de carcinome
mammaire (Vigushin et al. 2004), nous avons émis I'hypothése que l'activation de
LXR pourrait conduire a priver les cellules cancéreuses des lipides indispensables a
leur croissance en stimulant I'efflux du cholestérol, inhibant ainsi leur prolifération.

Comme nous l'avons développé dans notre partie bibliographique, plusieurs
études ont rapporté 'effet anti-prolifératif qu’exercent les agonistes de LXR sur les

cellules du cancer du sein (Vedin et al. 2009; Chuu and Lin 2010). L’originalité de
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notre premier projet (publication 1) résidait dans I'association de I'effet anti-prolifératif
et pro-apoptotique sur les cellules MCF-7 avec une induction de lefflux du
cholestérol. Nous avons montré en effet une augmentation considérable de I'efflux
meédié par le transporteur ABCG1 vers les HDLs. Toutefois, nous n’avons observé
aucun changement de l'efflux du cholestérol vers 'apoA1, que nous justifions par
une absence d’ABCA1 dans les cellules MCF-7.

De plus, il est connu que les zones « lipid-rafts », riches en cholestérol et
abondantes dans les cellules cancéreuses, favorisent la survie de ces cellules,
notamment les cellules cancéreuses mammaires (Brown 2006; Irwin et al. 2011). Il a
été montré que laltération dans la composition des « lipid-rafts » entraine une
induction du processus apoptotique (Haimovitz-Friedman et al. 1994; von Haefen et
al. 2002), et un role de l'activation de LXR dans ce processus a déja été souligné
dans les cellules du cancer de la prostate (Pommier et al. 2010). Il serait donc
judicieux pour compléter notre étude, de regarder 'effet qu’exercent les agonistes de
LXR sur ces zones dans le modéle MCF-7.

Le frein a l'utilisation des agonistes synthétiques de LXR chez 'lhomme réside
dans leur role dans l'activation de la lipogenése hépatique médiée par le facteur
SREBP-1c (Joseph et al. 2002) et leur effet hypertriglycéridémiant rapporté chez les
souris (Schultz et al. 2000). Il est toutefois intéressant de noter que les agonistes
synthétiques de LXR induisent la lipogenése d’'une maniére beaucoup plus puissante
que les oxystérols, dont certains sont méme capable de limiter I'effet de la voie de
lipogenese en inhibant la maturation du précurseur SREBP-1 (Radhakrishnan et al.
2007). Des études in vivo seraient donc nécessaires pour clarifier cette question
dans des modeles de cancer mammaire, en comparant l'effet sur la lipogenése

exercé par I'administration d’agonistes synthétiques et de stérols. D’'une maniére
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intéressante, une nouvelle molécule synthétisée récemment par une équipe
allemande, possédant une structure stilbénoide proche de celles des oxystérols et
nommeée « 2-[[4-[(E)-styryl]Jphenoxy]methylloxirane » ou « STX4 », a été rapportée
comme agoniste de LXR avec un effet anti-athérogéne et absence de [leffet
hypertriglycéridémiant indésirable (Feldmann et al. 2013). Il serait donc intéressant

d’étudier 'effet d’'une telle molécule sur notre modéle tumoral.

Une deuxiéme étude que nous avons réalisée a permis de montrer que l'acide
gras t9,t11-CLA serait un agoniste de LXR capable d’inhiber d’'une maniére
considérable la prolifération des cellules MCF-7, en agissant notamment sur le
contenu cellulaire et membranaire du cholestérol (publication 2). Les acides gras
CLA, qui sont présents dans certains aliments d’origine animale comme les produits
laitiers et la viande provenant des ruminants, sont bien documentés pour leur réle
anti-tumoral, notamment dans le cancer du sein. Cependant, la plupart des études
ont testé les 2 isomeres majoritairement trouvé dans les aliments (c9,t11-CLA et
t10,c12-CLA) (Ip et al. 2000; Masso-Welch et al. 2002; Tanmahasamut et al. 2004,
Albright et al. 2005), et peu d’études se sont intéressées a étudier des isomeres
minoritaires comme le t9,t11-CLA qui a été auparavant rapporté comme agoniste de
LXR (Ecker et al. 2009).

Nous avons comparé l'effet de ces 3 isomeéres sur les cellules MCF-7 et nos
résultats montrent un effet inhibiteur de la prolifération plus marqué avec le t9,t11-
CLA qgu’avec les 2 autres isomeres, ce qui est cohérent avec des précédentes
observations sur d’autres lignées tumorales (De la Torre et al. 2005; Beppu et al.
2006; Coakley et al. 2006). L'originalité de ce travail réside dans l'activation de
certains genes cibles de LXR jouant sur le métabolisme du cholestérol par I'isomére

t9,t11-CLA, ainsi que la baisse remarquable du contenu cellulaire et membranaire en
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cholestérol observée en microscopie confocale et qui accompagne son effet sur la
prolifération et I'apoptose des cellules MCF-7. Il serait toutefois intéressant de
confirmer que cet effet dépend uniquement de LXR, en réalisant par exemple des
transfections par un siRNA spécifique inhibant I'expression de LXR dans les cellules
MCF-7.

