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Résumé

La résistance des cellules tumorales a la chimiafie constitue une cause majeure d’échec
des traitements anticancéreux. Des études préafimigmontrent que les acides gras
polyinsaturés oméga-3 a longues chaines (AGPIn-3l&pportés par I'alimentation,
améliorent I'efficacité des chimiothérapies sangonea les effets secondaires. Les AGPIn-
3LC s’incorporent dans les cellules cancéreusestretmales. Cette thése a eu pour but
d’identifier les mécanismes moléculaires impligdéss 'augmentation de la sensibilité des
cellules tumorales mammaires au docétaxel. Noussawwontré que le docétaxel induit un
mécanisme de résistance via l'activation des valessignalisation PKC/ERK et Akt
impliquées dans la prolifération et la survie delles. La modification de I'environnement
lipidique membranaire par la supplémentation en KW&RC inhibe ces voies de
signalisation et augmente I'efficacité du docétadahs des lignées tumorales mammaires et
dans un modele préclinigue de tumeurs mammairexclaoines chez le rongeur. De plus,
dans ce modele de tumeurs mammaires, nous avonsfi@leine autre cible moléculaire
régulée par les AGPIn-3LC : I'épiréguline, membre ld famille EGF. Les AGPIn-3LC
bloquent I'induction de I'épiréguline par le VEGRErt les cellules endothéliales et induisent
un remodelage de la vascularisation tumorale. Quireffet direct des AGPIn-3LC sur les
cellules tumorales, les AGPIn-3LC agissent sur ier@environnement tumoral. Ces travaux
de these apportent des arguments supplémentaipg®rsant 'utilisation des AGPIn-3LC
comme molécules adjuvantes pour lutter contre $gsta@nce des tumeurs mammaires aux

agents anticancéreux.

Mots clés : acides gras polyinsaturés oméga 3 guis chaines, acide docosahéxanoique,

cancer du sein, chimiosensibilisation, docétaxaky de signalisation.



Abstract

Chemotherapy-resistant tumor cells are a majorecatisancer treatment failure. Preclinical
studies show that polyunsaturated omega-3 longhdiadty acids (AGPIn-3LC), provided by
food, improve the efficacy of chemotherapy withdreasing side effects. AGPIn-3LCs are
incorporated in cancer and stromal cells. Thisighasned to identify molecular mechanisms
involved in the increased sensitivity of mammargntu cells to docetaxel. We have shown
that docetaxel induces a resistance mechanisnctisgagon of PKC/ERK and Akt pathways
involved in cell proliferation and survival. Modifaition of the membrane lipid environment
by AGPIn-3LCs supplementation inhibits these sigigppathways and increases the efficacy
of docetaxel in mammary tumor cell lines and in racpnical rodent model of native
mammary tumors. Moreover, in this mammary tumor ehodte have found another
molecular target regulated by AGPIn-3LCs: epiragui member of the EGF family. AGPIn-
3LCs inhibit epiregulin-VEGF induced in endothelells and induce a remodeling of tumor
vasculature. Furthermore, AGPIn-3LCs act on theotumicroenvironment directly. This
thesis work provides additional arguments for tee af AGPIn-3LCs as adjuvant molecules

to reduce the resistance of breast tumors to antgraagents.

Key words: Polyunsaturated omega-3 long chain fattils, docosahexanoic acid, breast

cancer, chemosensitization, docetaxel, signalirigvay.
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Avant-propos

Avec 1.7 million de nouveaux cas dans le monde0dr2 2le cancer du sein représente
12% des diagnostics de cancer. |l s'agit de la 5ésmise de décées par cancer toute population
confondue (Globocan, 2012). En France, 50 000 remwesas sont diagnostiqués chaque
année. Une femme sur huit sera concernée par unoeal&€inome du sein au cours de sa vie
(Fondation pour la Recherche Médicale).

Pour lutter contre ce probléeme majeur de santé iqudsl la chirurgie, la
chimiothérapie, la radiothérapie et I'hormonothéapconstituent les grands axes
thérapeutiques. Au cours de ces dix dernieres antee études de profilage génétique ont
prouvé la grande hétérogénéité de cette patholdgis. thérapies ciblées visant des
phénotypes tumoraux particuliers (tels que la qunession du HER?2) ne profitent qu'a une
population spécifique et restreinte. De ce faittHérapeutique du cancer du sein inclut
systématiquement une chimiothérapie. La mortalééoeiée au cancer du sein résulte
principalement d’'une résistance aux traitementsuetle rechutes métastatiques. En effet,
I'efficacité des chimiothérapies est non seulentienitée par la dose administrée, en raison
des effets toxiques engendrés sur les tissus noorawx, mais aussi par I'existence ou
I'apparition de résistance. Ainsi, améliorer I'eficité des agents cytotoxiques, sans majorer
leurs effets secondaires, constitue un objectdrjtaire dans le traitement du cancer du sein

afin d’améliorer la survie et de préserver la deédlie vie des patientes.

Parmi les stratégies permettant d’augmenter l'aiie@ des agents anticancéreux,
I'utilisation de lipides d'origine marine, l'acidelocosahexaénoique (DHA) et l'acide
eicosapentanoique (EPA), représente une approdpmabe. L'existence d'un lien entre
I'efficacité de la chimiothérapie et I'apport alintaire lipidique a été montrée pour la
premiere fois par le Pr P.Bougnoux dans une étegmupant 56 femmes atteintes de cancer
du sein localement avance, traitées par chimigthesanéo-adjuvantes. L’analyse de la
composition lipidique du tissu adipeux mammaire eanps de mettre en évidence que
I'efficacité de la chimiothérapie était meilleurbez les patientes présentant un fort taux
d’acides gras polyinsaturés a longues chaines deéte n-3 (AGPIn-3LC), et plus
particulierement de DHA dans leur tissu adipeux mame (Bougnowet al, 1999).

Le tissu adipeux est un des éléments majoritawessdu mammaire et sa composition

est directement liée aux apports alimentairesitipiels. Le DHA et 'EPA sont des AGPIn-
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3LC majoritairement apportés par l'alimentation ofitle & Cunnane, 2007). Les
phospholipides des cellules tumorales présentant remouvellement trés rapide, la
composition en acides gras des phospholipides nsrabbes des tumeurs est influencée par
le métabolisme tumoral mais aussi par la dispatébies acides gras de I'héte, notamment
pour les AGPI (Spector, 1967; Chagtsal, 1995). Ces aspects se révélérent particulierement
pertinents pour évaluer le potentiel d’'une suppléaten alimentaire en AGPIn-3LC sur
I'efficacité des thérapies anticancéreuses. Depies,concept d’'une supplémentation
nutritionnelle pour améliorer la réponse tumoral@ ahimiothérapies a été confirmé par de
nombreuses étudés vitro etin vivo chez le petit animal (Hajjaji & Bougnoux, 2012)elx
études cliniques de phase Il menées sur des ptiatieintes de cancer du sein métastatique
et chez des patients souffrant de cancer pulmoasarcé (Bougnouat al, 2009; Murphyet

al, 2011) montrent un effet chimiosensibilisant d&3PAn-3LC sur les chimiothérapies, et ce

sans majorer les effets secondaires.

