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|. Introduction

A. Contexte général

a. Les lipides

Les lipides constituent une des classes de macronutriments les plus
importante dans notre alimentation. lls représentent 35 a 40% de |'apport
énergétique guotidien. Notre alimentation comporte des matieres grasses
dites visibles, correspondant aux huiles et matiéres grasses
d’'assaisonnement, de cuisson, a tartiner, ... (beurres, margarines,
mayonnaises,...) et des matieres grasses dites « cachées » qui sont
présentes naturellement dans les produits animaux (viandes, poissons,
fromages, ...}, végétaux (huiles, graines, ...) ou ajoutées lors du processus
de fabrication (plats cuisinés, viennoiseries, chocolats, ...} (1). On estime
gue deux tiers des lipides de notre alimentation correspondent a des
graisses cachées (2).

Les lipides possedent deux réles majeurs dans I'organisme :

- Unroéle structural : ce sont les principaux composants des membranes cellulaires.
- Un role énergétique : leur métabolisme (beta oxydation et lipogenése) permet la

synthese et le stockage d’énergie.

Les lipides sont classés en fonction de leurs structures et propriétés
biochimiques (3,4). On distingue :

- les lipides simples avec les acides gras (role énergétique, structural, inflammatoire...),
les triglycérides (réle énergétique) ou les stéroides (r6le structural, précurseurs
d’hormones stéroidiennes, vitamines D3 et sels biliaires),

- des lipides complexes, avec les glycolipides (reconnaissance et signalisation cellulaire)

ou les phospholipides (membranes).

Métabolisme des lipides

Les processus biologigues engagés dans le métabolisme des lipides incluent
la digestion, 'absorption, le transport, le stockage et 'utilisation des lipides
par I'organisme.
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Les lipides alimentaires sont dans un premier temps, émulsifiés par les sels
biliaires et hydrolysés en AG et monoglycérides (pour les triglycérides) ou
cholestérol libres (pour le cholestérol estérifié) par les lipases pancréatigues
et gastrigues. iis sont par la suite absorbés (pas tous les AG, seulement les
AG ayant plus de 12 carbones) par les entérocytes, réassemblés en
triglycérides et, avec le cholestérol, incorporés dans des chylomicrons
(lipoprotéines volumineuses). Ces lipoprotéines transportent les
triglycérides et le cholestérol dans la lymphe puis dans la circulation
sanguine. L'apoprotéine C-ll (Apo C-il) présente sur les chylomicrons active
la lipoprotéine lipase (LPL) convertissant la majorité des triglycérides (TG)
en AG et glycérol qui seront captés par les adipocytes et cellules
musculaires. Les chylomicrons rémanents regagnent ensuite le foie (Fig. 1)
{(5,6).

il existe également des lipoprotéines synthétisées par le foie, permettant le
transport des triglycérides endogenes et du cholestérol (Fig. 1) (5,6) :

- Les lipoprotéines de trés basse densité (VLDL) : elles permettent au foie d’exporter les
triglycérides synthétisés en exces. La LPL est activée par I'Apo C-1l présente a la surface
des lipoprotéines, et hydrolyse les TG afin qu’ils soient utilisés par les cellules.

- Les lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL) : ce sont les rémanents des VLDL,
elles sont riches en cholestérol et sont éliminées par le foie ou transformées en LDL
(lipoprotéines de basse densité) par la lipase hépatique.

- Les lipoprotéines de basse densité (LDL) : elles proviennent du métabolisme des VLDL
et IDL. Elles sont tres riches en cholestérol. Les LDL peuvent retourner au foie pour étre
éliminées. Elles sont capables d’aller vers les tissus périphériques afin de fournir du
cholestérol, notamment pour la synthése d’hormones, participer a la formation de
membrane plasmique ou étre stockés sous forme de cholestérol estérifiés. Certaines
peuvent également s’oxyder, attirant ainsi les monocytes grace a leur cholestérol. Ces
derniers se transforment en macrophages et se multiplient en cellules spumeuses
(présentant une forte quantité de cholestérol) et peuvent in fine étre a 'origine de la

formation de plaque d’athérome.

il y a également les lipoprotéines de haute densité (HDL) : leur réle
principal est de prendre en charge |'exces de cholestérol en vue de son
catabolisme par le foie (c'est ce que I'on appelle la voie inverse).
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LDL

VOIE EXOGENE

Figure 1 : Métabolisme des lipides. Fait avec Biorender®

b. Les Acides gras (AG)

L'unité de base des lipides est 'acide gras (AG). Les AG peuvent étre classés
biochimiguement en fonction de leur saturation ou de la longueur de leur
chaine carbonée.

Selon la longueur de la chaine carbonée :

- Les AG a chaine courte (ex : acide butyrique) (C4-C6) et moyenne chaine (ex : acide
caprique) (C7-C12) sont utilisés rapidement, comme source énergétique.

- Les AG a longue chaine (ex : acide palmitique, acide arachidonique) (C13-C22) sont les
composants principaux des membranes.

- Les AG a tres longue chaine (ex : acide lignocérique) (>C22) sont des composants

essentiels de la membrane des cellules nerveuses.
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Selon la saturation :

- Les AG saturés, ne présentent pas de double liaison. Ils possedent un role énergétique
et structurale.

- Les AG insaturés peuvent étre mono ou poly-insaturés en fonction du nombre de
double liaison. Au sein des AG insaturés, on distingue les acides gras cis (AGC) des
acides gras trans (AGT) en fonction de la conformation de la double liaison. On vy
retrouve les oméga-3 ayant leur premiere double liaison se situant sur la troisieme
liaison carbone-carbone en partant de I'extrémité opposé a la fonction carboxyle, les
oméga-6 (premiere double liaison sur la sixieme liaison carbone-carbone) et les
oméga-9 (premiere double liaison sur la neuviéme liaison carbone-carbone). Parmi les
oméga-3 on retrouve notamment l'acide eicosapentaénoique (EPA) et lacide
docosahexaénoique (DHA), présentent des propriétés anti-inflammatoires (réduction
des cytokines pro-inflammatoires) de protection nerveuse et cardiovasculaire
(diminution des triglycérides) (6,7). Les oméga-6, avec l'acide linoléique et I'acide
arachidonique, possedent un réle important dans la synthese de médiateurs pro-
inflammatoires (prostaglandines, leucotrienes) (8). Les oméga-9, avec I'acide oléique,
jouent également un rble de protection cardiovasculaire (réduction des LDL et

augmentation des HDL) (9).

Métabolisme des acides gras

Le métabolisme des AG concerne les processus de catabolisme (beta-
oxydation) et d’anabolisme (lipogenese) au sein des cellules.

Le catabolisme des AG correspond a I'oxydation de ces derniers, ayant pour
but de fournir de I'énergie sous forme d'ATP. Ce processus permet la
dégradation des AG en acétyl-CoA. Lors du processus d'oxydation, il y a
transformation de FAD en FADH2 et NAD en NADH2, NADH2 et FADH2 sont
ici des cofacteurs de réactions. Les AG sont, dans un premier temps, activés
par l'acyl-CoA synthase dans le cytosol, formant un acyl-CoA. lls sont
ensuite transportés dans la mitochondrie par la navette carnitine. Celle-ci
consiste a lier 'acyl-CoA a la carnitine par la carnitine acyl-transférase 1.
Une fois dans la matrice mitochondriale (via une translocase), la carnitine
acyl-transférase |l libere la carnitine de I"AG pour qu’il soit de nouveau
associé avec le Co-A. lls rentrent ensuite dans le cycle de beta oxydation
permettant la dégradation des AG en acétyl-CoA. Chague cycle permet le
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retrait de deux carbones, sous forme d’acétyl-CoA par quatre étapes:
oxydation (par l'acyl-CoA déshydrogénase), hydratation (par I'énoyl-CoA
hydratase), oxydation (par I'hydroxyacyi-CoA déshydrogénase) et thiolyse
(par la B-cétoacyl-CoA thiolase). Les acétyl-CoA produits sont ensuite utilisés
par le cycle de Krebs et permettent la synthése d'électrons (portés par le
NADH et FADH2 produits lors du cycle de Krebs et de beta oxydation), qui
seront utilisés par la chaine respiratoire de la mitochondrie afin de produire
de I'ATP (Fig. 2) (5,6,10).

Acide Gras + Coenzyme A

Niyl-CoA synthase

Acyl CoA

Arnitine Acyl-transférase |

Carnitine Acyl-carnitine

Carnitine Acyl-transférase Il

Acyl-CoA déshydrogénase

/_—\
FADH:

Acyl-CoA P

Carnitine

Déshydroacyl-CoA

Beta

FADH2 Acétyl-CoA oxydation

NADH + H*
B-cétoacyl-CoA Enoyl-CoA
thiolase hydratase

\ Beta-cetoacyl-CoA T H0

cle de NAD*

c{rebs wa-hydroxylacyl-CoA
\_/ Hydroxyacyl-CoA déshydrogénase

MITOCHONDRIE

Figure 2 : Catabolisme des acides gras — beta oxydation. Fait avec Biorender®

Concernant la lipogenese, elle se déroule majoritairement dans le foie mais
également dans les cellules adipeuses et permet le stockage d'énergie.
Celle-ci a lieu dans le cytosol des cellules a partir d’acétyl-CoA provenant
généralement de la dégradation du glucose, des AG ou de certains acides
aminés. L'acétyl-CoA est dans un premier temps transporté de la
mitochondrie vers le cytosol sous forme de citrate (condensation de I'acétyl-
CoA et d’oxaloacétate par la citrate synthase) a travers un transporteur puis
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reconvertit en acétyl-CoA (par la citrate lyase). Il va ensuite subir une

carboxylation par l'acétyl-CoA carboxylase pour devenir un malonyl-coA.
Puis I'AG sera synthétisé par [l'acide gras synthase, un compliexe
enzymatigue permettant I'ajout de carbones au malonyl-coA en quatre

étapes : condensation, réduction, déshydratation et réduction. Chague

cycle ajoute deux carbones a la chaine carbonée jusqu’'a obtenir I'acide

palmitique (C16} (Fig. 3) (5,6).

Glucose AG  Acides aminés

CATABOLISME

A

Acetyl-CoA

Oxaloacétate *Citrate synthase

.y ACIDE GRAS
Citrate Elongases / désaturases
Citrate lyase = Acetyl-CoA \ Acide palmitique (C16)
Acetyl-CoA carboxylase
Malonyl-CoA —\ Réduction

Déshydratation

Lipogénese

-/?écm on

Acide gras synthase

Condensation

CYTOSOL

Figure 3 : Anabolisme des acides gras — lipogeneése. Fait avec Biorender®

Les AG peuvent subir ensuite des transformations (5,6) :

- Elongation : par des élongases permettant I'ajout de carbones au bout de la chaine

carbonée a I'extrémité carboxylique.