Il est aussi indispensable de tester I'effet d’'une supplémentation du t9,t11-CLA
dans des régimes alimentaires attribués a des modéles in vivo de cancer mammaire.
Le défi auquel il faudra faire face dans une telle expérimentation sera de produire
des quantités suffisantes de cet isomére minoritaire dans les aliments pour permettre
une supplémentation dans des modeéles in vivo. Il faut toutefois noter que cet
isomére peut étre produit a partir de l'acide linoléique par des bactéries du rumen
(Wallace et al. 2007), des bactéries lactiques (Ogawa et al. 2005), ainsi que par des
bifidobactéries intestinales chez 'homme (Coakley et al. 2006; O'Shea et al. 2012),
ce qui laisse entrevoir des stratégies possibles de production de cet acide gras et

avoir ainsi les quantités requises a une supplémentation alimentaire chez I'animal.

Enfin dans une troisieme étude, nous avons utilisé une nouvelle approche
originale qui consiste a activer le facteur LXR dans une lignée macrophagique et
tester le milieu de culture conditionné des macrophages sur les cellules cancéreuses
MCF-7. Nous avons porté une attention particuliere a I'ApoE secrétée par les
macrophages sous linfluence de LXR (publication 3). L’ApoE a déja montré des
effets bénéfiques dans certaines lignées tumorales (Vogel et al. 1994; Kojima et al.
2005; Bhattacharjee et al. 2011; Mulik et al. 2012). Curieusement d’autres études ont
montré qu’elle est indispensable pour la prolifération et la survie d’autres lignées
tumorales, comme le cancer de l'ovaire (Chen et al. 2005) et I'adénocarcinome

pulmonaire (Su et al. 2011). Par conséquent, il semble que cette dualité d'activité de
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'ApoE sur les cellules cancéreuses serait tissu-spécifique, et sa relation avec
certains types de cancer est encore un sujet de débat.

Nos résultats ont révélé des effets anti-prolifératifs et pro-apoptotiques des
macrophages activés par des agonistes de LXR sur les cellules MCF-7. De plus,
I'inhibition de I'’ApoE par une transfection par un siRNA spécifique a démontré que
cette protéine est impliquée dans les effets observés sur les milieux conditionnés des
macrophages.

Pour compléter notre étude, il serait intéressant de déterminer I'état de 'ApoE
associée ou non a des lipides, et par la suite étudier les mécanismes cellulaires
impliqués dans l'effet de 'ApoE sur la croissance tumorale. La diminution de la
prolifération serait-elle une conséquence de [linhibition d’'une voie de survie
cellulaire ? Ou la conséquence d’'un efflux massif de cholestérol médié par I'’ApoE
macrophagique ?

Comme nous l'avons décrit dans les parties précédentes, [l'utilisation des
macrophages dans lI'immunothérapie anti-tumorale et dans la thérapie génique a
déja montré des effets prometteurs (Lucas et al. 2003; Taniguchi et al. 2010). Dans
cette étude nous avons voulu cibler les macrophages qui sont supposés étre
abondants dans le microenvironnement des tumeurs en activant le récepteur LXR.
La limite de notre étude réside dans le modele monocytaire utilisé (THP-1) qui, bien
qu’il soit differencié en macrophages avec du PMA, est originaire d’'une lignée
leucémique humaine (Tsuchiya et al. 1980). Il serait intéressant afin de compléter
notre étude d’utiliser des macrophages isolés a partir du sérum humain.

Ce projet s’inscrit dans la problématique générale de [linfluence des
nutriments sur le développement des cancers. L'un des acteurs clés pouvant

expliquer l'interaction de ces nutriments avec le développement des tumeurs est le

118



Conclusions et Perspectives

récepteur nucléaire LXR. L’apport nutritionnel en acides gras CLA et en stérols
semble jouer un rble primordial dans ce contexte. Nos résultats obtenus dans la
lignée cancéreuse mammaire MCF-7 proposent que leur effet anti-prolifératif est
médié, au moins en partie, via une activation de la voie de l'efflux du cholestérol,
privant ainsi les cellules de ce lipide abondant dans leurs membranes et nécessaires
a leur survie. Toutefois, un ciblage de cette voie par une approche nutritionnelle reste
a définir dans un modele in vivo de cancer mammaire. La confirmation éventuelle de
'influence de LXR sur le devenir de la pathologie mammaire ainsi qu’une meilleure
compréhension de son rble sur le métabolisme lipidique et sur le
microenvironnement tumoral, permettront d’approfondir une nouvelle voie de

recherche thérapeutique.
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Fiche techniqgue 1 : Culture cellulaire

1. Lignée MCF-7

C’est la lignée tumorale mammaire la plus utilisée dans les laboratoires de
recherche. Elle doit son nom a Michigan Cancer Foundation-7, qui est l'institut ou la
lignée a été établie en culture in vitro en 1973 au septieme essai a partir d’'une
patiente agée de 69 ans et atteinte d'un cancer du sein métastatique (Soule et al.
1973). Il s’agit d’un cancer de type canalaire invasif dont les cellules sont originaires
de I'épanchement pleural prélevé chez la patiente en question. La principale
caractéristique de cette lignée est qu’elle exprime les récepteurs aux cestrogénes et
a donc une réponse proliférative aux cestrogénes. On parle d’'une lignée ER+

(Estrogen Receptors — positive).