Les acides gras, de par leur incorporation danghespholipides membranaires, ont
des rbles structurants et fonctionnels. Aprés wpplémentation nutritionnelle, les AGPIn-
3LC, au méme titre que les autres acides gras, isgptporés dans les phospholipides
membranaires et leur distribution tissulaire estjuitaire (Arterburret al, 2006).In vitro, la
quantité de ces acides gras peut étre augmentée ldanphospholipides des cellules
tumorales, simplement par ajout de DHA ou d’EPAg@milieu de culture (Burns & North,
1986; Mahécet al, 2005; Guet al, 2013). Chez le petit animal, un régime nutritielnenrichi
en huile a forte teneur en AGPIn-3LC mene a lewnaantation significative dans le tissu
tumoral (Roseet al, 1996; Colaset al, 2006; Kornfeldet al, 2012). La modification de la
composition des phospholipides influence de nombnewcessus intracellulaires comme
I'expression génique et la transduction des signainacellulaires, dont les déregulations sont
associées a la résistance des cellules cancéreusesraitements (Escribat al 2015;
McCubreyet al, 2006).

Les mécanismes moléculaires responsables de l@ffatiosensibilisant des AGPI n-
3LC les mieux documentés sont associés a la peatiwydlipidique (Germairet al, 1998;
Vibet et al, 2008). Les AGPIn-3LC, du fait de leurs nombreussaturations, sont des cibles
supplémentaires de I'action des thérapies anticansés qui génerent un stress oxydant (e.g.
radiations ionisantes et les chimiothérapies a b&sghracycline). Outre un effet direct sur

les cellules tumorales, le DHA en s’incorporant slées cellules du stroma peut également
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agir sur le microenvironnement tumoral. Ainsi, wo@plémentation nutritionnelle en AGPIn-
3LC influence le développement du réseau vascuiaimeral (Colagt al, 2006; Szymczalkt

al, 2008; Kornfeldet al, 2012). Cette modification vasculaire contribuesaissi a I'efficacité

de la chimiothérapie en augmentant le passageaderit thérapeutique du réseau vasculaire

vers la tumeur (Kornfeldt al, 2012).

Le docétaxel, appartenant a la famille des taxaestsun agent de chimiothérapie
couramment utilisé en clinique, seul ou en assocdiatians le traitement des cancers du sein
localement avancés ou métastatiques. Alors qu’enioe activité antiangiogénique lui est
associée, les effets majeurs du docétaxel s’exptipar son effet cytotoxique (Hernandez-
Vargaset al, 2007; Mahéeet al, 2012). Au laboratoire, un effet sensibilisant A€3PIn-3LC
au docétaxel a été mis en évidence dans un modéientburs mammaires autochtones chez
des rats (Thése de Doctorat de Sophie Vibet, Usitdede Tours, 2008). Les mécanismes
sensibilisants des AGPIn-3LC avec cette thérapeatigstaient a définir.

Les taxanes perturbent de nombreuses voies ddisajita intracellulaires. Alors que
certaines sont associées a son effet cytotoxigiaeitrds semblent impliquées dans des
mécanismes de chimiorésistance (McGroglal, 2008). L'objectif de mes travaux de thése a
éte d’identifier les mécanismes moléculaires impdg dans 'augmentation de la sensibilité
des tumeurs mammaires au docétaxel par les AGRIh-Blaxe principal de mes recherches
s'est concentré sur l'effet du DHA sur la signdima intracellulaire dans les cellules
tumorales mammaires au cours d’'un traitement palot#@taxel. En effet, en s’incorporant
dans les lipides membranaires, les AGPI n-3 souwtitdépour influencer la signalisation
intracellulaire et moduler des grandes fonctionBulegres telles que la prolifération et
I'apoptose (Chénais & Blanckaert, 2012).

Par ailleurs, I'effet sensibilisant des tumeursdauétaxel par les AGPIn-3LC dans le
modele animal développé au laboratoire a été assogne modification de la vascularisation
tumorale avant et pendant la chimiothérapie doeété@Xibet, 2008, Thése de Doctorat ;
Kornfeld et al, 2012). Un deuxieme axe de recherche a été diidenles mécanismes
moléculaires impligués dans le remodelage de ligrcture vasculaire induit par les AGPIn-
3LC et précédemment mis en évidence au cours dhiternent par le docétaxel.






Introduction

Partie I. Lipides et voies de signalisation

Les fonctions cellulaires sont hautement contrélées signalisation intracellulaire,
systéme complexe composé de multiples voies dedtetion interconnectées, permet aux
cellules eucaryotes de produire et de coordonnerr@ponse adaptée a un stimulus et a leur
microenvironnement.

Toutes les voies de signalisation impliqguées danmdlifération et la différenciation,
dans I'adhésion et la migration, dans la surviéaemort, peuvent servir de support a des
altérations oncogéniques. En effet, la dérégulatinoogénique des voies de signalisation
permet I'acquisition et le maintien des caratéayistis tumorales (e.g. prolifération incontrolée,

évasion de la mort cellulaire programmé, migratigtgnahan & Weinberg, 2000).

Les fonctions cellulaires sont controlées par detémes de signalisation, localisées a
proximité ou dans la membrane plasmique, qui soautdment dépendantes de
I'environnement lipidique. En effet, la membranagphique est plus qu’une simple bicouche
lipidique qui posséde un rle structurant. Ellerespond a une plateforme composée de
nanodomaines dynamiques qui integrent les signawérieurs par le biais de protéines
membranaires. Les lipides membranaires eux-mémasj que les seconds messagers
lipidiques issus de leur modification ou de leudtofyse, régulent directement la localisation
et I'activité spatio-temporelle de nhombreuses pne® de signalisation. Dans ce contexte, les
fonctions membranaires ne dépendent pas exclusitedes protéines qui y sont associés
mais aussi de la composition des lipides et desantions lipides-protéines. L'importance de
la composition et de la dynamique membranaire danségulation de la signalisation
cellulaire a été soulignée dans les années 1990)'éiade de protéines associées a la
membrane comme les protéines kinases C et lesimest& (Yeagle, 1989; Escriba &f
1995). Aujourd’hui, des altérations dans le métasbod et la composition lipidique
commencent a étre associées au processus oncogé@nigua survie des patients (Kenhal,
2015; Escriba etl, 2015). Ceci souligne l'intérét des approches émsdsur des thérapies
lipidiques en oncologie, et qui visent a modif@icbmposition lipidique, par exemple via une
supplémentation nutritionnelle ou via le ciblagendétabolisme.



Cette premiere partie de l'introduction est compodé trois chapitres. Le premier
chapitre sera consacré aux lipides membranaires letirs fonctions dans la signalisation
intracellulaire. Le deuxieme chapitre sera, luididéa une famille de kinases sensibles aux
signaux lipidiques, les protéines kinases C. Erfs, deux grandes voies de signalisation
MAPK/ERK1/2 et PI3K/Akt, dont certains composantsiségalements sensibles aux lipides,
seront abordées dans le dernier chapitre.

Chapitre 1. Lipides membranaires et seconds messagers

lipidiques

1. Les lipides membranaires

A. Membrane plasmique

Les lipides de la membrane plasmique représentenirom 20% des lipides
membranaires totaux (van Meer & de Kroon, 2011)s lmembranes eucaryotes sont
majoritairement composées de glycérophospholipidephosphatidylcholine  (PC),
phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylsérip8)( phosphatidylinositol (Pl) et acide
phosphatidique (PA). Les groupements hydroxyleglgtaérol sont classiquement estérifiés
par un acide gras (AG) saturé en sn-1 et insatusn€2. Un acide phosphorique en sn- 3 relié
ou non a un groupement supplémentaire confére auwsd?L identité flgure 1A). Les
sphingolipides constituent une autre grande cldeseLs avec un squelette sphingosine relié
a un acide gras en sn-figtre 1B). Les sphingolipides retrouvés majoritairementsdbes
membranes eucaryotes sont des sphingomyélines §8&¢) un groupement phosphocholine.
La membrane plasmique contient également du cléotéstt des glycolipidesfigure 1C,
1D, 1F). Les PLs anioniques (PS, PA, PIs) sont majoétagnt situés dans le feuillet interne

de la membrane plasmique (van Meeale2008).