- Désaturation : par des désaturases permettant la formation de double liaison.
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c. Les acides gras trans (AGT)

Origines des AGT

Les AGT sont des acides gras mono ou poly-insaturés présentant une double
liaison dans la conformation trans. Il existe 2 types d’AGT : les industriels
(AGTi} et les ruminants {(AGTr) dits naturels.

Les AGTi sont notamment produits dans l'industrie agroalimentaire lors de
I'hydrogénation partielle des huiles végétales ou de poissons riches en
acides gras polyinsaturés (AGPI) (11). L'AGTi majoritairement présent dans
les huiles végétales est I'acide élaidique (AE) ou t9 18:1 (Fig. 1), un AG
monoinsaturé, bien gu'il soit également produit naturellement de facon tres
minoritaire (12). On les retrouve dans de nombreux produits alimentaires
transformés tels que les plats préparés, les viennoiseries, les biscuits, les
aliments frits, ...

Les AGTr sont issus de la métabolisation bactérienne des AGP! dans le
rumen des animaux. L'AGT naturel le plus frequemment trouvé est ['acide
trans-vaccénique (AV) ou t11 18:1 (Fig. 4}, un AG monoinsaturé. On retrouve
également l'acide ruménique (AR) ou c¢9, t11 18:2, un acide gras
polyinsaturé, gui est le métabolite principal de I'AV par action d’une A9-
desaturase (Fig. 4) (12). L'acide ruménique appartient a la famille des acides
linoléigues conjugués (CLA), qui sont des isomeres de l'acide linoléigue
caractérisés par la présence de doubles liaisons conjuguées. Aujourd’hui,
dans 'alimentation, les principales sources d’AGT naturels et de CLA sont

les produits laitiers et la viande provenant des ruminants.
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Acide élaidique

Acide ruménique

HO N
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Figure 4 : Représentation chimique de I'acide élaidique, vaccénique et ruménique. Fait avec Biorender®

Utilisation industrielle

Les AGT possedent des propriétés physico-chimiques différentes des AGC.
lis présentent notamment une densité et un point de fusion plus élevés, ies
rendant moins sujets a I'oxydation. Lors du traitement des huiles par les
procédés industriels, des températures élevées modifient I'insaturation ¢is
en trans, permettant ainsi de transformer les graisses liquides a
température ambiante en graisses solides ou semi-solides. Cette conversion
est souhaitée car, comparativement a la configuration ¢/s, la conformation
trans stabilise I'oxydation, augmente le croustillant des produits frits,
apporte de la malléabilité aux pates, augmente la tartinabilité des produits
ou encore améliore le go(t en bouche, qui sont, entre autres, des propriétés

recherchées par I'industrie agroalimentaire (13).

B. Les AGT : un enjeu de santé publique

a. Risque cardiovasculaire

Depuis plusieurs décennies, un lien direct entre la consommation d'AGT et
'faugmentation des pathologies cardio-vasculaires a été établi. La
consommation élevée de graisses frans augmente le risque de déces de
34% (toutes maladies cardiovasculaires confondues), de déces par maladie
coronarienne de 28% et de survenue de maladie coronarienne de 21% (14).
La consommation de ces graisses induit une augmentation des taux des

lipoprotéines de faible densité LDL, une diminution des taux des
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lipoprotéines de haute densité ou HDL et modifie la composition de ces
lipoprotéines. On observe, sur des modeles /n vivo, une modulation de
I"activité du récepteur activé par les proliférateurs de peroxysome gamma
(PPAR-y) et de la lipoprotéine lipase (LPL) notamment, affectant le
métabolisme des lipides (15). lis induisent le développement de plaques
d’athérome et contribuent au développement de I’"hypercholestérolémie. il
a également été montré, dans des modeles /n vitro et in vivo que les AGT
induisent une inflammation ainsi qu'une dysfonction endothéliale, visible
suite a 'augmentation de certains marqueurs tels que le facteur de nécrose
tumoral alpha (TNF-a), l'interleukine 6 (IL-6), la protéine d'adhésion des
cellules vasculaire 1 (VCAM-1) ou encore la molécule d'adhésion
intercellulaire 1 (ICAM-1) (16).

b. Politiques de santé publique

Suite a ces observations et I'impact sur la santé cardiovasculaire, 'OMS
fance en 2018 une campagne de santé publique nommée « REPLACE ». Ce
programme présente 6 domaines d'actions stratégiques ayant pour but de
réduire et éliminer rapidement et durablement la présence d'AGTi de
I'alimentation. Les gouvernements ont, par la suite, mis en place des
politigues de santé publique et des réglementations visant a limiter leur

présence dans les aliments transformés par l'industrie agro-alimentaire.

c. Réglementations

Depuis le lancement du programme en 2018, de hombreux gouvernements
nationaux ont répondu présent face au message d'alarme de I'OMS. En
2023, le Danemark, la Lituanie, la Pologne, I'Arabie saoudite et la Thailande
deviennent les 5 premiers pays a recevoir le certificat de validation
d’élimination des AGT par I’'OMS, démontrant ainsi leur engagement envers
I'objectif. Au méme moment, 53 pays avaient déja mis en place des
politiques dites de « meilleures pratiques », protégeant 46% de Ia
population mondiale. Ces deux dernieres années, trois nouveaux pays
(Argentina, Paraguay and Sri Lanka) étaient attendus sur cet objectif (17).

En Europe, 34 pays ont mis en place des politigues de meilleures pratiques.
On estime gu'une mise en place efficace de ces politiques permettrait
d'éviter, par an, 62% des déces liés a la consommation d'AGT sur le

Amandine THOMAS These d’exercice de Pharmacie 22



continent. Concernant la France, elle se plie aux réglementations de |'Union
Européenne instaurant une limite maximale de 2g d'AGTi pour 100g de
matiére grasse totale par produit.

Certaines industries du secteur privé ont également pris part au projet
d’élimination des AGT de [lindustrie agro-alimentaire. L'alliance
internationale de ['alimentation et des boissons (IFBA), regroupant de
grandes multinationales telles que Danone®, Mondelez international®,
Unilever® ou encore Ferrero®, s’'est engagée a ne pas dépasser 2 grammes
d'AGT pour 100 grammes d'huiles et de graisses dans leurs produits pour
2023 (IFBA, 2019). Egalement, en décembre 2021, Cargill®, une entreprise
américaine spécialisée dans la fourniture d’'ingrédients alimentaires et le
commerce de matieres premieres, devient la premiére et la seule entreprise
d’'ingrédients a s’'engager a son élimination complete. La compagnie
Cargill® annonce en janvier 2024 avoir atteint son objectif, dans |'attente
d’'une évaluation indépendante (17).

d. Autres effets systémiques

Les effets des AGT sur le systeme cardiovasculaire ne sont pas les seuls.
Des études se sont intéressées a I'impact de la consommation de graisses

trans sur la santé humaine :

- En 2004, Morris et al. se sont intéressés a la consommation de graisse et les
changements cognitifs liés a I'age. Chez les personnes agées, une alimentation riche en
graisses saturées, trans-insaturées ou pauvre en graisses insaturées pourrait étre
associée a un déclin cognitif (18).

- Chavarro et al. ont montré, en 2006, que la consommation d’AGT pourrait augmenter
le risque d’infertilité ovulatoire (19).

- La consommation de graisses trans pendant la grossesse et la lactation semble avoir
un impact négatif sur le développement normal du feetus. Des problémes de
croissance, altérations somatiques, perturbations du métabolisme des AG essentiels
pourraient étre associés a la consommation maternelle d’AGT. Des observations ont
également été faites sur le risque accru, de ces nouveau-nés, de développer des

maladies métaboliques au cours de leur vie (20-23).
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- La consommation d’AGT pourrait également étre corrélée a une augmentation du
risque de survenue de diabete de type 2. Néanmoins, les résultats des différentes
études cliniques et épidémiologiques ne vont pas toutes dans le méme sens (24-26).

- Enfin, de nombreux arguments cliniques et épidémiologiques plaident aujourd’hui en
faveur d’un surrisque de survenue de certains cancers lié a la consommation de ces

graisses trans.

L'ensemble de ces observations suggere que les AGT pourraient avoir un
impact néfaste majeur sur la santé humaine.

C. Cancer et nutrition

a. Epidémiologie

Le cancer est ['une des principales causes de morbidité et mortalité dans le
monde. Avec pres de 20 millions de nouveaux cas et 9,7 millions de déces
enregistrés dans le monde en 2022 (d'apres le CIRC) (27), il représente un
enjeu majeur de santé publique. Parmi les facteurs de risgue modifiables
imputables au cancer, on retrouve la nutrition (5,4%) en 3°™¢ position,
derriere le tabac (19,8%) et I'alcool (8%) (28).

b. Impact de la nutrition

Les facteurs nutritionnels (regroupant l'alimentation, la consommation
d’alcool, I'activité physique, le poids) jouent un rbie important dans la
prévention des cancers. Aujourd’hui, la consommation de certains aliments
a été associée, avec un niveau de preuve conséquent, a une augmentation
ou diminution du risque de développement de certains cancers. Pour
exemple, la consommation d’alcool est associée a une augmentation du
risque de cancers aérodigestifs supérieurs, de cancer du sein avant et apres
ménopause, de cancer du foie, estomac et cblon-rectum. D’apres I'Institut
National du Cancer, une alimentation déséquilibrée serait la cause de
19 000 nouveaux cas par an en France (29). En 2018, le WCRF et AICR
publient des recommandations sur ['alimentation mais également sur
d’'autres facteurs (surpoids/obésité, activité physique, allaitement), basées
sur des données scientifigues, ayant pour but de réduire le risque de
survenue de cancer en général, en améliorant les comportements et mode
de vie. Depuis, des études et méta-analyse ont montré qu'une adhésion a
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ces recommandations seraient associée a une diminution du risque de
certains cancers {(sein, colorectal, ovaire, prostate) (30-32).

c. Acides gras trans et cancer

Epidémiologie et clinique

Les récentes données épidémiologiques et clinigues ont mis en évidence, a
I’échelle mondiale, une association positive entre la consommation d’AGT
et e sur-risque de cancers. Ces études, gu’il s'agissent de méta-analyse,
études de cohortes ou cas-témoins, mettent en évidence une corrélation
positive entre AGT (consommation ou taux circulants) et un risque accru de
cancer de la prostate (33-37), colorectal (36,38-42) et ovaire (43-45). Une
tendance positive a également été observée concernant le cancer du sein,

particulierement chez les femmes ménopausées (40,46-50).