Les cellules sont maintenues dans le milieu de culture Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) supplémenté avec du sérum de veau feetal (SVF) a 10%, de
glutamine a 1% et en antibiotiques Pénicilline/Streptomycine a 1%. Elles sont
incubées a 37°C sous une atmosphere 5% CO,. Les cellules MCF-7 sont des
cellules adhérentes, et doivent étre décollées avec la trypsine-EDTA avant les

ensemencements et les repiquages.

1.1. Traitement a la trypsine / Repiquage des cellules MCFE-7

- Retirer le milieu de culture (DMEM / 10% SVF) de la flasque de 75 cm2.

- Rincer la flasque avec du PBS pour éliminer les résidus de SVF qui pourraient
inhiber I'action de la trypsine.

- Ajouter 1,5 mL de trypsine-EDTA et répartir sur toute la surface de la flasque.

- Incuber 2-3 min a 37°C pour optimiser I'activité de I'enzyme.

- Ajouter 8,5 mL de DMEM/10% SVF pour inhiber la réaction de la trypsine et pour
homogénéiser les cellules en suspension.

- Faire un comptage sur cellule de Malassez.

- Centrifuger la suspension cellulaire pendant 5 minutes a 800 rpm.
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- Retirer le surnageant et resuspendre le culot dans un volume de milieu de culture
selon les besoins de dilution.

- Ajouter du milieu de culture dans la flasque gsp 12 mL.

2. Lignée THP-1

Ce sont des cellules dérivées du sang périphérique d’un patient atteint d’'une
leucémie aigue monocytaire (Tsuchiya et al. 1980). En culture, il s’agit de cellules en
suspension pouvant se différencier en macrophages adhérentes aprés incubation

avec le phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Auwerx et al. 1988).

Les cellules sont maintenues dans le milieu de culture Roswell Park Memorial
Institute medium (RPMI) 1640 supplémenté avec du SVF a 10%, de glutamine a 1%
et en antibiotiques Pénicilline/Streptomycine a 1%. Elles sont incubées a 37°C sous
une atmosphere 5% CO.. Lorsqu’elles sont a 80 — 90% de confluence, la suspension
cellulaire et récupérée et les cellules sont centrifugées pendant 5min a 800 rpm, puis
diluées dans la flasque de facon & avoir une concentration finale supérieure a 3.10°
cellules/mL.

La différenciation des cellules THP-1 en macrophages adhérentes est réalisée dans
des plaques grace au phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA). Trois jours avant un
traitement avec les agonistes de LXR ou avec les CLA, ou avant une transfection
avec les siRNA, les cellules sont incubées avec du PMA 100 nM. Une fois les
cellules différenciées, le milieu est retiré et remplacé par les milieux contenant soit

les agonistes de LXR, soit les siRNA.
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Fiche technique 2 : Transfection siRNA

1. Principe

Il existe des séquences dans ’ARN messager (ARNm) qui sont complémentaires et
qui forment une boucle et donc un ARNmM double brin. Cette configuration est
reconnue par 'enzyme DICER qui va couper 'ARN de fagon asymétrique pour
donner deux segments d’ARN simple brin de 20 a 21 nucléotides. Le complexe RISC
compose d’'une protéine de la famille des Argonautes (Ago) et d’'une hélicase, va se
lier aux segments d’ARN appariés pour les séparer en simple brin, en ne gardant
que le brin complémentaire a ’ARNm cible, l'autre sera quand a lui dégradé. Le
complexe RISC-siRNA activé, peut se fixer TARNm complémentaire au siRNA

induisant soit sa dégradation soit un blocage temporaire de la traduction.

2. Protocole

Précaution : gants, solutions RNase free et manipuler en conditions stériles.

- Le jour de la transfection il faut 2 a 5.10° cellules/puit (environ 60 & 80%
confluentes) de cellules THP-1 différenciées en plaque 6 puits.

- Pour chaque puit: mélanger 5 yL siRNA a 500 yL d’Opti-MEM et 10 pL de
Lipofectamine. (Les volumes correspondent a une transfection de siRNA a 10nM)

- Incuber 20-30 minutes a température ambiante.

- Retirer le milieu de culture et laver au PBS.

- Ajouter 1.485mL de RPMI + 1% Glutamine (sans SVF et sans antibiotiques)

- Ajouter tout le mélange (siRNA + Opti-MEM + lipofectamine) aux cellules THP-1.

- Incuber 14 a 24h a 37°C 5% CO..

- Retirer le surnageant des cellules.

- Laver au PBS

- Mettre du milieu de culture RPMI+ 10% SVF + % PS + 1% Glutamine.

- Incuber 24h a 37°C 5% CO, (obtenir du milieu sans lipofectamine).