Nanodomaines membranairesLe terme de nanodomaine correspond a une
compartimentalisation latérale au sein de la mentb@asmique, vue comme une « mer de
molécules lipidiques désorganisées » (Karp, 2018y & Kenworthy, 2009). La formation

dynamique de nanodomaines lipidiques, ou « nanieclusde lipides, est acceptée par la
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communauté scientifique. lls semblent jouer un piéedans la signalisation en régulant des
interactions protéiques (e.g. Ras) (Zlbdwal 2014, 2015).

A) Glycérophospholipide B) Sphingolipide C) Cholestérol
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Figure 1. Lipides impliqués dans I'organisation dda membrane plasmique

A_ Structure des glycérophospholipid&s fonction de la nature du groupement X, on digtela PC, la PE, la
PS, le Pl et le PAB_ Structure des sphingolipidelse squelette sphingosine est représenté en rosfarigtion

de la nature du groupement Y, on distingue lesngmmyélines et les glycosphingolipidés. Structure du
cholestérol.D_ Composition de la membrane plasmique en Psdes PLs totaux). Le ratio molaire du
cholestérol par rapport aux PLs totaux est encaHréReprésentation schématique de la R@&. queue
hydrophobe correspond aux chaines d'acides grasésaet insaturés respectivement en sn-1 et en Bn-2
Représentation schématique de la membrane plasnhigsguatre PLs structuraux majeurs sont la PCEld&
SM et la PS. Alors que PS, PE et Pl sont principalg situés dans le feuillet interne, SM et PC sont
majoritairement situés dans le feuillet externes bycolipides sont situés dans le feuillet extededa double
couche lipidique. A, B, C, modifiés d'aprés Arishad 2015 ; D, modifié d’aprés Van Meer at 2008 ; E, F
modifiés d'aprés Alberts efal. 2002 PC: phosphatidylcholine, PE: phosphatidylethamate, PS :
phosphatidylserine, Pl : phosphatidylinositol, PAacide phosphatidique, SM: sphingomyéline, Chol:
cholestérol, PL : phospholipide.

Le concept d’'un type particulier de nanodomainge#p « radeau lipidique », repose
sur I'observation d’'un regroupement entre cholestetr sphingomyéline dans des membranes
artificielles, créées a partir de lipides extraies cellules de rein d’origine canine (Brown &
Rose, 1992; Simons & lkonen, 1997). En raison deprggtés physiques de ces composants
(SM préférentiellement enrichie en acides gras rgues chaines saturés et propriété

rigidifiante du cholestérol), ces nanodomaines dentlx flotter » dans un environnement

7



lipidique plus fluide, d'ou le terme de radeau digue. Aujourd’hui, la communauté
scientifique est divisée sur leur existence. Cetirtroverse repose principalement sur les
techniques biochimiques utilisées pour isoler casodomaines : les extractions lipidiques
réalisées dans des conditions détergentes, oupoumraient altérer la composition et les
interactions entre lipides et protéines, rendanmnhpmmuée l'interprétation des résultats
(Leslie, 2011; Karp, 2010).

Les radeaux lipidiques sont vus, par les biologistemme des centres d’organisation
et des plateformes de signalisation qui facilitarttansduction des signaux extérieurs vers les
voies de signalisation intracellulaires. De nombesu protéines membranaires y sont
associées : i) des protéines arborant un ancrade(gBrosylphosphatidylinositol) et des
modifications post-traductionnelles (e.g. palmi&iin, myristoylation comme Ras et Src),
i) des protéines interagissant avec le cholestéeay. caveoline-1), iii) des récepteurs
transmembranaires (e. g. EGFR « Epidermal growtitofareceptor », HER2 « Human
epidermal growth factor receptor 2 figare 2) (Albertset al, 2002; Babinat al, 2011).

Les radeaux lipidiques sont caractérisés par lsgmiee de la protéine flotillindigure
2A). Une sous-population de radeaux lipidiques, ampealavéole, est caractérisée par la
présence de la protéine cavéoline. Les domainegobtares présentent une courbure
caractéristique liée a la forte concentration eolestérol et a la cavéolinéigure 2B). Les

radeaux lipidiques et les cavéoles auraient des imilaires dans la signalisation.

Figure 2. Représentation
) Phospholipide schématique du concept de radeaux
' Sphingolipide I|p|d|ques
A_Radeau lipidique non cavéolaire
ﬂ Glycosphingolipide caractérisé par la présence de
flotiline. B_Cavéole. Les cavéolines
o Protéine & ancrage GPI se lient aux sphingolipides et au
Cholestérol cholestérol et participent a la
Flotilline formation d’'un sous-type de radeaux
JXXCa\,éO.ine lipidiques  caractérisé par une
invagination membranaire. Modifié

Glycoprotéine non récepteur d’'aprées (Babinat al. 2011).NB : Les
radeaux lipidiques sont enrichis en
| Récepteur membranaire sphingolipide et non composés
exclusivement de  sphingolipides
comme représenté sur la figure
GPI :glycosyl-phosphatidylinositol.

Protéine kinase




Dans les cellules cancéreuses, la composition igueéet/ou lipidique de ces
nanodomaines est souvent altérée €ti al 2006; Staubach & Hanisch, 2011). Les
signalisations associées a ces plateformes somésbdéregulées, ce qui peut contribuer a la
croissance tumorale et a d’autres caractéristiesrales aggressives comme la migration

et I'invasion cellulaires (Patra, 2008).

B. Diversité du répertoire lipidique

Alors qu’un type de PL suffit a former une bicoudipédique stable, il existe plus de
1000 especes moléculaires de PLs (Stahelin, 20@9}liversité du répertoire lipidique en
termes de composition et de répartition est étrtd liée a la physiologie cellulaire.

La variation des PLs et de leur composition enexcigras provoque des changements
physico-chimiques et peut modifier i) l'activité slgrotéines transmembranaires, ii) le
recrutement et l'activité des protéines de siga#ibm cytosoliques, iii) la formation des
nanodomaines membranaires et, iv) la fluidité memaire (qui augmente avec l'insaturation
des chaines d’acides gras et diminue avec la temeuwholestérol) (Albertet al, 2002;
Dowhan, 2002). La fluiditt membranaire est une péd@ essentielle de la membrane
plasmique, qui permet la diffusion latérale destgnes et affecte I'activité des protéines
transmembranaires et/ou associées a la membrane.

La répartition asymeétrique des PLs est égalememoitante pour les fonctions
cellulaires. Par exemple, les PLs anioniques (PS,Hs) majoritairement situées dans le
feuillet interne de la membrane plasmique sont@ées a des fonctions de signalisation
intracellulaire. Les seconds messagers lipidiquedyts de maniére locale, classiquement le
diacylglycérol (DAG) et le PI(3,4,5)P3 (phosphatidgsitol 3-,4-,5- phosphate), sont
reconnus par des protéines de signalisation quierorent des domaines de liaison propres a
ces lipides (respectivement, domaine PH « Pleckstwmolgy » et domaine C1) (Lemmon,
2008). Cependant, une reconnaissance mono-spé&cifigul’exception plutét que la regle.
Pour la majorité des effecteurs protéiques répdndamn signal lipidique, la translocation
membranaire dépend a la fois d’un lipide spécifimags aussi d’un environnement lipidique
permissif (en terme de charge, de courbure etuildit) (Stace & Ktistakis, 2006).