Par ailleurs, il semblerait que les AGTi et AGTr n'engendrent pas le méme
risgue. Certaines études ayant évalué séparément la consommation d’AGTi
ou d'AGTr, suggerent que les AGTi sont principalement responsables d'une
augmentation du risque de survenue de cancer (37-39,45,51), tandis que les
AGTr semblent liés a une diminution du risque ou a une absence d'effets
significatifs (38,39,47,52).

Impact sur les biomarqueurs circulants

Afin de comprendre les effets biologiques de ces AGT sur ["'homme,
certaines de ces études clinigues ont évalué l'impact de ces lipides sur
différents biomargueurs circulants. Ces travaux ont mis en évidence que la
consommation d’AGTi ou d’AGT en général, est associée a une élévation de
marqgueurs inflammatoires et de protéines d’adhérence cellulaire suggérant
une possible dysfonction endothéliale. En effet une augmentation de
cytokines telles que le TNF-a et ses récepteurs (TNF-R1 et TNF-R2), de Ia
CRP, de I'lL-6 ainsi que des molécules d’adhérence comme ['E-selectin,
siICAM, sVCAM a été observée (53-57). Ces mémes travaux ont par ailleurs
mis en évidence une augmentation du marqueur de |'oxydation, 8-iso-
PGF2a, associé a la consommation d’'AGT (58,59). Ce marqueur met en

évidence un stress oxydatif ainsi que des dommages oxydatifs aux lipides.
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D. Contexte et objectifs

Malgré des arguments cliniques et épidémiologiques tres convaincants,
suggérant un surrisque de cancers associés a la consommation d’'AGT, les
meécanismes cellulaires mis en jeu par la cellule face aux AGT restent tres
peu explorés. C'est donc dans un contexte de santé publique alarmant que
s’'inscrivent ces travaux de recherche.

L'objectif de ce travail est, dans un premier temps, d’explorer 'effet de 3
AGT, un industriel (AE) et deux natureis (AV et AR), sur différentes lignées
cancéreuses : pulmonaire (A549), sein (MCF-7 et MDA MB 231), prostate
(PC3), ostéosarcome (MNNG-HOS), endometre (COV 362), et mélanome
(A375). Dans un second temps, I'objectif est de clarifier les mécanismes
cellulaires en étudiant le profil kinomigue des A549 et MCF7 apres
traitement par AGT, afin de déterminer les possibles voies de signalisation
impliquées.
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II. Matériels et méthodes

A. Réactifs et matériels

Les différentes lignées utilisées sont présentées et décrites dans le Tableau I. Toutes les lignées
proviennent de I’American Tissue Cell Collection (ATCC, Molsheim, France) a I'exception des
COV 362 de Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). Ces lignées ont été choisies afin de
réaliser un large screening, sur différentes localisations, en fonction des lignées disponibles au
sein de notre laboratoire.

La L-Glutamine, PBS et Trypsine-EDTA proviennent de chez Dutscher (Bernolsheim, France) a
I'exception du SVF de chez Eurobio (Les Ulis, France).

L'acide élaidique (CAS no. 112-79-8, AE) et l'acide trans-vaccénique (CAS no. 693-72-1, AV) ont
été achetés chez Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France), I'acide ruménique (CAS no.
2540-56-9, AR) a été acheté chez Cayman Chemical (Bertin Technologies, Montigny Le
Bretonneux, France). Les solutions d’acides gras trans ont été préparées a 50mM dans du
DMSO (Biosolve Dieuze, France), aliquotées et stockées a -20°C.

Le MTT provient de chez Sigma-Aldrich (#MKCD8033, Saint-Quentin Fallavier, France), les
plaques utilisées pour les tests MTT sont les plaques 96 puits a fond plat de chez Corning
Incorporated (Pontchateau, France). Le lecteur de plaque Victor Nivo PerkinElmer vient de
chez Dutscher (Bernolsheim, France).

Tout le matériel utilisé pour le xCELLigence® provient de Agilent et ACEA (Santa Clara CA, USA).
Tout le matériel et réactif utilisé pour le test du kinome provient du kit (# : ARYO03C) de chez
R&D Systems (Minneapolis, MN, USA), la lecture est faite grace au systéme d'imagerie Fusion
FX de Vilber Lourmat (Sté Collégien, France).

Le tampon RIPA est préparé selon le protocole suivant (50mM Tris-HCI pH 8.0 ; 150mM NaCl ;
0,1% Triton X-100 ; 0,5% désoxycholate de sodium ; 0,1% SDS (Sodium dodecyl sulphate)) ainsi
gue le tampon de charge Laemmli 2X (0.125 M Tris-HCI pH6,8 ; 4% SDS ; 20% glycérol ; 10% 2-
mercaptoéthanol ; 0,004% bleu de bromophénol) et le TBST (Tris-buffered saline, 0,1% Tween
20). La BSA provient de Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France), les inhibiteurs de
protéases et phosphatases ainsi que les réactifs du BCAssay proviennent de chez Thermo
Fisher Scientific (St Herblain, France). La membrane PVDF Immobilon-P vient de chez Merck
(Darmstadt, Allemagne) et le réactif ECL, I'appareil d’imagerie ChemiDoc ainsi que le marqueur
de taille viennent de chez Bio Rad (Marnes-la-Coquette, France). Les anticorps anti-Bcl-2 (#13-

8800) et Caspase 3 (#MA1-91637) viennent de chez Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, St
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Herblain, France). Les anticorps anti-mouse (#70765) et anti-actine (#3700S) proviennent de

chez Cell Signaling (Ozyme, Saint-Cyr-L'Ecole, France).

B. Culture cellulaire

Les cellules sont maintenues en culture dans leur milieu de culture (Tabl. 1) supplémentées

avec 1% de L-Glutamine et 5% de SVF. Lors de la décongélation, les cellules sont cultivées a

10% de SVF avant de réduire a 5%. Toutes les cellules sont incubées a 37°Cdans un atmospheére

humidifié contrélé a 5% de CO2. Elles sont décollées et réensemencées tous les 3 a 4 jours a

une concentration leur permettant de ne pas dépasser 80% de confluence. Lors du passage,

les cellules sont lavées au PBS (3mL) et décollées a I'aide de Trypsine-EDTA (3mL). Une fois

décollées, les cellules sont diluées (afin d’inhiber la trypsine) dans du milieu de culture (5mL)

avant d’étre centrifugées 5 min a 300g. Une fois le surnageant éliminé, elles sont reprises dans

1ml de milieu et réensemencées dans une flasque (T25 ou T75) contenant du milieu de culture

approprié (6mL pour une T25 et 12mL pour une T75). Le SVF utilisé est préalablement

décomplémenté a 56°C pendant 30min.

Tableau | : Description des lignées cellulaires et milieu de culture utilisée

Lignée Description Milieu de culture | Aspect des cellules
A549 Cellules épithéliales humaines | DMEM high

d’adénocarcinome pulmonaire | glucose + 5% SVF

non a petites cellules
COoVv362 Cellules humaines | DMEM high

d’adénocarcinome séreux | glucose + 5% SVF W

ovarien de haut grade ij,_f 3

0 ‘:5,

MCF-7 Cellules épithéliales humaines | EMEM + 5% SVF

de carcinome mammaire invasif

(ER + PR+)
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MDA MB | Cellules épithéliales humaines | DMEM high
231 d’adénocarcinome mammaire | glucose + 5% SVF
triple négatif
PC3 Cellules épithéliales humaines { RPMI + 5% SVF
d’adénocarcinome prostatique
de grade IV
A375 Cellules épithéliales humaines | DMEM high
de mélanome amélanotique glucose + 5% SVF
MNNG Cellules humaines | DMEM high
HOS d’ostéosarcome glucose + 5% SVF
HT29 Cellules humaines | DMEM high
d’adénocarcinome colorectal glucose + 5% SVF
Caco2 Cellules humaines | DMEM high
d’adénocarcinome colorectal glucose + 5% SVF
Shin3 Cellules humaines de | RPMI + 5% SVF
cystadénocarcinome séreux
ovarien
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C. Evaluation de la viabilité et de |a prolifération cellulaire par test MTT

Le test MTT décrit par Mosmann (1983) (60) mesure I'activité métabolique mitochondriale des
cellules en évaluant l'activité de la succinate déshydrogénase. La mitochondrie produit cette
enzyme qui vient réduire le sel de tétrazolium (MTT) jaune et soluble dans I'eau, en cristaux
de formazan violet et insolubles dans I'eau (61). Les cristaux de formazan sont dissous par un
solvant organique, le DMSO, laissant paraitre une solution violette. 'absorbance est alors
mesurée a 570 nm (longueur d’'onde d’absorbance du formazan dissous). Plus les cellules sont
vivantes et ont un métabolisme mitochondriale actif, plus le nombre de cristaux produit est

important et plus I'absorbance augmente.

Les cellules sont ensemencées a des concentrations différentes selon les lignées (Tabl. 1), dans
100uL, sur une plaque 96 puits a fond plat et incubées (37°C a 5% de CO2) pendant la nuit
pour permettre aux cellules d’adhérer au fond des puits. Le milieu est retiré et remplacé par
soit du milieu de culture sans AGT (OuM), du milieu de culture avec 0,4% de DMSO ou 100uL
d’AE, ARou AV a1, 10 ou 100uM, suspendus dans le milieu de culture approprié (Tabl. I). Apres
96h, 10uL de MTT est ajouté dans chaque puits suivi de 3h d’incubation. Le milieu de chaque
puits est retiré et remplacé par 200uL de DMSO. La plagque est mise sur agitateur pendant
15min avant la lecture de I'absorbance a 570nm et 630nm (bruit de fond) au Victor Nivo
PerkinElmer. Les tests ont été réalisé en quadriplicates, trois fois (n= 3). Les résultats ont été

analysés sur Excel® puis mis en forme sur Prism®.