- Récupérer les surnageants et congeler a -80°C pour des utilisations ultérieurs.
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Fiche technique 3 : Test MTT

1. Principe

Le réactif utilisé est le sel de tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) qui est réduit, par la succinate déshydrogénase
mitochondriale des cellules vivantes actives, en formazan, un précipité de couleur
violette. La quantité de précipité formée est proportionnelle a la quantité de cellules
vivantes (mais également a l'activité métabolique de chaque cellule). Les précipités
de formazan violets formés sont dissous dans du DMSO (diméthylsulfoxyde). Un
simple dosage de la densité optique a 570 nm permet de connaitre la quantité

relative de cellules vivantes et actives métaboliquement.

2. Protocole

- Ensemencer les cellules MCF-7 dans des plaques 96 puits & 10 000 cellules pour
un volume final de 200 yL DMEM / 10% SVF par puit.

- Laisser les cellules adhérer pendant la nuit.

- Retrier les milieux DMEM / SVF puis rajouter les divers traitements (T0901317 a 20
UM, 22(R)-HC a 2 pg/mL ou isoméres CLA a 50 uM dans DMEM / 0,1% BSA) ou les
surnageants THP-1 conditionnés, avec un volume final de 200 uL par puit.

- Incuber pendant 24 et/ou 48 heures a 37°C.

- Retirer 100uL de milieu, ajouter 50uL de MTT (a 2.5mg/mL) dans chaque puit et
laisser Incuber 4h & 37°C.

- Ajouter 200uL de DMSO a chaque puit et bien homogénéiser. La lecture se fait a

570nm dans un spectrophotometre.
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Fiche technigue 4 : Evaluation de la mort cellulaire par marguage
au 7-AAD

1. Principe

Le 7-AAD (7-Aminoactinomycin D) est un agent fluorescent qui s’intercale dans
'ADN double brin lorsque les membranes des cellules sont rompues ou
perméabilisées. De ce fait on peut utiliser le marquage au 7-AAD pour évaluer la
viabilité cellulaire sachant que juste les cellules apoptotiques émettront une

fluorescence.

2. Protocole

- Ensemencer les cellules MCF-7 dans des plagues 96 puits a 10 000 cellules pour
un volume final de 200 yL DMEM / 10% SVF par puit.

- Laisser les cellules adhérer pendant la nuit.

- Retrier les milieux DMEM / SVF puis rajouter les divers traitements (T0901317 a 20
UM, 22(R)-HC a 2 pg/mL ou isoméres CLA a 50 uM dans DMEM / 0,1% BSA) ou les
surnageants THP-1 conditionnés, avec un volume final de 200 pL par puit.

- Incuber pendant 24 et/ou 48 heures a 37°C.

- Retirer le surnageant de culture puis laver les cellules avec 50 uL de PBS par puit.

- Ajouter 50 uL de trypsine par puit et incuber 5 minutes a 37°C.

- Ajouter 150 yL de DMEM 10% SVF 1% PS et 1% Glutamine.

- Dans une nouvelle plaque 96 puits, mettre par puit :

- 5uL de 7 AAD (dilué au Ya dans du PBS), 100uL de suspension cellulaire et 95 L
(gsp 200 uL) de PBS/EDTA.

- Prévoir des puits pour les cellules non marquées.

- Effectuer la lecture au FACSArray.
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Fiche technique 5 : Dosage de ’ApoE par ELISA

1. Principe

La méthode ELISA est une technique immunologique destinée a détecter et/ou doser
une protéine dans un liquide biologique.

Une plaque est préparée et une quantité connue d'anticorps de capture est ajoutée
pour qu’il se fixe au fond des puits, c’est I'étape de « coating » de la plaque.
L'échantillon contenant l'antigene est ajouté.

L’anticorps de détection est ajouté et va se lier a 'antigéne s’il est présent.

Les anticorps secondaires conjugués a l'enzyme sont ajoutés et vont se lier a
I'anticorps de détection.

Le substrat de I'enzyme est ajouté et est convertit par 'enzyme sous une forme
détectable (colorée ou fluorescente.)

Le résultat est analysé « a I'ceil » ou dans un spectrophotomeétre spécialement concu

pour accepter directement les plagues de 96 puits.

2. Protocole

Le protocole est fourni avec le kit ELISA-ApoE (Mabtech).

- Déposer 100 pL d’anticorps monoclonal anti-ApoE dilué a 2 ug/ml dans du PBS, pH
7.4.

- Incuber toute la nuit & 4°C.

- Laver 4 fois avec 200 uL de PBS.

- Déposer 200 uL/puit de tampon d’incubation qui permet de saturer les puits

- Incuber 1h a température ambiante.

- Laver 5 fois avec 200 yL de PBS-tween (étape de ringcage).

- Préparer la gamme de standards d’ApoE de 0,1 a 10 ng/mL dilués dans du tampon
d’incubation a partir de la solution mére d’ApoE reconstituée dans du PBS a 5 pg/ml.
- Ajouter 100 pL/puit de standards et d’échantillons qui vont se fixer a I'anticorps au
fond des puits.