Ainsi, l'organisation spatiale des lipides membises® la production locale de
seconds messagers lipidiques et la compositiorcielesgras des PLs influencent fortement

la signalisation intracellulaire.



2. Seconds messagers lipidigues issus des glyc@éagpholipides

Il existe une grande variété de seconds messapeligjlies. Au vu des travaux de la
présente these, cette deuxieme partie se conaensigr la signalisation associée aux
phosphoinositides phosphates (PIPs) et sur la I@gtian associée a la production de
diacylglycérol (DAG) et dacide phosphatidigue (PAlia [I'hydrolyse de
glycérophospholipides.

Classiquement, une stimulus agoniste peut indairprbduction locale et rapide de
seconds messagers lipidiques qui enclenche unengépcellulaire. La métabolisation des
seconds messagers met fin au signal. Les signaidiglies engendrent une réponse cellulaire
en interagissant avec des protéines effectricesutéers au niveau membranaire, ce qui
régulent leurs activités. Cette interaction estetéjante de la concentration du messager
lipidique. Ainsi, le changement de concentratiomndlipide, induit par une enzyme en
réponse a un signal agoniste, génere une signatisat une activité cellulaires (Shin &
Loewen, 2011). De plus, la composition du messhgielique en acide gras peut moduler la
réponse cellulaire.

Les signalisations lipidiques sont tres complekgsplus des interconnexions propres
a la signalisation, les messagers lipidiqgues peué@ta interconvertibles (Eyster, 2007). Les
différents points abordés seront integrés danschénsa global de régulation a la fin du
paragraphe (p.23).

A. Signalisation associée a la production de PIPs

Les phosphoinositides phosphates participent a yaamdique et au traffic
membranaires ainsi qu’a la transduction du sighaks espéces de PIPs sont réparties
différentiellement dans les endomembranes (memliptaseique, golgienne et endosomale).
Ainsi, les PIPs sont des signaux constitutifs qrtipipent a définir I'idendité des différentes
organelles. Les niveaux de PIPs sont hautementié®gi peuvent aussi transduire des
signaux « aigus » de signalisation (Di Paolo & Czem@li, 2006).

En effet, I'action de plusieurs phosphoinositidesakes et de phosphatases lipidiques
permet une production dynamique et une intercoruenrapide des PIPs (Bunney & Katan,
2010). Les PIs membranaires peuvent étre phosmsoeyl position 3-, 4-, et/ou 5- du sucre

inositol, ce qui peut générer jusqu’a sept espeudsculaires de PIP§igure 3).
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Leur role de signalisation est di a des interastlgmides-protéines. Toutes les espéces
moléculaires de PIPs sont reconnues par des dosnphogééiques (Lemmon, 2008), et, en
réponse a leur production locale, des protéinesigealisation peuvent étre recrutées et

activées a des localisations spécifiques (Di P&dlee Camilli, 2006).

Pdins{3)P +=—* Pidins(1 5P,

K,

-

Pidins[3.4,51P,

Iris(1,4 5P,

o OH
Fhosphatidylinositol (Ptdins

Figure 3. Génération des especes moléculaires déPBla partir du Pl

Les réactions indiquées par des pointillés onn#étréesn vitro mais leur importance vivo n'est pas claire.
Modifié d'aprés (Di Paolo & De Camilli, 2006RtdIns : phosphatidyl inositols, PtlnsP :phosphsitnes,
DAG : diacylglycérol, PI5K : phosphatidyl-5 kinag&l3K (I) : phosphatidylinositol-3 kinase classe I.

Les PIPs sont présents en trés faible quantité WEnsnembranes cellulaires et le
P1(4,5)P2 ne représente qu’environ 0.05% des Ptaito(Lemmon, 2008). Le niveau de
P1(4,5)P2 est principalement régulé par l'activatide la PI5K (phosphatidylinositol-5
kinase) et par sa « consommation » du fait deitiactles PLCs (phospholipases C) et des
PI3Ks (phosphatidylinositol-3 kinases) (Di Paolo e Camilli, 2006) figure 3). Cette
double utilisation du PI(4,5)P2 par des voies dmaisation différentes le place comme une
molécule carrefour.

Le PI(3,4,5)P3 est un second messager reconnu cquantieulierement important
pour la transduction du signal. Il est généré pactibn des PI3Ks de classe |, qui
phosphorylent le PI(4,5)P2, et induit le recrutetraembranaire des kinases Akt et PDK1
(« phosphoinositide-dependent kinase 1 »). Le tegrent membranaire de ces deux kinases
engendre l'activation de la signalisation Akt gat #équemment dérégulée dans les cellules
cancéreuses. La production de PI(3,4,5)P3 en répmiiactivation de PI3K ainsi que la voie

de signalisation Akt seront détaillées dans lestémne chapitre.
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B. Signalisation associée a la production de DAG

Deux grands « pools » de DAG intracellulaires sodifférencier. Il existe au niveau
des endomembranes (réticulum endoplasmique/Golgd) production continue de DAG
générée par diverses enzymes métaboliques. Ce gmtoimpligué dans I'homéostasie
lipidique et la synthesdge novodes PLs (Eichmann & Lass, 2015).

En revanche, la production locale et transitoir®dés est associée a des fonctions de
signalisation. Au niveau de la membrane plasmitgpsephospholipases C (PLC) catalysent la
production rapide d’'un pool de DAG, en réponse @& stimulation agoniste. Cette stimulation
agoniste est aussi associée a la production ptdaséaet plus soutenue de DAG au niveau
d’endomembranes (Golgi/RE) (Sabal, 2006). Ces productions de DAG membranaires sont

associées a des fonctions directes de signalisati@acellulaire (Gallegos & Newton, 2008).

Production de diacylglycérol (DAG).es phospholipases C (PLC) génerent du DAG
par I'hydrolyse de glycérophospholipides (PC et4Pl(P2), en libérant leur téte polaire
(figure 4). Une activité PLC spécifiqgue aux PCs (PC-PLCsjstexdans les cellules
eucaryotes mais le géne correspondant n'a pas eréér cloné (Uedat al, 2014). A
'opposé, les PLCs capables d’hydrolyser le PI@5)PI-PLCs) en DAG et en inositol-3
phosphate (IP3) sont trés étudiées. Il existe egeodant pour des PI-PLCs regroupés en 6
sous-familles en fonction de leurs mécanismes idaibdn (Kadamur & Ross, 2013). Chaque
sous-famille de PLC exerce a la fois des fonctiongjues et redondantes et montre une
distribution subcellulaire spécifique. Classiquemérs PLCs sont activées apres stimulation
de récepteurs couplés a des protéines G (GPCRI® elcepteurs a activité tyrosine kinase
(RTKs) (figure 4). Cependant, chaque isofome de PLCs répond a @areprgamme
d’activateurs, qui comprend des protéines G cosplex GPCRs, des protéines tyrosine
kinases, des petites protéines G, le calcium epldespholipides (Kadamur & Ross, 2013).