D. Evaluation de la prolifération cellulaire par impédancemétrie

La méthode xCELLigence propose une approche quantitative permettant le suivi et I'analyse
en temps réel d’informations concernant I'état biologique des cellules (adhérence,
prolifération, morphologie, viabilité, ...). Cette méthode d’analyse utilise des plaques de
culture (E-plates) possédant des microélectrodes en or a leur base, posées sur un appareil
permettant le passage d’un courant électrique. Ces microélectrodes sont reliées a un
ordinateur qui mesure la différence d’impédance au sein méme du circuit électrique. Cette
différence peut étre influencée par le nombre de cellules, leur taille, le substrat utilisé ou

I'attachement cellule-cellule (62,63).
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Des tests préliminaires ont été réalisés afin de déterminer la concentration optimale de
cellules a ensemencer. 25ulL de milieu de culture ont été ajoutés dans chaque puits afin de
réaliser une mesure de base de l'impédance. Les cellules ont été ensemencées a des
concentrations différentes selon la lignée cellulaire (Tabl. 1) dans 75uL de milieu de culture
pendant 4h dans une plaque xCELLigence® E-Plate PET 96 ou 16. 100uL d’AGT (AE, AR ou AV)
préalablement dissous dans du DMSO a trois concentrations (1uM, 10uM, 100uM) ont par la
suite été ajoutés. Ces concentrations nous permettent d'avoir une large plage pour étudier
une éventuelle réponse concentration-dépendante. Afin de respecter le timing de I'ajout de
substrats, les courbes de prolifération ont été normalisées. La prolifération a été surveillée
toutes les 30min pendant 96h a l'aide d'un instrument RTCA. Ce test a été réalisé en
guadriplicat en n=1. L'effet du DMSO sur la prolifération cellulaire a été évalué en utilisant la

plus forte concentration de DMSO utilisée avec les substrats (dans 100uM, DMSO a 0,4% (v/v)).

Tableau Il : Concentration cellulaire utilisée en fonction de la technique et de la lignée cellulaire

Lignées cellulaires [Cellulaire MTT] (nombre de | [Cellulaire xCELLigence]

cellules/puits) (nombre de
cellules/puits)

MNNG HOS 3000 10 000

A549 3000 10 000

PC3 6 000 20 000

A375 1500 7 500

MCF-7 3000 10 000

MDA MB 231 3000 10 000

COV 362 6 000 20 000

Shin 3 6 000 20 000

E. Analyse kinomique par puce protéique

Le kit Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array Kit est utilisé pour évaluer
simultanément les modifications de taux de phosphorylation de 37 kinases humaines et 2
protéines totales sur des lignées cellulaires dont la prolifération est impactée par les AGT. Des
anticorps spécifiques des kinases d’intérét et ceux de controle sont présents en duplicates sur

des membranes de nitrocellulose (puces). Le surnageant des lysats cellulaires des cellules
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préalablement traitées, sont déposés sur les membranes suivi d’un cocktail d’anticorps de
détection biotinylés. Les réactifs de détection sont par la suite appliqués et un signal est

produit a chaque point de capture correspondant a la quantité de protéine phosphorylée liée

(Fig. 6).

Chemiluminescent
Substrate Light
~—”

IBiRP
A

\
\ / Target Kinase

Specific Kinase Antibody

Array Membrane

Figure 5 : Principe du kit Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array (64)

Ce kit a été utilisé avec les cellules A549 traitées avec de |'acide ruménique a 10uM et MCF-7
avec l'acide élaidique a 100uM. Les lysats cellulaires ont été dilués (334uL de lysats pour 2mL)
et incubés (1ImL) pendant une nuit sur les membranes de nitrocellulose pour permettre la
fixation des protéines sur les anticorps spécifiques (dirigés contre les sites de
phosphorylations). Les membranes sont lavées et incubées avec 20uL de cocktail d'anticorps
de détection biotinylés. Aprés lavage, 1mL de streptavidine-horseradish peroxydase (HRP)
dilué suivi de 1mL de réactif de détection de chemiluminescence sont ensuite appliqués. Les
signaux ont été détectés a l'aide d'un systeme d'imagerie Fusion FX. Les résultats ont été

analysés par Image J® et Excel® puis mis en forme sur Prism®.

F. Evaluation de I'expression de protéines apoptotiques par Western
Blot

Le western blot est une méthode semi-quantitative permettant la détection
de protéines spécifigues a partir d'un lysat cellulaire. Les cellules sont
ensemencées en T25 et une privation de sérum a été réalisée la veille au
soir dans leur milieu de culture a 1% de SVF. Le lendemain elles sont
traitées, incubées pendant 6h, puis le culot cellulaire est récupéré. Les

cellules sont lysées a l'aide d'un tampon RIPA supplémenté avec un
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inhibiteur de protéases et phosphatases afin d'éviter la dégradation des
protéines. Apres une incubation de 1h, les échantillons sont centrifugés
15min a 14 000g a 4°C afin de récupérer le surnageant. Les suspensions de
protéines sont dosées par BCAssay selon le protocole du fournisseur. 30ug
de protéines sont ensuite repris avec un tampon de charge Laemmli 2X et
chauffés a 95°C pendant 5 min pour dénaturer les protéines. Les protéines
migrent par électrophorese pendant environ 2h a 70V sur un gel de
polyacrylamide 10% afin d'étre séparées. Une fois séparées, les protéines
sont transférées grace a un courant électrique (du - vers le +) sur une
membrane PVDF a I'aide d'un systeme de transfert, pendant 2h a 150 mA.
La membrane est ensuite bloguée dans une solution de TB5T-5% de BSA
pendant 1h a température ambiante sous agitation afin de saturer la
membrane et d'éviter les liaisons non spécifiques. L'anticorps primaire est
incubé sur la nuit a 4°C. Apres 3 lavages de 10 min au TBST, la membrane
est incubée pendant 1h a température ambiante avec [|'anticorps
secondaire. La membrane est révélée a 'aide d'une solution ECL sur un
appareil d'imagerie ChemiDoc par chemoluminescence. Les anticorps
primaires utilisés sont I'anticorps anti-Bcl-2 dilué a 1 : 5000 dans la solution
de blocage (TBST-BSA 1%) et I'anticorps anti-caspase 3 dilué a 1: 5000
dans la solution de blocage. L'anticorps secondaire utilisé est I'anticorps
anti-mouse dilué a 1 : 10 000 dans la solution de blocage. Un anticorps anti-
actine (protéine ubiquitaire) est utilisé, dilué au 1 : 10000 dans la solution
de blocage, comme contréle de charge et un marqueur de taille est
également utilisé afin de visualiser le poids moléculaire des protéines

d’intéréts.
G. Mise en forme des données et analyses statistiques

L'ensemble des expérimentations de viabilité et de prolifération a été
réalisé en quadriplicat (résultats exprimés en moyenne +/- écart-type).

L'analyse statistigue des tests MTT a été réalisée par un test non
paramétrigue Mann Whitney (Prism®), permettant la comparaison vis-a-vis
du contréle, de la viabilité cellulaire en fonction des différents traitements.
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Concernant la représentation des résultats obtenus par xCELLigence®, ils
sont exprimés en "Cell Index" (Cl). Cette valeur correspond aux transcrits
des données d'impédancemétrie.

Les données sont normalisées par rapport a l'impédancemétrie mesurée au
temps 0 de dépdbt des solutions d’acides gras pour une concentration
donnée, exprimée sous forme "Normalized". Cette normalisation permet la
comparaison des données selon les concentrations de substrat. Les
graphigues avec les courbes sont représentés en "Normalized Cell index"
en fonction du temps.

Les résultats du kinome sont représentés graphiguement en pourcentage
de variation par rapport au controle, celui-ci défini a 0% comme valeur de
référence. Les valeurs positives correspondent a une hyperphosphorylation
et les valeurs négatives a une hypophosphorylation.
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IIl. Résultats

A. Etude de prolifération cellulaire et cytotoxicité

Les lignées cellulaires choisies ont été sélectionnées sur la base de leur
représentation clinique. En effet, nous avions pour objectif d’évaluer I'effet
des AGT sur un panel hétérogene de cancers fréguemment rencontrés en
clinique. Ce screening nous permet d’avoir une vue d’ensemble de I'effet
des AGT sur la prolifération cellulaire et d'observer ou non des différences
et spécificités tissulaires.

a. Effets des AGT sur des cellules cancéreuses pulmonaires (A549)

La lignée A549 est issue d'un cancer pulmonaire a non petites cellules
(CPNPC), ce type de tumeur représente environ 85% des cancers du
poumon.
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Figure 6 : Effet de I'acide élaidique (AE), acide ruménique (AR) et acide vaccénique (AV) a différentes concentrations sur la

viabilité des cellules A549 sur 96h par test MTT (n=3). Test de Mann Whitney. ****p<0,0001

Les résultats obtenus par MTT, suggerent que 'acide ruménique a 100uM
induit une diminution significative (p<0.0001) de la viabilité cellulaire
tumorale des A549. Il semble également n’y avoir aucun effet de I'AE et de
I'AV (Fig. 7).
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Figure 7 : Effet de (A) I'acide élaidique (AE), (B) acide ruménique (AR), (C) acide vaccénique (AV) et (D) du DMSO a différentes

concentrations sur la prolifération des cellules A549 sur 96h par méthode xCELLigence® (n=1), en quadriplicats.

Les résultats du MTT ont été confirmés par méthode xCELLigence®. En
effet, on observe une diminution importante de la prolifération cellulaire a
10 et 100uM d’AR, I'effet est visible aux alentours de 13h a 100uM et de

Amandine THOMAS These d’exercice de Pharmacie 36



20h a 10uM. il semble n'y avoir aucun effet de I'AE et AV sur la prolifération
des A549 (Fig. 8).

b. Effets des AGT sur des cellules de mélanome (A375)

La lignée A375 provient d’'un meélanome cutané, ce sont des cellules
fréquemment utilisées comme modeie de mélanome. Cette lignée en
particulier présente un cancer ayant une incidence croissante et une survie

impactée a I'état métastatique.