- Incuber 1 a 2h a température ambiante puis laver (étape de rincage).
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- Ajouter 100 uL/puit d’anticorps monoclonal anti-ApoE couplé a la biotine (anticorps
de détection qui se fixe a 'ApoE) dilué a 1 ug/ml dans le tampon d’incubation.

- Incuber 1h a température ambiante puis laver.

- Mettre 100 uL/puit de Strepatvidine-HRP (anticorps secondaire lié a la peroxydase
qui se fixe au premier anticorps) dilué au 1000°™® dans du tampon d’incubation et
laissons incuber 1h & température ambiante puis laver.

- Ajouter 100 pL/puit de la solution de substrat qui réagira avec la peroxydase des
anticorps fixes.

- Incuber la plaque dans le spectrophotometre a 37°C.

- Lire la densité optique a 450 nm a 10, 20, et 30 minutes.

- Pour évaluer la quantité de I'ApoE par rapport aux protéines cellulaires totales, un

dosage protéine par la méthode BCA est effectué.
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Fiche technique 6 : Extraction d’ARN — Méthode du Trizol

1. Principe

Le réactif Trizol est prét a I'emploi pour l'isolation d’ARN total de tissus ou de
cellules. C’est une solution de phénol et de guanidine isothiocyannate qui
maintiennent l'intégrité de 'ARN durant toutes les étapes d’extraction. Le produit est

commandé chez Invitrogen.
2. Protocole

Les volumes décrits ci-dessous sont pour un échantillon provenant de cellules en
plaque 6 puits (5 x 10° cellules/puit pour MCF-7 et 1 x 10° cellules/puits pour THP-1
ensemenceées toute la nuit puis traitées pendant 24 heures avec les agonistes de

LXR ou les isomeres CLA ou les milieux de culture conditionnés).

Homogénéisation :
- Retirer le milieu de culture des puits.
- Ajouter 1 mL de Trizol par puit et laisser incuber 1-2 min a température ambiante.

- Récupérer la solution Trizol-cellules et la transférer dans des tubes eppendorf.

Phase de séparation :

- Ajouter 200 pL de chloroforme dans chaque échantillon et mélanger
vigoureusement.

- Incuber 2-3 min a température ambiante.

- Centrifuger 15 minutes a 4°C et 12 000 g. Cette étape permet de séparer la phase

organique et la phase aqueuse qui contient les ARN.

Précipitation de 'ARN -
- Récupérer exclusivement la phase aqueuse dans des tubes neufs.
- Ajouter 500 pL d’isopropanol puis incuber 10 minutes a température ambiante.

- Centrifuger 5 minutes a 4°C a 7 500g.

150



Lavage des ARN :
- Eliminer le surnageant.
- Laver le culot en ajoutant 1ml d’éthanol absolu 75 %.

- Vortexer et centrifuger 5 minutes a 4°C a 7 500g.

Dissolution de 'ARN
- Enlever le surnageant et laisser sécher en laissant le tube ouvert.

- Ajouter 10 uL d’eau RNase free et stocker si besoin a -20°C.

Dosage de 'ARN

La concentration d’ARN de chaque échantillon est déterminée a laide du
spectrophotometre Nanodrop ND1000. Il permet de travailler sur des petits volumes
de 1 pL et les données sont présentées sous forme de spectre. Il mesure la quantité
d’ARN et d’ADN (A260) et de la pureté des échantillons (260/280 ratio).
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Fiche technique 7 : RT-PCR

1. La transcription inverse (RT)

1.1. Principe

L’objectif de cette méthode est de produire des ADN complémentaires a partir d ARN
messagers extraits d'un tissu ou de cellules sous l'action d’une transcriptase reverse
généralement provenant de retro-virus. C’est une ADN polymérase ARN dépendante
qui utilise 'TARN comme matrice pour catalyser la synthése du brin d’ADNc a partir
d’'une amorce. Souvent, on utilise une séquence polyT comme amorce qui va se fixer

a la queue polyA des ARNm eucaryotes.

1.2 Protocole

Dénaturation :
- 1 yL I’ARN de concentration 1 pg/pL ; 1uL de dNTP a 10nM ; 0,5uL de random
primer (250mg) ; 11,5 pL d’eau stérile (qsp 14 uL)

- Incuber dans le thermocycleur a 70°C pendant 5 minutes.

Hybridation et transcription inverse :

- Ajouter a chaque tube 6L de tampon de transcription contenant :

4uL de buffer 5X; 1uL de DTT ; 1uL de I'enzyme superscript (ou bien 1uL d’eau
stérile pour les contrdles négatifs).

- Incuber dans le thermocycleur a 50°C pendant 45 minutes.

2. PCR quantitative

2.1. Principe

La PCR est une méthode qui permet de copier en grand nombre une séquence

d’ADN ou un géne a partir d’'une faible quantité, a l'aide d’'un couple d’amorces
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spécifiques du fragment d’intérét. A la fin de la PCR, les éléments de la réaction
deviennent limitants et la production d’amplicons n’est plus exponentielle. C’est
pourquoi la quantification se fait lors de la phase exponentielle.