L’hydrolyse du PI(4,5)P2 par la PLC génére du DA@Gais aussi de linositol-3
phosphate (IP3)figure 4). L'IP3 active un récepteur du réticulum endoplapgma, ce qui
provogue une libération de calcium intracellulaite calcium est un effecteur clé qui
participe a I'activation et a la réegulation de noeses protéines. Il participe a I'activation de
certaines protéines kinases C (PKCs) et de nomdéseastres protéines de signalisation
contenant un domaine C2 intéragissant avec leuralet les lipides membranaires (Kadamur
& Ross, 2013).
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Figure 4. Activité PLC sur le PI(4,5)P2 : producticn de DAG et d'IP3

A.Représentation schématique de I'activation deS$au niveau de la membrane plasmique. B. Répadgmant
chimique du PI(4,5)P2 et de ses métabolites afaéison de la PLC. Modifié d'aprés (Eysteradt 2007).PLC :
phospholipase C, DAG : diacylglycérol, IP3: inokBophosphate, RTK: récepteur a activité tyrosiimage, L :
ligand.

Réponse cellulaire associée a la production de DA@.production de DAG induit

une réponse cellulaire en recrutant et en actigdastprotéines de signalisation contenant un

domaine C1. Classiquement, les PKCs sont consislémmme les principaux effecteurs de la

réponse au DAG. En effet, ce signal lipidigue estntédiateur essentiel de I'ancrage

membranaire des PKCs et de leur activation subségjuiee deuxieme chapitre de cette partie

sera entierement consacré aux PKCs.

La divergence et la complexité de la signalisatibAG ont été révélées par
I'identification d’autres protéines contenant unndone C1, et répondant également a la
production de DAG (Yang & Kazanietz, 200&8p(re 5):

)] Les PKDs (protéine kinase D) sont vues comme destefirs en aval des PKCs, et ont
été impliquées dans la régulation de la signatisdiRK.

i)  Les chimaerines de la famille des « GTPase aatiggiiotein » activent des protéines G
de type Rac/Rho impliquées dans I'organisationydasgjuelette d’actine.

i) Les RasGRPs (« Ras guanyl nucleotide-releasingeipre} sont des GEF (« guanine
exchange factor) activant les protéines G de ladlliaiRas et Rap.

iv) Les DGKs (« diacylglycérol kinase ») sont impligsétans la métabolisation du DAG

(leur action sera détaillée dans le paragraphe D).
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Principales protéines sensibles au DAG Signalisation
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Figure 5. Protéines activées en réponse a une pradion de DAG

La stimulation de récepteurs membranaires gén&arDAG membranaire méne a l'activation de plusieurs
familles de protéines possédant un domaine Clpheshols esters miment I'action du DAG. Modifié pr'as
(Yang & Kazanietz, 2003)Thr : thréonine, Ser: serine, ¢/nPKC : protéineake C conventionnelle ou
nouvelle, PKD : protéine kinase D, DGK : diacylglyol kinase, RasGRP : Ras guanyl nucleotide-reigasi
protein, P : phosphorylation.

La spécificité de la signalisation DAG est assypéae les protéines répondant a ce
signal via le domaine C1 et par le signal DAG lénre.

En effet, tous les domaines C1 ne sont pas steligaorent identiques. Cela se traduit
par des différences d’affinité au DAG et/ou a dfastco-facteurs lipidiques, et contribue a
orienter la spécificité d’activation des protéirmemtenant un domaine C1 (Steinberg, 2008).
L’exemple de I'activation des différentes isofornies PKC sera détaillé dans le deuxieme
chapitre.

D’autre part, la cinétique et la localisation depieoduction du DAG (membrane
plasmique/endomembranes) ainsi que les especesutaités de DAG générées sont des
parametres qui contribuent aussi a la spécificitdadréponse cellulaire (Almena & Mérida,
2011). Par exemple, I'activation d’'une voie de siggation initiée au niveau du Golgi, par la
production locale de DAG, n’aurait pas la méme égagnce biologique que l'activation de

cette méme voie a la membrane plasmique (Bivairad, 2003; Mayinger, 2011). De plus, la
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composition en AG du DAG, qui peut varier en foaotdu type de PLs hydrolysés et de la
qualité de l'apport nutritionnel, module [Iaffinitélu domaine C1 des protéines de
signalisation (Madanet al, 2001, 2004; Lunget al, 2009). Ainsi, une supplémentation
nutritionnelle modifiant la composition en AG dedsPpeut avoir un impact sur la

signalisation DAG.

C. Signalisation associée a la production de PA

La concentration membranaire en PA est mainterde faibles niveaux (environ 1%
des lipides totaux). Cela est di a son rdle clétefimédiaire dans le métabolisme lipidique :
sa conversion continuelle en d’autres especeddipes s’équilibre avec sa synth@senovo
Ce pool de PA est associé au métabolisme et a Ebetasie lipidique (Shin & Loewen,
2011).

En revanche, la production locale de PA via I'hygse de la PC, dépendante de
I'activitation de phospholipases D (PLDs), est agsma des fonctions de signalisation. Une
production de PA peut aussi étre obtenue par ploogiation du DAG par les DAG kinases
(DGKSs) et étre associée a des fonctions de sigtigis (Wanget al, 2006a). Ce mode de
production sera redisctuté dans le paragraphe D.

Production d’acide phosphatidique (PAla fraction de PA associée a la signalisation
est produite localement par lactivation de phodpases D. Les PLDs catalysent
préférentiellement I'hydrolyse des PCs libérantRi et de la choline (Bruntet al, 2014)
(figure 6). La choline libérée n’aurait pas de fonction dgnalisation propre (Wangt al,
2006a) mais représente un substrat essentiel paynthesele novode la PC et de la SM.
Cette voie métabolique est initiée par des cholkiregses et jouerait un réle important dans la
progression, la survie et la prolifération tumosal&lundeet al,2011).

Figure 6. Production de PA par
action de la PLD sur la
phosphatidylcholine

Modifié d'aprés (Munnik, 2001).
PtdCho : phosphatidylcholine, PA:
acide phosphatidique

Reéponse cellulaire
Signalisation 15



Par opposition aux phospholipases C présentées karmaragraphe précédent,
I'activation des PLDs semble plus liée a la sigalon en aval des récepteurs RTKs et
GPRCs activés gqu'aux récepteurs eux-mémes. Les miséwoas d’activation des PLDs
semblent diverses, et tous ne sont pas encoredéfiden effet, les PLDs interagissent avec
un grand nombre de partenaires (Pls, kinases, phtages, GTPases, protéines structurales,
phospholipases) (Jamg al, 2012). Cependant, le PI(4,5)P2 est reconnu coomud-facteur
lipidique essentiel a la localisation et a I'adiviles PLDs (Oude Weernigkal, 2007).

Il existe deux isoformes de PLDs. La PLD1 possede faible activité basale.
L’exemple d’activation de la PLD1 le mieux décrinplique les protéines kinases C
conventionnelles (cPKCs) et les GTPases des famiRF et Rho (Oude Weernirdt al,
2007). La PLD2 présente une plus forte activitéaleast ne répondrait que faiblement a une
stimulation PKC et ARF par rapport a la PLD1 (OWdeerninket al, 2007). Plus recemment,

il a été montré que I'activité de la PLD2 dépendaaissi de son profil de phosphorylations.
Trois sites importants ont été identifiés : un sitéivateur (EGFR), un site inhibiteur (JAK3,
« Janus kinase 3 ») et un site régulateur (SrayKelset al, 2010).

De maniere intéressante par rapport aux travaua geésente these, il existerait un
lien entre les microtubules et I'activité PLD (Dhuisheet al, 2003; Chaet al, 2005; Cheet
al, 2008a). Ce point sera abordé plus précisémerstldatiscussion.