A375 - AE A375- AR A375 - AV
150~ _ 150~ 150~
3 & *okkok 2
2 2 2
3 3 3
100 100 < 100
§ 1o T3 g w1 1
3 3 3
Q (8] Q
° ° °
2 50+ S 50+ g 50
© © ©
£ £ £
(=] (=] [=]
- z z
0 T 0 0 T
NI S N NP
NN \QQ\QQQO@ N NN ,\QQ\QQQ°§

Figure 8 : Effet de I'acide élaidique (AE), acide ruménique (AR) et acide vaccénique (AV) a différentes concentrations sur la

viabilité des cellules A375 sur 96h par test MTT (n=3). Test de Mann Whitney. ****p<0,0001

Les résultats obtenus par MTT, suggerent que 'acide ruménique a 100uM
induit une diminution significative (p<0.0001) de la viabilité cellulaire
tumorale des A375. il semble n'y avoir aucun effet de I'AE et AV (Fig. 9).
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Figure 9 : Effet de I'acide ruménique (AR) a différentes concentrations sur la prolifération des cellules A375 sur 96h par méthode

XCELLigence® (n=1), en quadriplicats.
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Les résultats obtenus par méthode xCELLigence semble montrer une
inhibition de la prolifération de la lignée A375 a 100uM par acide ruménique.
Ces résultats viennent confirmer les premieres observations en MTT (Fig.
10).

c. Effets des AGT sur des cellules cancéreuses d’ostéosarcome (MNNG HOS)

La lignée MNNG-HOS dérive d’un ostéosarcome, le cancer osseux le plus
fréguent notamment chez les jeunes adultes.
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Figure 10 : Effet de I'acide élaidique (AE), acide ruménique (AR) et acide vaccénique (AV) a différentes concentrations sur la
viabilité des cellules MNNG HOS sur 96h par test MTT (n=3). Test de Mann Whitney. *p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001
***%p<0,0001

Les résultats obtenus par MTT, suggerent que l'acide élaidigue, ruménigue
et vaccénique a 100uM et 10uM (sauf l'acide élaidigue) induisent une
diminution significative (AV a 10uM p<0.05, AR a 10uM et AV a 100uM
p<0.01, AE a 100uM p<0.001, AR a 100uM p<0.0001) de la viabilité
cellulaire tumorale des MNNG HOS (Fig. 11) malgré des écart-types
importants.
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Figure 11 : Effet de (A) I'acide élaidique (AE), (B) acide ruménique (AR), (C) acide vaccénique (AV) et (D) du DMSO a différentes

concentrations sur la prolifération des cellules MNNG HOS sur 96h par méthode xCELLigence® (n=1), en quadriplicats.

Les résultats obtenus en MTT ont été confirmés par méthode xCELLigence®
oU on observe une diminution de la prolifération cellulaire a 100uM pour les
trois AGT, ainsi gu’une possible légere diminution de prolifération a 10uM
par AR. En revanche, a 10uM, I'AV ne semble pas induire de diminution de
prolifération, contrairement aux résultats du MTT (Fig 12).

d. Effets des AGT sur des cellules cancéreuses de sein HER2- (MCF-7)

La lignée MCF-7 provient d'un carcinome canalaire infiltrant, c’est une
lignée de cancer du sein hormonodépendante et représente ainsi la forme
la plus fréquente du cancer du sein.
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Figure 12 : Effet de I'acide élaidique (AE), acide ruménique (AR) et acide vaccénique (AV) a différentes concentrations sur la

viabilité des cellules MICF-7 sur 96h par test MTT (n=2). *p<0,05 **p<0,01

D’apres les résultats obtenus par MTT, il semblerait que les acides élaidigue,
ruménique et vaccénigue a 100uM puissent induire une légere
augmentation de la viabilité cellulaire tumorale des MCF-7 (Fig. 13).
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Figure 13 : Effet de (A) 'acide élaidique (AE), (B) acide ruménique (AR) et (C) acide vaccénique (AV) a différentes concentrations

sur la prolifération des cellules MCF-7 sur 96h par méthode xCELLigence® (n=1), en quadriplicats.

Les résultats des tests MTT ont été confirmés par méthode xCELLigence®
pour 'AE (Fig. 9). En effet, on observe une nette augmentation de la
croissance par AE a 100uM, mais il ne semblie pas y avoir de différence de
croissance avec I’AV. Concernant I’AR, on observe un ralentissement de la
croissance dans un premier temps suivi d’'une augmentation a partir
d’environ 85h (Fig. 14).

e. Effets des AGT sur des cellules cancéreuses de sein triple négatif (MDA MB

231)

La lignée MDA MB 231 dérive d'un cancer du sein triple négatif, il représente
I'un des sous-types les plus agressifs de cancer du sein.
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Figure 14 : Effet de I'acide élaidique (AE), acide ruménique (AR) et acide vaccénique (AV) a différentes concentrations sur la

viabilité des cellules MDA MB 231 sur 96h par test MTT (n=3). Test de Mann Whitney. ****p<0,0001

Les résultats obtenus par MTT suggerent que 'acide ruménique a 100uM

induit une diminution significative (p<0.0001) de la viabilité cellulaire

tumorale des MDA MB 231. L'acide élaidigue et vaccénique ne semblent pas
avoir d’'impact sur la viabilité des MDA MB 231 (Fig. 15).
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Figure 15 : Effet de (A) I'acide élaidique (AE), (B) acide ruménique (AR) et (C) acide vaccénique (AV) a différentes concentrations

sur la prolifération des cellules MDA MB 231 sur 96h par méthode xCELLigence® (n=1), en quadriplicats.

Ces résultats ont été confirmés par méthode xCELLigence®, on observe une
diminution importante de la prolifération des cellules par AR a 100uM. il
semble également y avoir une Iégere diminution de la prolifération a 100uM
par AE et AV mais non observé par MTT (Fig. 16).

f. Effets des AGT sur des cellules cancéreuses de prostate (PC3)

La lignée PC3 correspond a un adénocarcinome prostatique de stade 4.
L'adénocarcinome prostatique représente une des formes les plus
fréquentes de cancer de la prostate.
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Figure 16 : Effet de I'acide élaidique (AE), acide ruménique (AR) et acide vaccénique (AV) a différentes concentrations sur la

viabilité des cellules PC3 sur 96h par test MTT (n=3). Test de Mann Whitney.

Les résultats obtenus par MTT suggerent gue les acides élaidique,
ruméniqgue et vaccénigue n’induisent pas de changement significatif de la
viabilité cellulaire tumorale des PC3 (Fig. 17). Les écart-types sont assez
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importants pour certaines conditions ; il nous est donc impossible de

conclure. Le test pourrait donc étre refait afin de réduire ces écart-types.
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Figure 17 : Effet de (A) I'acide élaidique (AE), (B) acide ruménique (AR), (C) acide vaccénique (AV) et (D) du DMSO a différentes

concentrations sur la prolifération des cellules PC3 sur 96h par méthode xCELLigence® (n=1), en quadriplicats.
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Les résultats obtenus par xCELLigence® semblent montrer un tres léger
ralentissement de la croissance des cellules a 100uM avec les trois AGT
mais non présent sur les résultats du MTT (Fig. 18).

g. Effets des AGT sur des cellules cancéreuses ovariennes (COV 362)

La lignée COV362 est issue d'un carcinome séreux de haut garde, un sous-
type de cancer de l'ovaire le plus fréguemment retrouvé, c’'est également

une forme tres agressive du cancer ovarien.
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Figure 18 : Effet de I'acide élaidique (AE), acide ruménique (AR) et acide vaccénique (AV) a différentes concentrations sur la

viabilité des cellules COV 362 sur 96h par test MTT (n=3). Test de Mann Whitney. **p<0,01

Les résultats obtenus par MTT suggerent gue les acides élaidigue,
rumeénique et vaccénigue n’induisent pas de changement significatif sur la
croissance cellulaire tumorale des COV 362. En revanche, le DMSO semble
induire une légere diminution de viabilité (Fig. 19). Les écart-types sont
assez importants pour certaines conditions ; il nous est donc impossible de

conclure. Le test pourrait donc étre refait afin de réduire ces écart-types.

h. Effets des AGT sur des cellules cancéreuses ovariennes (Shin3)

La lignée Shin3 est également issue d’'un carcinome séreux de haut grade,
elle représente un cancer plus agressif et plus prolifératif que la lignée
COV362.
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Figure 19 : Effet de I'acide élaidique (AE), acide ruménique (AR) et acide vaccénique (AV) a différentes concentrations sur la

viabilité des cellules Shin3 sur 96h par test MTT (n=3). Test de Mann Whitney. *p<0,05 ****p<0,0001

Les résultats obtenus en MTT suggerent que le DMSO entraine une légere
diminution de la viabilité cellulaire (p<0,05). Egalement, il semblerait que
i"acide ruménigue a 10 et 200uM (p<0,0001) et I'acide vaccénique a 100uM
(p<0,05) induisent une diminution de la viabilité cellulaire (Fig. 20).
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Figure 20 : Effet de (A) 'acide élaidique (AE), (B) acide ruménique (AR) et (C) acide vaccénique (AV) a différentes concentrations

sur la prolifération des cellules Shin 3 sur 96h par méthode xCELLigence® (n=1), en quadriplicats.

Les résultats du xCELLigence® semble montrer une diminution de la
prolifération cellulaire des Shin3 apres traitement a 10 et 100uM par AR.
Ces résultats viennent appuyer ceux obtenus par test MTT. Néanmoins, il
ne semble pas y avoir de diminution de prolifération apres traitement par
AV (Fig. 21).

i. Effets des AGT sur des cellules cancéreuses colorectal (HT29)

La lignée HT29 est dérivée d'un adénocarcinome coligue différencié

représentant un stade intermédiaire et fréguent du cancer colorectal.
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Figure 21 : Effet de I'acide élaidique (AE), acide ruménique (AR) et acide vaccénique (AV) a différentes concentrations sur la

viabilité des cellules HT29 sur 96h par test MTT (n=3). Test de Mann Whitney. **p<0,01 *** p<0,001 ****p<0,0001

Les résuitats obtenus ici par MTT montre une diminution de la viabilité par
le DMSO. Egalement, il semblerait que 'acide élaidique & 100uM (p<0,0001)
induit une augmentation de la viabilité cellulaire. Contrairement a l'acide
ruménique qui semble diminuer fortement la viabilité a 10 (p<0,001) et
100uM (p<0,0001) (Fig. 22).
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Figure 22 : Effet de (A) I'acide élaidique (AE), (B) acide ruménique (AR) et (C) acide vaccénique (AV) a différentes concentrations

sur la prolifération des cellules HT29 sur 96h par méthode xCELLigence® (n=1), en quadriplicats.

Les résultats obtenus par xCELLigence suggerent une augmentation de la

prolifération a 100uM par AE et une diminution par AR a 10 et 100uM et AV
a 100uM (Fig. 23).

j. Effets des AGT sur des cellules cancéreuses colorectal (Caco2)

La lignée Caco2 est une lignée d’adénocarcinome du cblon fréeguemment
utilisée pour étudier le cancer colorectal.
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Figure 23 : Effet de I'acide élaidique (AE), acide ruménique (AR) et acide vaccénique (AV) a différentes concentrations sur la

viabilité des cellules HT29 sur 96h par test MTT (n=3). Test de Mann Whitney.