Le supermix SYBR Green de chez Bio-Rad est utilisé pour la PCR en temps réel. Le
SYBR Green est un fluorochrome qui s’intercale entre les molécules d’ADN double
brin et permet donc de suivre 'amplification d’ADN par mesure de la fluorescence
dans la gamme d’émission du SybrGreen. Dans ce supermix il y a également en
qguantité suffisante de la iTag ADN polymérase (enzyme qui permet de synthétiser de
'ADN a de hautes températures), des dNTP et un tampon stabilisateur contenant du
MgCl2.

2.2. Protocole

Préparation des mix (par puit) :

- Amorce sens (2,5 uM) : 1,5 yL

- Amorce antisens (2,5 M) : 1,5uL
- SYBR Green supermix : 7,5 pL

- Ajouter & chaque puit 5uL d’ADNc 5uL dilué au 40°™ et 10uL de mélange
contenant le SYBR Green supermix et les amorces du gene a quantifier.

- Les séquences des différentes amorces utilisées sont présentées dans le tableau

ci-dessous.

Géne Amorce sens Amorce antisens
B-actine TGCTATCCAGGCTGTGCTATCC GCCAGGTCCAGACGCAGG

ApoE CTGCGTTGCTGGTCACATTCC CGCTCTGCCACTCGGTCTG

BAX ACCGTGACCATCTTTGTG AAAACACAGTCCAAGGCA

Bcl-2 AGGAGCTCTTCAGGGACGG CGGACTCCACACACATGACC
ABCG1 CAGGAAGATTAGACACTGTGG GAAAGGGGAATGGAGAGAAGA
ABCAl TCAGTGGGATGGATGGCAAAG TCCGACTCCGTCTGGCAATTA

ARL7 CAAGCTCTATGAGATGATCCTGAA CAGCTCCTTAAGTCACCAGTCC

HMG-CR TAACTCCTCCTTACTCGATAC AATAGATACACCACGCTCAT
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- Utiliser le thermocycleur MyiQ2 Real-Time PCR Detection System avec le

programme suivant :

Cycle | Répétition | Etape | Temps | Température | PCR/Melt | Température | End
(min) | (°C) Delta change temperature
Acquisition
1 1
1 5 95
2 45
1 0.30 95
2 0.30 60 Real Time
3 81
1 0.10 55 Melt Curve | 0.5 95
4 1
1 o0 15

- L’expression des génes étudiés est analysée grace a la méthode de quantification

relative dite « méthode des delta Ct (AAct) » .

Cette méthode permet d’évaluer

I'expression d’un géne d’intérét par rapport a un géne témoin comme la 3-actine.
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Fiche technique 8 : Evaluation de I’efflux du cholestérol

1. Principe

Le test se base sur la technique mise au point par I'équipe de Rothblat en 1994
permettant de mesurer 'efflux du cholestérol cellulaire (de la Llera Moya et al. 1994).
Il consiste & marquer les cellules (MCF-7) avec du cholestérol radiomarqué ([1,2]->H-
cholestérol), puis doser la radioactivité émise dans le milieu de culture aprés

incubation avec les différents traitements d’intérét.

2. Protocole

- Ensemencer cellules MCF-7 dans plaque 24 puits (1 x 10° cellules/puit ; Vf= 500pL)
pendant toute la nuit.

- Incuber cellules avec 1 pCi/ml de [1,2]-*H-cholestérol dilué dans DMEM / 10% SVF
pendant 24h.

- Remplacer le milieu avec du DMEM / 0,1% BSA pendant 24 heures pour que le
cholestérol tritié se répartisse dans tous les compartiments cellulaires.

- Incuber les cellules avec les agonistes de LXR [T0901317 & 20 uM ou 22(R)-HC a
2 pg/mL] pendant 24h.

- Incuber les cellules toute la nuit avec les accepteurs extracellulaires (HDL a 50
pug/mL ou apoAl a 25 pug/mL) dilués dans du DMEM sans sérum.

- Recueillir le milieu extracellulaire, le centrifuger puis mesurer la radioactivité (cpm)
émise apres rajout de liquide de scintillation et comptage au Hidex 300 SL.

- Quantification de la radioactivité cellulaire aprés extraction des lipides totaux a

I'isopropanol.

La radioactivité totale du puit est la somme de la radioactivite¢ cellulaire et
extracellulaire. L'efflux est définit comme étant le pourcentage du cholestérol

radiomarqué libéré des cellules dans le milieu extracellulaire :

Ef flux (%) = Radioactivité extracellulaire 100
A= Radioactivité totale
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Fiche technique 9 : Extraction de protéines

Les volumes décrits ci-dessous sont pour un échantillon provenant de cellules en
plaque 6 puits (5 x 10° cellules/puit pour MCF-7 et 1 x 10° cellules/puits pour THP-1
ensemenceées toute la nuit puis traitées pendant 24 heures avec les agonistes de

LXR ou les isoméres CLA ou les milieux de culture conditionnés).
Protocole

- Garder les cellules le maximum du temps dans le froid (glace).