Réponse cellulaire a la production de PAucun domaine protéique de liaison
spécifiqgue au PA n’a encore été identifié. Plutdtige reconnaissance structurale spécifique,
des interactions électrostatiques et hydrophobesbit@es a un environnement lipidique
permissif permettraient I'interaction entre le PtAses effecteurs ainsi que leur translocation
membranaire (Stace & Ktistakis, 2006; Shin & Loew2dl11). Le PA, chargé négativement,
permet le recrutement de protéines qui ont de®mégiches en acide aminés basiques (Stace
& Ktistakis, 2006).

Le PA est un second messager lipidique stratégigoemlacé a l'intersection de
plusieurs grandes voies de signalisation : PKC, MARTOR. Il peut interagir avec de trés
nombreuses protéines (kinases, phosphatasesspatiteéines G, phospholipases C) (Bruntz
et al, 2014). La pertinence biologique des nombreuxepaites du PA, dont la régulation
et/ou linteraction n'ont été démontrées que daes thodeleex-vivo n’est pas toujours
évidente. De maniere consistante, le PA a ététdgmmme provoquant le recrutement et/ou

I'activité de plusieurs protéines kinaséigyre 7A). En contraste avec l'activation de kinases,
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le PA a aussi été décrit comme diminuant I'actid&® phosphatasefigure 7B). Ainsi, la
figure 7 propose un modele dans lequel le PA ppei@ la régulation des événements de
phosphorylations.

Stimulus

A
Y Membrane
Npa
Vot
v N
/ B \
Role du A

pP1 (9.10) Diminue I'activité par interaction
Nécessaire au recrutement membranaire(%2) _
directe
. . 11
Augmente la translocation membranaire et PP2A (1)

I'activité(®4)

A

mTOR Augmente I'activité(>)

Augmente I'activité(?8)

N

phosphorylations

l

Réponse cellulaire

Figure 7. Cibles activées ou inhibées par I'acidehpsphatidique en lien avec le statut de phosphontians

des protéines de signalisation.

A_Exemples de kinases régulées par le PA. Liste Rbaustive de protéines kinases dont la localisatidou
l'activité sont modifiées par le PA. Ne sont listégue des données consistantes étudiées dans delétem
différents. 1 : (Ghosbt al, 1996) ; 2 : (Rizzet al, 2000), 3 : (Lopez-andreat al, 2003) ; 4 : (Corbalan-garce

al, 2003) ; 5 :(Fanget al, 2001) ; 6 : (Veverkat al, 2008) ; 7 :(Moritzet al, 1992) ; 8 :(Jenkinst al, 1994).
B_Phosphatases régulées par le PA. 9:(Jones, 2002)Jdneset al, 2005a), 11 :(Gaet al, 2013). Adapté
d'aprés (Wanget al, 2006a). PKC: protéine kinase C; mTOR: mammalian targetragfamycin ; PI5K:
phosphoinositide 5 kinase, PP1: protéine phospbata PP2A: protéine phosphatase 2A, Raf: Rapidly
accelerated fibrosarcoma.

PA et prolifération cellulaire Le r6le de I'axe PLD/PA dans la régulation de la
prolifération cellulaire induite par des facteues afoissance et des oncogénes est bien établi
et supporté par de nombreuses études sur des modeélefibroblastes et de lignées
canceéreuses humaines.

La production de PA est impliguée dans l'activatien Ras (Zhaet al, 2007), le
recrutement membranaire de C-Raf (Rizzpbal 2000) et dans l'activation du module
MAPK/ERK1/2 (« Mitogen activated protein kinase »«/Extracellular signal-regulated

kinases ») (Rizzet al 1999). L'importance de I'axe PLD/PA dans I'actésbncogénique de
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Ras a été démontrée dans un modéle de xénogreffelesu souris immunodéprimées
(Buchanan et al, 2005). L’expression d’'un dominagatif de PLD1 dans des fibroblastes de
rat exprimant un mutant de H-Ras constitutivemaentiff #loque la capacité des cellules a
former des tumeurs. Une administration continu®derestaure la capacité de ces cellules a
former des tumeurs et augmente la croissance tlendes fibroblastes H-Ras/PLD1 WT
(«wild type »). Enfin, dans plusieurs modéles dgndes cancéreuses mammaires, la
production de PA participe a la proliféeration ckdite en réponse a I'EGF (« Epidermal
growth factor ») (Zhangt al, 2014).

Par ailleurs, la production de PA est nécessaltactivation mitogénique de mTOR
(« mammalian Target of rapamycin ») et de ses mtBstmais ne semble pas affecter
l'activité PI3K (Fanget al, 2001). Dans plusieurs lignées cancéreuses, wdugion PA
serait requise pour la formation et la stabilisaties deux complexes mTOR. (Tosehial,
2009).

PA et survie cellulaireLe PA participe aussi a la survie cellulaire. Ligité PLD
protégerait les cellules de la mort cellulaire égulant positivement I'expression de genes
anti-apoptotiqgues et/ou en régulant négativemeswplession de genes pro-apoptotiques
(Bruntz et al, 2014). Par exemple, il a été montré que la suessgion de la PLD et un
traitement exogene avec du PA augmentent la trigtiscr de Bcl-2, gene anti-apoptotique
(Choi & Han, 2012). La régulation des voies de aigation MAPK et mTOR serait
impliquée dans I'effet pro-survie du PA, bien gas mécanismes moléculaires exacts restent
a déterminer (Bruntet al, 2014).

D. Fin du signal d’activation : métabolisation du DAGet du PA

Les signalisations DAG et PA sont directement odenectées. Les DAG kinases
(DGK) mettent fin au signal DAG via sa métabolisatien PA. Inversement, le PA est

rapidement converti en DAG par l'action d'une PAopphatase (PAP). Les DGKSs et les

PAPs sont les deux principales voies pour métadmoles pools de DAG et de PA associés a

la signalisation intracellulaire.

Métabolisation du DAG.Les DGKs métabolisent le DAG en PA. A ce jour, 10
isoformes de DGK kinases ont été identifiées. Liegles de « knockout » sur des souris

montrent des phénotypes propres a chaque DGK ojléiest al, 2012), ce qui suggere des
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fonctions distinctes. Les DGKs possedent un dom@ihdvoir figure 6) et sont activées en
réponse a la production de DAG pour mettre fin igna en métabolisant le DAG en PA.
Cependant, ce mécanisme d’activation « simpliste reflete pas la complexité des fonctions
associées aux DGKs. En effet, le PA est un métaboioactif. Cai etl. propose un modeéle
selon lequel l'activité DGK, soit termine le sign8IAG (figure 8A), soit active la
signalisation PAf(gure 8B), et ce, en fonction de la localisation subceiteldes DGKs et de
son partenaire d’interaction (Ceti al, 2012). Ainsi, les DGKSs interagisant avec desgnas
régulées par le DAG termineraient le signal d’aion figure 8A). Inversement, les DGKs
intéragisent avec des protéines régulées par letAés activeraientfiure 8B) (Cai et al,
2012). D’'une maniere générale, les fonctions denatisation des DGKs sont encore

largement a explorer.

Figure 8. Modéle de compartimentalisation

A B
Membrane des DGKs.
DAG >>>PA DAG >>>PA . . Lo .
A _La DGK interagit et inhibe une protéine de
Cible @ @ Cible signalisation répondant au DAG. B_La DGK
protéique protéique interagit avec une protéine de signalisation et
du DAG du PA augmente son activitt en générant du PA.
Dapres (Cai et al. 2012). DAG:
@ @ diacylglycérol, PA: acide phosphatidique,
Signal de fin Signal activateur DGK : diacylglycérol kinase.