Les résultats obtenus par MTT sur la lignée Caco2 ne semble pas montrer
d'effet des trois AGT sur la viabilité celiulaire (Fig. 24).
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Figure 24 : Effet de (A) I'acide élaidique (AE), (B) acide ruménique (AR) et (C) acide vaccénique (AV) a différentes concentrations

sur la prolifération des cellules Caco2 sur 96h par méthode xCELLigence® (n=1), en quadriplicats.

Les résultats obtenus par xCELLigence semblent montrer une possible
iégere augmentation de la prolifération a 100uM pour les 3 AGT. Toutefois,
ces données ne sont pas en accord avec ceux obtenus par test MTT. Il serait
donc judicieux de reproduire ces tests afin de confirmer ou non ces
observations (Fig. 25}.

B. Etude protéomique

D’apres les résultats de viabilité et de prolifération cellulaire obtenus, nous
avons choisi de travailler dans un premier temps sur deux effets en
particulier :

- Leffet inhibiteur de I’AR sur la prolifération et viabilité des cellules A549 a 10uM.
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Figure 25 : Différence de phosphorylation des protéines des cellules A549 traitées par acide ruménique (AR) a 10uM, aprés

analyse des résultats du « Human Phospho-Kinase Array Kit » (n=1).

Les résultats obtenus, suite a I'utilisation du « Human Phospho-Kinase Array

Kit », sur ies cellules A549 (poumon) traitées a 10uM par acide ruménique,
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semblent témoigner des différences de phosphorylation sur certaines
protéines. il semblerait gue STAT2 (pY690), p38 alpha (T180/Y182), PDGFR
alpha (Y751), PLC-1 gamma (Y783}, Fgr {(Y412) et eNOS (51177} soient les
protéines majoritairement hypo-phosphorylées. Concernant les protéines
hyper-phosphorylées, il semblerait que ce soient STAT3 (5727), p7056K
((T389) et (T421/5424)), STATL (Y701), p53 (5392), Chk2 (T68), R5K 1/2
(5221/5227) et 1/2/3 (5380/5386/5377) et AKT 1/2/3 ((T308) et (5473)) (Fig.
26).

b. Effet de I’AR sur I'expression de différentes protéines de cellules cancéreuses
pulmonaires (A549)

10 uM AR 6h . +

Bc-2 T _26kD

Caspase 3 . ‘ -32kD

Actine s e - 42 kD

Figure 26 : Analyse de I'expression protéique de Bcl-2 et Caspase 3 sur la lignée cellulaire A549 traitée (+) ou non (-) par acide

ruménique (AR) a 10uM. (n=1)

Les premiers résultats obtenus par western blot, suggéere une diminution de
I'expression de Bci-2 dans les celiules A549 traitées pendant 6h par AR a
10uM et une expression similaire de Caspase 3 dans les 2 conditions (Fig.
27). Ces résultats ne sont que préliminaires, ils n‘ont été réalisés gu'une

seule fois, il faut encore les confirmer.
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c. Effets de I'AE sur I'expression protéomique de cellules cancéreuses de sein

(MCF-7)
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Figure 27 : Différence de phosphorylation des protéines des cellules MICF-7 traitées par acide élaidique (AE) a 100uM, apres

analyse des résultats du « Human Phospho-Kinase Array Kit » (n=1).

Les résultats obtenus, suite a 'utilisation du « Human Phospho-Kinase Array
Kit », sur les cellules MCF-7 (sein) traitées a 100uM par acide élaidique,
semblent témoigner des différences de phosphorylation sur certaines
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protéines. Il semblerait que p53 ((515), (546) et (5392)), p7056K ((T389) et
(T421/5424)), RSK 1/2 (5221/5227) et 1/2/3 (5380/5386/5377) et PRAS40
(T246) soient les protéines majoritairement hypo-phosphorylées.
Concernant les protéines hyper-phosphorylées, il semblerait gue ce soient
HSP27 (578/582), c-jun (563), MSK 1/2 (5376/360) et EGFR (Y1086) (Fig.
28).
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V. Discussion

Notre étude s'intéresse au lien entre acide gras trans et cancer en étudiant
I'impact de trois AGT (acide élaidique, acide ruménique et acide
vaccénique) sur différentes lignées cancéreuses. Le premier objectif était
d’'étudier l'impact différentiels des AGT naturels vs industriels sur la
prolifération des cellules cancéreuses. Cet aspect est un atout majeur dans
la compréhension du réle de l'alimentation sur ie développement et la
progression des cancers. Au cours de ce projet, nous avons évalué la
viabilité cellulaire et la prolifération (MTT et xCELLigence®), et essayé de
déterminer les voies de signalisation activées ou inhibées par les AGT
(kinbme et Western-Blot).

Les localisations des lignées cellulaires étudiées ont été sélectionnées
en fonction de la pertinence clinique. En effet, nous avons choisi de nous
intéresser dans un premier temps a des cancers présentant parmi leurs
facteurs de risque modifiables, la nutrition. Le cancer du sein, colorectal, de
la prostate et du poumon sont des cancers comptant la nutrition parmi leurs
facteurs de risque modifiables. Le cancer de ['ovaire ne présente pas ce
risgue, néanmoins, des éléments clinigues et épidémiologiques (43-45)
montrent un impact de la consommation d'AGT sur le risque de survenue
de cancer de 'ovaire. Egalement, le mélanome et |'ostéosarcome sont des
cancers dont la survenue ne présente pas de lien avec la nutrition, nous
avons néanmoins choisi de les étudier afin d’élargir le screening en fonction
des lignées cellulaires disponibles au sein du laboratoire.

Le choix des concentrations d'AGT utilisées ici repose sur des
observations cliniques et épidémiologiques. En effet, des études se sont
intéressées a l'exposition aux AGT des populations via ['alimentation
(34,37,38,43,45,47,51). Ces études, de cohorte ou cas-témoins, ont évalué des
consommations alimentaires journalieres ainsi que des taux sériques d’'AGT
selon divers parametres (age, statut métaboligue, type de cancer, stade du
cancer, ...). Les habitudes de consommations journaliéres recensées dans
ces études se situent entre 0,070 g/j a 6 g/j d’AGTr et 0,224 g/j a 4,18 g/j
d’'AGTIi (34,38,43,45,47). Concernant les taux sériques, les études ont rapporté

des taux allant de <5 yg/mL a 34 yg/mL pour des AGT spécifiques (37,51).
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Ainsi, une concentration circulante d’'acide élaidigue allant de 5 a 34 pg/mt,
correspond a des taux molaires de 17,7 uM a 120,4 uM. Nous avons donc
choisi les concentrations suivantes : 1 uM, 10 uM et 100 uM nous permettant
d’avoir une exposition faible, moyenne et élevée représentant au mieux
I'exposition générale de la population a ces AGT.

Dans le cadre de ce projet, nous avons choisi deux approches
complémentaires permettant d’évaluer 'effet des AGT sur la viabilité et la
prolifération cellulaire : le test MTT et la méthode xCELLigence®. Le test
MTT est une technique mesurant gualitativement I'activité métaboligue
cellulaire permettant d’'évaluer un possible effet dose-dépendant des AGT
sur la viabilité celiulaire. Associée au MTT, I'analyse par xCELLigence® offre
un suivi en temps réel de I'état biologigue des cellules, nous permettant
d’avoir une vision cinétique du profil de croissance des cellules et ainsi de
I'effet des AGT sur 96h. Nous avons choisi d’associer ces deux méthodes,
car elles nous laissent apprécier I'impact des AGT sur la prolifération et la
viabilité des cellules de maniere dynamique et quantitative mais également
car ce sont des techniques couramment utilisées dans le laboratoire (65).
D'autres méthodes permettant d’apprécier la prolifération et viabilité
cellulaire auraient pu étre utilisées, tels que le test de colorant au bleu de
Trypan, le test clonogénique ou encore le test XTT.

A elles seules, ces technigues ne permettent pas de comprendre
précisément les effets observés. Par exemple, une diminution du signal MTT
peut témoigner d'une baisse d’activité métabolique, une inhibition de la
prolifération, de la viabilité ou une mort celiulaire. De méme, une baisse du
signal xCELLigence® peut refléter une diminution de la prolifération, une
perte d'adhérence ou une mortalité cellulaire. Nos résultats suggerent que
certains AGT modulent la viabilité et la prolifération cellulaire, néanmoins
les analyses complémentaires en cours nous permettront de renforcer nos
hypotheses afin de déterminer s'ils agissent spécifiguement sur des
mécanismes de régulation celiulaires ou sur des voies de I'apoptose.

Nos résultats soulignent des effets différenciés sur la viabilité et la
prolifération cellulaire cancéreuses entre les AGT, selon la lignée étudiée et
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la concentration utilisée. La concentration la plus élevée (100uM) est
globalement celle qui entraine le plus d'effet, avec notamment l'acide
ruménique inhibant la prolifération et la viabilité des A549, MNNG-HOS,
A375, MDA MB 231, HT29, 5hin3 et I’'AE stimulant les MCF-7 et HT29.

Concernant la lignée MNNG-HOS (ostéosarcome), les trois AGT ont inhibé
significativement la prolifération et la viabilité cellulaire a 100uM. Une étude
s'est intéressée précédemment a 'effet des CLA sur la viabilité de cellules
MG 63 (66), une lignée d'ostéosarcome moins agressive que les MNNG-HOS.
Dans ces travaux, la viabilité cellulaire a été testée par test MTT apres
traitement par différents CLA (c9, t11 18 :2 ou AR, t10, c12 18 :2, et un
mélange de différents t, £ 18 :2) (de 1 a 40uM) pendant 6j et ont montré une
réduction de celle-ci. Néanmoins, aucune étude ne décrit I'impact d’AGT sur
les MNNG-HOS. Ainsi nos résultats apportent de nouvelles connaissances
sur les effets possibles de ces trois AGT sur la prolifération et la viabilité des
cellules cancéreuses MNNG-HOS méme si I'alimentation n’est aujourd’hui

pas un facteur de risque connu de |'ostéosarcome.

Par la suite, un effet antiprolifératif et inhibiteur de la viabilité par I'acide
rumeénique a 100uM a été observé sur les cellules A375 (mélanome). Une
étude a précédemment décrit un effet inhibiteur de I'acide ruméniqgue (de
50 a 200uM apres 24h de traitement) sur la viabilité cellulaire par test MTT
(67). Nos résultats viennent appuyer ceux préalablement décrits en
apportant un niveau de preuve plus conséquent quant aux effets de I'acide
ruménique sur la viabilité et la prolifération de cellules de mélanome.