- Laver les cellules au PBS

- Ajouter 200 yL de tampon RIPA par puit qui contenant les inhibiteurs des protéases
(aprotinine et PMSF).

- Mettre sous agitation pendant 30 minutes a 4°C.

- Récupérer la suspension cellulaire dans le tampon et la transférer dans des tubes
eppendorf pré-refroidis

- Centrifuger 30 minutes a 4°C a 12000 g.

- Récupérer le surnageant et le transférer dans un nouveau tube.

Dosage des protéines par la méthode BCA

Cette technique consiste a doser la quantité de protéines présentes dans les
échantillons en prenant comme référence la BSA (=Sérum Albumine Bovine). Une
courbe d’étalonnage de densités optiques est obtenue avec cette protéine a
différentes concentrations connues grace a une coloration du milieu.

Le BCA Working Reagent est utilisé pour le dosage des protéines car il contient le
Reagent B SIGMA (copper (Il) sulphate pentahydrate). Celui-ci apporte du cuivre
Cu®" au milieu qui sera réduit par les protéines. Plus il y aura de protéines, plus la
coloration sera importante. Le Reagent A SIGMA (acide bicinchonic) est un produit
trés chromogeéne, spécifiqgue du Cu'*, formant un complexe violet avec un maximum

d’absorbance a 562 nm.

- Préparer une gamme de BSA dans des tubes eppendorfs .
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- Déposer 10 yL de standards, d’échantillons dans une plaque 96 puits a fond plat.

- Ajouter 200 pL de BCA par puit contenant le réactif B dilué au 50°™ dans le réactif
A.

- Recouvrir la plaque et incuber a 37°C pendant 30 minutes.

- Faire une mesure d’absorbance a 540 nm avec un lecteur de plaque.

Volume de standard BSA Volume de tampon en pL Concentration finale de BSA
(2mg/ml) en pL (RIPA+Aprotinine + PMSF) en mg/ml
(ML)

5 95 0.1
10 90 0.2
20 80 0.4
30 70 0.6
40 60 0.8
50 50 1

60 40 1.2
70 30 1.4
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Fiche technique 10 : Electrophorése sur gel SDS-page

1. Principe

Cette technique se base sur la migration des protéines sur gel de polyacrylamide en
fonction de leur taille. Les protéines sont séparées par électrophorese en gel de
polyacrylamide en présence de dodécylsufate de sodium (SDS). Ce détergent réagit
avec les protéines en donnant la méme charge a toutes les protéines et les
complexes micellaires formés se séparent en fonction du poids moléculaire (PM) de
la protéine. Le B-mercaptoéthanol ajouté aux échantillons permet de casser les ponts
disulfures au sein des protéines et permet donc avec le SDS de linéariser les

molécules.

2. Solutions et préparations biologigues

- Protéines des échantillons.

- Tampon Laemmli 5X (5 mL de Tris / HCI 0,5M pH 6.8, 2 g de SDS, 4 g de glycérol,
5 mL de B-mercaptoéthanol, 1.25 mL de Bleu de bromophénol a 1%, qsp 20 mL
d’eau Ultra pure)

- Tampon de migration (Tris 3 g/L, glycine 14,4 g/L et SDS 1 g/L)

- Marqueur de taille (Bio-Rad) : Precision Plus Protein™ Dual Color Standards

- Gels pré-coulés 4-15% ou 10% (Bio-Rad).

- B-mercaptoéthanol

3. Protocole

- Préparer les échantillons avec du tampon échantillon contenant du (-
mercaptoéthanol dilué au 1/20, afin de déposer la méme quantité de protéines dans
chaque puit.

- Se servir du dosage BCA : a partir de la plus petite concentration dans 20 pL, il faut
calculer le volume a prélever des autres échantillons pour avoir la méme quantité de
protéines et compléter avec du tampon d’échantillon jusqu’a 25 pL.

- Placer les échantillons pendant 10 minutes a 110°C .
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- Remplir la cuve d’électrophorese de tampon de migration au 2/3 et entre les gels
jusqu’en haut des puits.

- Déposer les échantillons et le marqueur de taille dans les puits a I'aide d’'une micro
seringue.

- Faire migrer a 200V pendant environ 40 minutes.
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Fiche technique 11 : Western-Blot

1. Principe

Les protéines plasmatiques séparées par électrophoreses sont transférées sur une
membrane de nitrocellulose ou de PVDF a l'aide du TRANS-BLOT TURBO (Bio-
Rad). Les protéines ainsi immobilisées peuvent étre colorées ou marquées par un
ligand ou un anticorps spécifique et étre visualisées. La méthode permet donc de
détecter et de quantifier des protéines dans un échantillon.

2. Solutions et préparations biologigues

- Tampon de saturation : lait (5%) et TBS 1X (Tris Buffer Saline) tween20 a 0.1%.
- Tampon de dilution : lait-TBS 1X tween20 (0.1%).
- Tampon de lavage : TBS 1X (Tris Buffer Saline) tween20 a 0.1%.

- Les anticorps primaires et secondaires (couplés a la peroxydase).