La fin du signal DAG peut aussi faire intervenirewetre famille d’enzyme, les DAG
lipases, localisées a la membrane plasmique. Gases peuvent hydrolyser le DAG produit
en réponse a une stimulation PLC pour produirenai@soacylglycérols et un acide gras libre
(Eichmann & Lass, 2015).

Métabolisation du PALe PA peut étre métabolisé en DAG par I'action ddPPlIl
peut aussi étre métabolisé en acide lysophospbaéglus un acide gras libre, par I'action de
phospholipase A2 qui hydrolysent spécifiquementglgsérophospholipides en sn-2 (Wang
et al, 2006a).

Deux activites PAPs sont distinguées. La PAP1l (pind) est cytosolique et
translogue a la membrane apres un signal de dépbigdgtion activateur. Par opposition, la
PAP2 (ou lipide phosphate phosphatase, LPP) esnrambranaire et n’est pas spécifique au
PA (Wanget al, 2006a). D’'une maniere générale, les PAPs somicEses au maintien de
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I’'hnoméostasie lipidique et ne sont que tres pediéas dans le contexte de la signalisation

intracellulaire.

Interprétation cellulaire de l'interconversion en&r DAG et PA.Physiologiquement,
les seconds messagers produits en réponse a nmgasion doivent étre dégradés rapidement
et spécifiquement, or le DAG et le PA sont métaddirespectivement en PA et en DAG.
Comment la cellule interpréte-t-elle ces deux signa priori activateurs ? Deux grandes
hypotheses émergent de la littérature. La spé@fibe la signalisation serait assurée par les
difféerentes espéces moléculaires a l'origine dessagers lipidiques et par la régulation
spatio-temporelle des différents signaux.

La composition en acide gras du PI(4,5)P2 et adléa PC, respectivement substrats
des lipases PLC et PLD, differe. Les Pl contienmeajoritairement un AG polyinsaturé en
sn-2 (typiguement de I'acide arachidonique poua3D % des especes moléculaires de Pl)
alors que les PC contiennent majoritairement dessA@rés ou mono-insaturés (Hodgkin
al, 1998; D’'Souza & Epand, 2014). Par conséquerttiVation de la voie PLD aboutirait a la
métabolisation du PA en une molécule de DAG difiezede celle générée par la voie PLC
(figure 9). Un raisonnement identique peut étre tenu poumttabolisation du DAG.
Plusieurs données montrant que la composition en dMGDAG et du PA influence
différemment les voies de signalisation appuiertecéypothese (Hodgkiret al, 1998;
Siddiqui & Yang, 1995; Madanet al, 2004, 2001). Par exemple, les études menées par
Madani etal. montrent que différentes espéces moléculaire®AE n’exercent pas les
mémes effets activateurs sur les PKCs ou sur Ras&R® signalisation MAPK en aval
(Madaniet al, 2001, 2004).

La deuxieme hypothése pouvant expliquer la spééfae la réponse cellulaire dans
ce contexte est la régulation spatio-temporelleadeoduction du signal et la localisation des
effecteurs (Carrasco & Mérida, 2007; Waeg al, 2006a). En effet, la différence de
localisation subcellulaire des différentes enzynmagliquées dans la production et dans la

métabolisation des signaux peut aussi contriblgispécificité du signal.
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Figure 9. Fin du signal DAG et PA et interconversio des seconds messagers lipidiques

La PC contient majoritairement des acides grasréatiet/ou monoinsaturés. Le PI(4,5)P2 contient
préférentiellement un acide gras polyinsaturé e.snC : phosphatidylcholine, PLD : phospholipase D,:PA
acide phosphatidique, PI(4,5)P2 : phosphatidyl 6hé&sphoinositol, PLC : phospholipase C, IP3: iiobs3
phosphate, DAG : diacylglycérol, DGK : diacylglyoékinase, PAP : acide phosphatidique phosphatase

E. Interconnexions

Ce paragraphe a pour but d'illustrer les intercaiores lipidiques en apportant une
vue globale des interactions possiblégufe 10). La signalisation lipidique classique est
encadrée dans la figure 10. Le PIP3 et le DAG denok messagers lipidiques bien identifiés
pour lesquels il existe des domaines protéiquesiaEes. L'axe PA/PLD apparait étre
interconnecté avec cette signalisation lipidique.dlus, aujourd’hui, le PA apparait avoir des
réles conséquents dans la signalisation intraaétulet 'oncogénese (Wargg al, 2006a;
Peng & Frohman, 2012).
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Figure 10. Interconnexions entre les signalisationr®AG, PA et PIPs.

Les enzymes catalysant la production des secondsagers lipidiques sont représentées en rougeelcends
messagers lipidiques (DAG, PIPs, PA, surlignésaeing) sont impliqués dans I'activation des graneiéss de
signalisation mTOR/Akt, PKC, et Raf/[ERKPLC : phospholipase C, PIP : phosphoinositol phasnDAG :
diacylglycérol, PA : acide phosphatidique, PC : ggtmtidylcholine, PLD : phospholipase D, PKC : gio¢
kinase C, DGK : diacylglycérol kinase, PAP : agut®sphatidique phosphatase.

Le PA active la PI5K, responsable de la productierP1(4,5)P2 (Foster & Xu, 2003;
Moritz et al, 1992) et le PI(4,5)P2 est nécessaire a I'actiPitdd. Ainsi, la synthése du
P1(4,5)P2 peut étre considérée comme une bouatégigation positive maintenant l'activité
PLD (Eyster, 2007).

Par ailleurs, le PA peut participer a I'activatide certaines isoformes de PLC. Il a été
montré que la PLCR1 interagit directement avecAgIRtosch, 2000) et que les PLDs sont
impliquées dans l'activation de PLC en réponse a stimulation agoniste de GPCRs
(Litoschet al, 2009).

Il semble exister un équilibre entre les voies DGKSPAPs. Par exemple, en cas
d’inhibition des PLDs, la voie DGK pourrait sende « voie de secours » pour la production
de PA (Fosteet al, 2014). En effet, il a été montré que I'inhibitidas PLD1/2 provoque une

augmentation de PA (Antonesetial, 2010).
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Encadré 1. Points clés du chapitre « lipide membraaire et seconds messagers
lipidiques »

La production rapide, locale et transitoire de ragess lipidiques est associée a ¢

fonctions de signalisation intracellulaire.

La composition en acide gras des PLs influencé@lzaisation initi€ée par les message
lipidiques.

Le DAG est produit par des PLCs via I'hydrolyseRIgPI-PLC) ou via I'’hydrolyse de
PC (PC-PLC).

Le PA, produit via I'hydrolyse de PC par les PLBst impliqué dans I'activation de
signalisations MAPK/ERK1/2 et mTOR.

Le PA et le DAG sont interconvertibles.

23

es



Chapitre 2. Les PKCs, famille de kinases sensible aux lipides

Les PKCs sont une grande famille de kinases imgégqudans la régulation de
multiples voies de signalisation. De nhombreusedestumontrent I'importance des PKCs dans
les fonctions cellulaires associées au phéntoypeital comme la prolifération, la survie, la
différenciation, la migration, I'invasion et la n@ngiogénése (Gargt al, 2013a; Lipp &
Reither, 2011). La majorité d’entres elles dépehdam second messager lipidique pour leur
activation ce qui situe leur champ d’activationraximité de la membrane plasmique bien

que leur localisation n’y soit pas restreinte.