La lignée COV362 (ovaire) n’a montré aucune maodification de viabilité et
prolifération apres traitement par les trois AGT a diverses concentrations.
Concernant I'effet des AGT sur les cellules cancéreuses ovariennes, peu de
données sont disponibles aujourd’hui. Une étude a mis en évidence, en
2018, un effet inhibiteur de I'acide gras t10, c12 18 :2 ou t10, c12 CLA {(un
CLA tres présent dans la nature au méme titre que I'AR) sur deux lignées
de cancer ovarien SKOV-3 et A2780. En revanche, l'acide ruménique ne
présentait aucun effet sur la viabilité de ces deux lignées. Ces tests ont été
réalisés a des concentrations de 1 a 20uM par test MTT sur 96h (68). Les
deux lignées étudiées proviennent de cancer ovarien de plus bas grade
comparées au COV 362. ii serait envisageable d'étudier I'effet des AGT sur
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d’'autres lignées cancéreuses ovariennes pour s'assurer que [‘absence

d'effet ne soit pas liée spécifiguement a ces lignées.

Dans cette optigue, I"équipe a décidé de réaliser des tests sur la lignée
5hin3, une autre lignée provenant d'un adénocarcinome séreux ovarien.
Nos résuitats sur cette lignée ovarienne suggerent un effet inhibiteur de
i"acide ruménique a 10 et 100uM. Aucune étude ne semble décrire I'impact
des AGT sur la lignée Shin3. Cette différence d'effet observé entre les
COV362 et les Shin3 peuvent s’expliquer par des caractéristigues
intrinseéques spécifiqgues de chague lignée, étant plus ou moins sensible au
stress oxydatif, un métabolisme différent des AG ou des voies de
signalisation du cycle cellulaire ou de ['apoptose pius ou moins impliguées.

Concernant la lignée PC3 (prostate), nos résuitats ne semblent pas montrer
d'effet des trois acides gras sur la prolifération et la viabilité cellulaire. Des
données de la littérature décrivent un effet inhibiteur de I'acide ruménique
surles PC3 a 100uM par test MTS pendant 5j (69,70). Nos résultats présentent
des écarts-types importants pouvant en partie expliguer cette différence
d'observation. I faudrait refaire ces tests afin de confirmer nos

observations.

Nous nous sommes intéressés également a deux modeles de celluies
colorectales : Caco2 et HT29. Nos résultats, sur la lignée HT29, suggerent
un effet stimulant de l'acide élaidigue a 100uM et inhibiteur de ['acide
ruménique a 10 et 100uM. Ces résultats vont dans le sens de ceux présents
dans la littérature, certaines études, /n vivo, décrivent 'acide élaidique
comme inducteur de la prolifération et pro métastatique, sur cette méme
lignée, a des doses de 10mg/g (poids de souris) (71-73). De méme
concernant l'acide ruménigue, les études présentes dans la littérature
décrivent I'’AR comme inhibiteur de la prolifération avec des concentrations
allant de 36 a 200uM (70,74). Néanmoins, dans la littérature les résultats des
études sur l'acide vaccénique sont ambivalents, présentant un effet
inhibiteur de la prolifération ou aucun effet sur la lignée HT29 a des doses
de 30 a 200uM (74,75). |l est donc nécessaire de poursuivre |'exploration sur
I'impact de l'acide vaccénique sur la lignée HT29 afin de mieux comprendre
son effet.
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Concernant la lignée Caco2, nous n'avons observé aucun effet en MTT et un
possible léger effet stimulant des trois AGT en xCELLigence®. Ces données
ne sont pas suffisantes pour conclure. il faudrait refaire des tests par
méthode xCELLigence® afin de mieux comprendre |'effet des AGT sur cette
lignée. Les données de la littérature suggerent un effet inhibiteur de I'acide
ruménique a des doses de 30 a 200uM (74,76). Ces études utilisent des tests
de viabilité et prolifération différents (WST-1 assay et MTS assay) de celles
utilisées ici pouvant expliquer ces divergences de résultats. Les résultats
sur cette lignée restent a étre confirmées.

De plus, des effets inhibiteurs de l'acide ruménique ont été décrits sur
d'autres lignées colorectales, notamment les lignées SW480, MiP101 et
SGC7901 (70,77,78), suggérant un effet inhibiteur assez général de ['acide

ruménique sur les lignées de cancer colorectal.

Nous nous sommes intéressés a deux lignées de cancer du sein : la lignée
MDA MB 231, une lignée dérivée de cancer du sein triple négatif et la lignée
MCF-7, dérivée d'un cancer du sein hormonodépendant.

Les résultats sur lignée MDA MB 231, (cancer du sein triple négatif) tendent
a soulever un effet inhibiteur de I’AR sur la viabilité et la prolifération des
cellules. Plusieurs études ont préalablement montré un effet inhibiteur de
I'acide ruméniqgue sur les MDA MB 231 par test MTT a 100uM (79,80). Nos

résultats viennent donc confirmer les données de la littérature.

Les résultats préliminaires sur la lignée MCF-7, cancer du sein
hormonodépendant, semblent montrer un effet pro-prolifératif de ['acide
élaidique a 100uM. Aucune étude préliminaire ne semble avoir étudié
I'impact de l'acide élaidigue sur cette lignée cellulaire. En revanche, un
certain nombre d'études ont montré une inhibition de la prolifération et de
fa viabilité des MCF-7 par ['acide ruménique et vaccénigue (80-86)
contrairement a ce que nos résultats suggerent. Ces études ont été
réalisées sur des durées allant de 24h a 72h tandis gque nous avons observé
un rebond de prolifération a 85h post traitement. Une hypothese pouvant
expliquer cette différence d’observation repose sur le fait que ['effet
antiprolifératif de I'acide ruménigue ne soit pas suffisamment fort pour

entrainer une mort cellulaire massive. Les cellules encore viables pourraient
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donc reprendre un cycle de prolifération normal ce gui pourrait expliquer la

reprise progressive observée du signal.

Par la suite nous avons donc choisi de nous intéresser a I'effet inducteur de
la prolifération de I'AE sur cette lignée afin d’étudier les mécanismes

moléculaires sous-jacents.

Concernant la lignée A549 (poumon), I'acide ruménique semble induire une
forte inhibition de la viabilité et prolifération cellulaire a 10 et 100uM. i
semble ne pas y avoir d'effet de I'acide élaidique et vaccénique sur cette
lignée. Ces résultats sont cohérents avec des études antérieures montrant
une inhibition de la viabilité des A549 par MTT, avec I'AR a des doses de 50,
100 et 200uM sur 72h (82,87), mais aucune étude ne montre une inhibition
aussi importante a des concentrations aussi faibles (au maximum 50%
d’inhibition a 100uM). C’est ainsi que nous avons donc choisi d’étudier les
mécanismes intra-cellulaires mis en jeu par étude du kinome.

Une limite méthodologique importante de nos protocoles d’évaluation
de viabilité et prolifération cellulaire est a souligner. Le DMSO a été utilisé
comme solvant des AGT ; lors de la préparation des solutions d’AGT a 100,
10 et 1uM, une dilution en cascade est réalisée. Ceci entraine des
concentrations décroissantes de DMSO dans les milieux de traitements
(0,4%, 0,04% et 0,004% respectivement), tandis que le contrdle utilisé pour
évaluer 'effet du DMSO était la concentration la plus élevée, soit de 0,4%.
Par conséquent, les conditions a 10 et 1uM ont été comparées a un contrble
contenant une concentration de DMSO significativement supérieure, ceci
pouvant entrainer un biais d'interprétation des effets observés a ces
concentrations.

En effet, cette limite est problématique dans l'interprétation des résultats
obtenus sur la lignée HT29. On observe une augmentation significative de
la viabilité cellulaire (par test MTT) a 10 et 100uM d’acide élaidique par
rapport au contréle DMSO0. Cependant lorsque I'on compare au contréle
négatif sans DMSO, cette augmentation n'est significative qu’a 100uM,
suggérant gue l'effet observé a 10uM est probablement attribuable a la
différence de concentration de DMSO entre les conditions. Par ailleurs, cet
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effet stimulant a 10uM n’est, par la suite, pas visible sur les résultats
obtenus par méthode xCELLigence®.

Ceci souligne la nécessité de maintenir une concentration constante de
DMSO dans toutes les conditions de traitements dans les futures
expériences, afin de s’assurer que les effets observés soient seulement
attribuables aux substrats testés et non au solvant.

Le deuxieme objectif de cette étude était d'investiguer les effets
cellulaires sous-jacents afin d’éclaircir le mécanisme d’action par approche
kinomique. L'utilisation du Human Phospho-Kinase Array Kit nous permet de
réaliser un criblage simultané de muitiples protéines de différentes voies de
signalisation. Cette technique semi-quantitative nous donne une vue
d'ensemble de ['état d'activation/désactivation de voies de signalisation
impliguées dans les processus de prolifération, apoptose ou encore de
réponse au stress. Ainsi cette méthode nous permet une analyse kinomique
des cellules A549 traitées par AR a 10uM et MCF-7 par AE a 100uM pendant
6h.

Les résultats obtenus sur la lignée A549 traitée a 10uM par AR montre une
inhibition de 80% de la viabilité cellulaire. Le profil de phosphorylation,
apres 6h de traitement par AR (10uM) a mis en évidence plusieurs protéines
fortement hyper- ou hypophosphorylées, comme détaillé dans la partie
résultats. Apres analyse des données de la littérature, certaines de ces
variations de phosphorylation (hyper et hypo-phosphorylation cités
précédemment) ont précédemment été décrites, sur cette méme lignée,
dans des contextes de traitements différents. Il semblerait qu'une
hyperphosphorylation de p53 ($392), Chk2 (T68), AKT 1/2/3 ((T308) et
(5473)) ainsi qu’'une hypophosphorylation de PDGFR alpha (Y751) soient,
dans certains contextes, individuellement associées a une augmentation de
I'apoptose par surproduction de ROS et/ou dommages a I'ADN (88-96). La
voie p53 est une voie pro-apoptotique, Chk2 est une protéine impliquée
dans les phénomenes de réparation de dommages a I'ADN, ces deux
protéines sont associées a |'activation de la réponse aux dommages a

I'ADN. Une augmentation d'AKT est généralement associée a des effets
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anti-apoptotiques, mais peut dans certains contextes étre corrélée a une
augmentation du stress oxydatif (89-95). Une de nos hypotheses, quant au
mécanisme d’action par lequel I’AR inhibe la prolifération des A549, serait
possiblement associé a une surproduction de ROS ainsi gue des dommages
a I'ADN. C'est pourquoi les suites de ce projet vont dans un premier temps
s'axer sur une analyse de l'expression protéique par western blot de
certaines protéines hyperphosphorylées (résultats analyse kinome A549),
de protéines associées a l'apoptose (bax/bcl-2), ainsi que des protéines
associées a la production de ROS (PUMA) et réaliser une cinétique
d’activation de ces protéines.