Anticorps primaire Espece Anticorps secondaire
Bax 1000°™ Souris 2000°™
Bcl-2 1000°™® souris 2000°™
ABCG1 500°™° Lapin 3000°™
ApoE 250°™ Chévre 1000°™®
ApoE 500°™M¢ Lapin 3000°™
ApoAl 500°™M¢ Chévre 1000°™®
B-actine 2000éme souris 2000°™®

- Kit Uptilight US HRP WB contenant le réactif A (58372A) et le réactif B (58372B)

(Interchim).
3. Protocole
Transfert

- Placer le gel sur la membrane et la recouvrir de papier Whatman déja humidifié.
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- Placer 'ensemble (papiers Whatman + gel) dans la cassette prévu pour l'utilisation
de l'appareil Trans-Blot Turbo.

- Choisir le programme adéquat a I'expérience.

Saturer la membrane dans le tampon de saturation pendant 2h a température

ambiante ou toute la nuit a 4°C.

Incubation avec l'anticorps primaire

- Incuber la membrane avec un anticorps primaire dirigé contre la protéine d’intérét,
dilué dans du tampon de dilution, pendant 2h a température ambiante et sous
agitation.

Incubation avec l'anticorps secondaire

- Rincer 3 fois la membrane pendant 10 minutes avec du tampon de lavage.

- Incuber la membrane avec un anticorps secondaire dirigé contre les IgG du premier
anticorps utilisé, pendant 2h a température ambiante et sous agitation.

- Rincer 3 fois la membrane pendant 10 minutes avec du tampon de lavage.

Révélation
Tous les anticorps secondaires utilisés sont couplés a la peroxydase et sont révélés
par le kit Uptilight US HRP WB (Interchim).

- Mélanger le réactif A dilué au % dans du réactif B.
- Mettre le mélange sur la membrane et bien répartir sur toute la surface.
- Laisser incuber 1 min a I'abri de la lumiére.

- Révélation.
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Récepteur nucléaire LXR et cancer du sein: Coopération avec les
macrophages. Etudes in vitro sur les modéles MCF-7 et THP-1

Les nutriments lipidigues peuvent intervenir dans la modulation des cancers en interagissant
avec leurs récepteurs nucléaires. Parmi ces récepteurs, nous avons étudié le role du facteur
nucléaire Liver X Receptor (LXR) dans un modéle cellulaire de cancer du sein (MCF-7). LXR
joue un réle essentiel dans 'homéostasie lipidique et notamment dans le transport inverse du
cholestérol, permettant le retour de ce lipide des tissus périphériques vers le foie. D’autre part,
certains isomeres conjugués de l'acide linoléique (CLA) présents dans les aliments comme les
produits laitiers et la viande des ruminants, et dont le pouvoir anti-tumoral est bien documenté,
ont récemment été présentés comme activateurs potentiels de LXR. Nos travaux ont permis de
confirmer l'importance de I'activation de la voie LXR par un agoniste synthétique (T0901317) et
stérolique [22(R)-HC] et par I'isomére t9,t11-CLA pour inhiber la prolifération cellulaire et induire
'apoptose dans les cellules MCF-7. Nous avons montré que l'apolipoprotéine E macrophagique
sécrétée sous l'influence de LXR serait impliquée dans les effets anti-prolifératifs observés.
Nous supposons que l'augmentation de l'efflux du cholestérol aprés activation de LXR,
accompagnée d’une privation membranaire de ce lipide, serait responsable, au moins en partie,
des effets anti-prolifératifs observés. Nous proposons dans ce travail une nouvelle voie de
recherche thérapeutique ainsi qu’'une nouvelle approche pharmacologique et nutritionnelle
utilisant les CLA pour la prévention contre le cancer du sein.

Mots-clés : LXR, efflux du cholestérol, CLA, cancer du sein.

Nuclear receptor LXR and breast cancer: Cooperation with macrophages. In
vitro studies on MCF-7 and THP-1 models

Lipid nutrients are involved in the modulation of cancer by interaction with their nuclear
receptors. Among these receptors, we chose to investigate the role of Liver X Receptor (LXR) in
a breast cancer in vitro model (MCF-7). LXR is known to play an essential role in lipid
homeostasis, particularly in reverse cholesterol transport, allowing the transport of this lipid from
peripheral tissues to the liver. On the other hand, conjugated linoleic acids (CLA), found in
foods such as dairy products and ruminant meat, and whose anti-tumor effects are well
documented, were recently presented as potential activators of LXR. Our work has confirmed
that activation of LXR pathway by synthetic (T0901317) and sterolic [22(R)-HC] agonists and by
t9,t11-CLA, is important to inhibit cell proliferation and induce apoptosis in MCF-7 breast cancer
cells. We showed that macrophagic apolipoprotein E secreted after LXR activation is involved in
the anti-proliferative effects. We suggest that the increased cholesterol efflux after LXR
activation, associated with cholesterol membrane deprivation, could be responsible for the
observed anti-proliferative effects. We propose in this work a new therapeutic research area
and a new pharmacological and nutritional approach using CLA for the prevention against
breast cancer.

Keywords: LXR, cholesterol efflux, CLA, breast cancer.