Les premiers résultats obtenus par western biot, sur les cellules A549 apres
traitement par AR a 10uM, suggerent un mécanisme pro-apoptotique
passant par 'inactivation de Bci-2, mais ces résultats doivent encore étre
confirmés.

Dans un second temps, les résultats de prolifération de la lignée MCF-7
semblent montrer une induction de la prolifération a 100uM par AE.
Concernant le profil de phosphorylation obtenus sur cette méme lignée
traitée a 100uM par acide élaidigue pendant 6h, nous nous sommes
également intéressés aux protéines les plus hyperphosphorylées et
hypophosphorylées citées dans la partie résultats. Selon les données de la
littérature, certaines variations de phosphorylation ont été précédemment
décrites, sur cette méme lignée, dans des contextes de traitements
différents. Il semblerait gu'une hyperphosphorylation de c-jun (563}, H5P27
(578/582), MSK 1/2 (5376/5360) et EGFR (Y1086) ainsi qu'une
hypophosphorylation de p53 ((515), (546) et (5392)) ont également été
associées, individuellement, a une inhibition de I'apoptose ou induction de
fa prolifération, croissance ou différenciation (97-105). Ces protéines sont
impliquées dans des voies de signalisation induisant une croissance et
prolifération cellulaire ou inhibant I'apoptose. Nous avons décidé par la suite
de nous intéresser a d'autres protéines impliquées dans ces voies de
signalisation tel que Src ou encore Bcl-2 afin d'identifier les voies de
signalisation majoritairement impliguées.

Les observations issues de nos analyses kinomiques soulevent des

hypotheses mécanistiques impliquant le stress oxydatif, I'apoptose et

Amandine THOMAS These d’exercice de Pharmacie 63



certaines voies de prolifération. Dans cette optique un état des lieux des
connaissances sur les effets des AGT permet de confronter et conforter nos
hypotheses.

Les AGT, en lien avec le développement tumoral, ont préalablement fait
I'objet d’études expérimentales, /n vitro ou in vivo, afin de déterminer les
mécanismes impligués. Plusieurs effets ont été identifiés, notamment, un
impact sur la prolifération cellulaire préalablement décrit, un impact sur
I'inflammation, le stress oxydatif ou encore le métabolisme lipidique ainsi
gue certaines voies de signalisation potentiellement impliquées détaillés
par la suite. L'ensemble des données disponibles tend a différencier les
effets des AGT d’origine industrielle (AGTi) de ceux d'origine naturelle
(AGTT).

Certaines d’études /n vivo montrent que les AGTr induisent une réduction
de marqgueurs de lI'inflammation tels que TNF o, IL-1 3, IL8 ou encore PGE2
(106,107) mais également d’'enzymes responsables de la synthese de
molécules pro-inflammatoires (leucotrienes, prostaglandines) tels que les
COX et LOX (69,79,108,109).

Concernant le stress oxydatif, les AGT en général (sans différencier les AGT
naturels des AGT industriels) semblent associés a une augmentation du
stress oxydatif, notamment via une diminution de la vitamine E
(neutralisant les radicaux libres) interprétée dans I'étude comme un résultat
de sa consommation in vivo, secondaire a une production excessive de
radicaux libres; une augmentation des F2-isoprostanes (produit en
situation de stress oxydatif) ou par mesure de la présence de ROS (par
DCFH-DA assay) (85,110,111).

Les AGT (naturels et industriels) modulent également le métabolisme
lipidigue en influencant la sécrétion de lipoprotéines avec notamment
I'acide élaidique et les CLA favorisant la sécrétion hépatique de petites
lipoprotéines contenant de l'apoB. Egalement, les CLA diminueraient
I"activité de SREBP1c (une protéine importante de la lipogenese) ou encore
I'expression d’enzymes telles que la FAS (75,81,86,112). Ces AGT peuvent, de
plus, affecter la composition des membranes ou encore l'encrage de
certains récepteurs donc /n fine moduler les cascades de signalisations (81).
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Une étude suggere que I'AE pourraient moduler la structure des radeaux
lipidiques en s'insérant dans la composition de la membrane plasmique, il
modifie la composition lipidiqgue modulant I'activation de certaines voies de
signalisation (72). Cela pourrait avoir un impact sur la transmission des
signaux de survie, d'apoptose ou de prolifération modifiant le comportant
de la cellule.

Enfin, certaines études ont mis en évidence des voies de signalisation
impliqués dans l'effet des AGT sur la prolifération et viabilité cellulaire
tumorale. Les AGTr pourraient induire une diminution de l'activité et de
I'expression des récepteurs activés par les proliférateurs de péroxysomes
(PPAR) (74,87,107,113), de genes impliqués dans la prolifération ou la
progression tumorale (74,78,85,111,113,114), stimulant I’apoptose
(78,84,85,87,115) et pourraient également bioquer le cycle cellulaire (74,78).
Ces effets ont été observés sur des lignées cellulaires tumorales de
localisations différentes.

Concernant les mécanismes cellulaires impligués dans les effets des AGTi
sur le développement tumoral, tres peu d'études ont été réalisées. Une
étude de 2017, suggere une sur stimulation de la voie EGFR/Src/Erk
impliquant des genes favorisant la transition épithéliale mésenchymateuse
(EMT) (73).

Ainsi, nos résultats suggerent que les AGT, en fonction de leur origine,
exercent des effets différenciés sur la prolifération et la survie cellulaire.
Nos premiers résuitats d'analyse kinomique soulevent des hypothéses
qguant a I'implication de certaines voies de signalisation ciés dans une lignée
de CBNPC et une lignée de cancer du sein hormonodépendant. |l est
important de souligner gue chaque localisation et type cellulaire n'impliqgue
pas les mémes voies de signalisation intracellulaire. Les données
préliminaires, sur la lignée de CBNPC traitée par AGTr, questionnent sur
I"'implication de voie de ['apoptose, de réparation de dommages a I'ADN et
de réponse au stress. Concernant la lignée de cancer du sein
hormonodépendant traitée par AGTIi, les premiers résultats obtenus
soulevent des hypotheses quant a l'implication de certaines voies de
prolifération. Ces observations sont cohérentes avec plusieurs données de

la littérature attribuant des effets anti/pro-prolifératifs, pro/anti-
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apoptotigues, anti-inflammatoires ou favorisant le stress oxydatif, aux AGT,
en fonction de leur origine. L'implication du stress oxydatif, de dommages
a I'ADN, ou encore de modulation des radeaux lipidigues et des récepteurs
membranaires, comme évoqué dans la littérature, semblent étre des
mécanismes potentiels pouvant expliguer les effets observés. Une meilleure
caractérisation des voies impliquées sera nécessaire pour clarifier ces
hypotheses et mieux comprendre ['impact des AGT sur les cellules
tumorales. Ceci passerait par exemple par une étude par western blot de
I'expression de protéines impligués dans les phénomenes d'apoptose, de
stress oxydatif, d’étudier les cinétiques d’activation de certaines protéines
ou voies de signalisation hyper ou hypo activées...
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V. Conclusion et perspectives

Ce travail s'inscrit dans une démarche de compréhension du lien entre
acides gras trans et cancer, en réponse a des observations cliniques et
épidémiologiques suggérant un lien entre consommation d’AGT et risque de
cancer. Néanmoins nous ne nous intéressons pas a un effet sur 'initiation
de la cancérogénese mais plutot a un effet sur les cellules cancéreuses, qu'il
soit stimulant ou inhibiteur. Nous avons donc réalisé un large screening sur
différentes lignées afin d'explorer différents modeles cellulaires permettant
une meilleure compréhension de l'effet des AGT en fonction de la
localisation.

Nos résultats suggerent un effet inhibiteur marqué de l'acide ruménique a
100uM sur différentes lignées (MDA MB 231, MNNG HOS, A549, A375...)
ainsi gu’un possible effet pro prolifératif de I'acide élaidiqgue a 100uM sur
les MCF-7 et HT29.

Ces données apportent de nouveaux éléments particulierement innovants,
dont les mécanismes cellulaires nécessitent d’étre clarifiés. Nos résultats
préliminaires sur le kinome vont nous permettre d’'avancer vers une
meilleure compréhension des mécanismes cellulaires antiprolifératifs de
I'AR sur les A549 et pro prolifératif de I'AE sur les MCF7. Les suites de ce
projet vont surtout se concentrer sur une étude protéique (AKT, STAT3,
PUMA, Bcl2, p53...}) ainsi que de possibles analyses RNAseq dans un futur
proche permettant une analyse plus profonde des mécanismes mis en

place.

Nos données préliminaires tendent donc a montrer un effet inhibiteur des
acides gras ftrans naturels sur le cancer tandis que les acides gras trans

industriel seraient plus associés a une stimulation.

Cette thématique au croisement de la nutrition, I'oncologie et la biologie
cellulaire s’inscrit dans un contexte de santé publigue alarmant avec de
forts enjeux, ou la nutrition est reconnue comme facteur de risque majeur

du cancer.

A juste titre, le pharmacien y joue un role transversal aussi bien d'éducation
thérapeutique, de prévention nutritionnelle qu’en recherche
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translationnelle. Le pharmacien d’officine, par sa proximité avec le patient,
est un acteur principal de prévention. il a un réle d’information aupres des
patients, des risques et facteurs protecteurs liés a la nutrition. Le
pharmacien hospitalier, en relation avec les égquipes de soignants peut
informer et contribuer a une meilleure prise en charge globale du patient.
Enfin, le pharmacien en recherche, contribue a différents niveaux de la
recherche, qu'elle soit clinique ou expérimentale. |l participe aussi bien a la
recherche sur le cancer, le développement de nouvelles thérapeutigues
mais également a la compréhension des mécanismes mis en place afin de

mieux comprendre les observations clinigues.

L'étude de I'effet des AGT sur le cancer illustre bien le lien entre nutrition
et cancer et la place centrale que peut occuper le pharmacien dans un
contexte de santé publique.
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