1. Les isoformes de PKCs

Cette grande famille d’enzymes est subdivisée @s firoupes en fonction de leurs
domaines protéiques régulateurs : les PKCs classiqu conventionnelles (cPKCs), les
nouvelles PKCs (nPKCs) et les atypiques (aPKdgure 11). Le principal signal
d’activation des cPKCs et des nPKCs est le DAGserond messager lipidique produit de
maniere transitoire, classiquement apres l'activatie récepteurs associés aux PLCs (voir
chapitre 1, point 2). L'action du DAG peut étre ndienpar des phorbol esters qui interagissent
également avec le domaine C1 (Ger@l 2013a).

Les cPKCs comprennent la PKCles PKCR (I et 1) et la PKEC L’activation des
cPKCs est aussi dépendante du calcium qui inteaagit le domaine C2. Les nPKCs (PKC
PKCS, PKCh et PK®) sont activées de maniere semblable aux cPKCsindgpendamment
du calcium. En outre, des PLs membranaires aniesig{PS, PA, PIs) interviennent
également dans l'activation des cPKCs et des nRK€witon, 2010)figure 11 _Activation).
L’activation des cPKCs et des nPKCs sera détailé#es le deuxieme paragraphe.

Les aPKCs (PKG PKC) ne répondent pas aux mémes signaux d’activatelles
sont insensibles au DAG et au calcium intracellelatn effet, cette sous-famille ne partage
gu’'une homologie de séquence du domaine kinase legeautres PKCs. La PS et d’autres
PLs anioniques peuvent interargir avec les aPKOs faear activation reste majoritairement
dépendante d’interactions protéine-protéine, wia teomaine PB1 (« Phox and bem 1 ») et de
phosphorylation (Parkest al, 2014). Ce chapitre se concentrera sur les csenKCs, les
aPKCs étant structurellement et fonctionnellemers distinctes.
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Figure 11. Vue générale de la famille des protéindsnases C.

En fonction des familles (conventionelle, nouvedle atypique), les PKCs peuvent étre activées par de
phospholipides membranaires, le DAG et le calcidles domaines régulateurs « pseudosubstrat » sont
représentés en rouge. Les astérisques (*) dansrwide kinase représentent des sites de phosptionyla
conservés au niveau de régions spécifiques. LessRit€ragissent avec de nombreuses voies de sgtiali.
Modifié d’apres Garg eéll, 2013 et Antal & Newton, 201DAG : diacylglycerol, PS : phosphatidylsérine,
PIP2 : phosphatidylinsoitol 4,5-biphosphate, Pt hospholipides anioniques.

La majorité des PKCs sont exprimées de maniereuiibice et les cellules co-
expriment plusieurs isoformes. Les PKCs régulexttivité d’'une grande variété de protéines
effectrices en phosphorylant des résidus sérinethrépbnines fgure 11 Signalisation).
Dresser une carte de signalisation consensuellérambriétendue des protéines et des voies
régulées par les PKCs n’'est pas réalisable caruehaspforme posséde des fonctions
distinctes en fonction du type cellulaire étudi@laCcomplique I'étude des PKCs et de leurs
dérégulations associées au cancer. En effet, failootion individuelle de chaque PKC dans
telle ou telle fonction reste mal définie et larggrhdépendante du contexte cellulaire (Garg
et al, 2013; Mochly-Rosest al, 2012).

2. Activation et régulation de I'activité des PKCs

Les PKCs sont classiguement activées par un pnegesgordonné de plusieurs
étapes : i) la maturation par phosphorylation medalstabilité et la capacité catalytique des
PKCs, ii) les interactions lipidiques et la prodontde DAG (dépendantes ou indépendantes
calcium) provoquent la translocation membranaireuetchangement de conformation a
I'origine de [l'activité catalytigue des PKCs et)iiles interactions avec des protéines
d’ancrages, isoformes spécifiques, permettent aoalisation différentielle aux membranes
(plasmique ou endomembranes) et donc un acces sublsgats particuliers. Par ailleurs, ces
mécanismes coordonnés permettent la régulationispréte I'activité PKC en contrblant
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I'amplitude, la durée et la localisation de la siligation. L'ensemble de ces processus mene
donc a une signature d’activation unique pour chagoforme de PKC et dépendante du
contexte cellulaire (Steinberg, 2008; Antal & Newto2014). D’autres mécanismes
d’activation plus atypiques et dépendants des istds de PKC ont été decrits. Par exemple,
la protéolyse de la PK&Lrégulée par des caspases est impliguée dans plesses pro-

apoptotiques (Steinberg, 2008).

A. Maturation des PKCs par des phosphorylations

L'étape de maturation est un processus essentiglrpadre les PKCs catalytiquement
compétentes et les protéger de la dégradation (hew2010). Cette étape nécessite la
présence des protéines chaperonnes HSP90 (« Hezd giotein ») et Cdc37 (Goukt al,
2009). La maturation requiert trois phosphorylasioordonnées au niveau de trois sites
(boucle d’activation, «turn motif » et motif hygoobe) dans le domaine kinase des PKCs
(figure 11 _Domaine kinase).

Le premier événement de phosphorylation, permettinitier la maturation des
PKCs, se situe au niveau de la boucle d’activatien’enzyme. Cette phosphorylation est
attribuée a PDK1. La perturbation de cette étapd les PKCs tres sensibles a la dégradation
(Newton, 2010). Concernant les cPKCs, I'action &P est considérée comme constitutive
et indépendante de PI3K (Sonnenbwtgal 2001). Pour les nPKCs, l'action de PDK1
apparait plutét comme régulée (Cernal, 2002) : alors qu’une stimulation mitogénique n’a
pas d’effet sur la phosphorylation des cPKCs régpk PDK1, elle induit la phosphorylation
des nPKCs. De maniére atypique, la phosphorylatela PK@ par PDK1 serait dépendante
de l'activité PI3K (Le Goocbt al, 1998). Cet événement n’aurait pas de lien aveastvité
catalytique mais permettrait d’orienter la sélatdivde substrats actives par la PKC
(Steinberg, 2008).

La maturation compléte des PKCs requiert deux syth®sphorylations au niveau c-
terminal de la protéine («turn motif » et motifdngphobe). Longtemps attribué a des
mécanismes d’autophosphorylation, mMTORC2 pourttaé énpliqué de maniére directe ou
indirecte dans ces événements (Facchieetil, 2008; Ikenouet al, 2008). Les mécanismes
impliqués dans cette deuxieme vague de phosphiarylag¢stent discutés (Steinberg, 2008;
Newton, 2010).
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Résumé.Les PKCs immatures sont dans une conformation teivénactive et
associées a la membrane plasmique via des intandeibles (Sonnenburgt al, 2001; Antal
et al 2014) tigure 12A). Le premier évenement de phosphorylation régtiaé PDK-1
déclenche les deux autres. La phosphorylation téusiurn » est particulierement importante
pour la compétence catalytigue de I'enzyme alore s deux autres participent a sa
stabilisation globale. Les PKCs ainsi matures seldichées dans le cytosol ou elles adoptent
une conformation fermée d’auto-inhibition avec mraine pseudosubstrat bloquant le site
catalytique de I'enzymefigure 12B). Suite a la production de seconds messagersdiad
tels que le DAG, la translocation membranaire derasignal déclencheur de l'activité
catalytique (Antakt al, 2014).

Le laboratoire de Newton a montré que le changermdentonformation lié a la
maturation de I'enzyme masque le domaine C1 de<CsPIKela limiterait I'activation des
cPKCs en absence de second messager. Ainsi, erd@latabiliser et de rendre les PKCs
catalytiguement compétentes, le processus de miaturanodule la dynamique de
recrutement des PKCs de facon a ce que les enzyaiest activeées uniqguement par une

production locale de DAG membranaire (Antal & Newt2014).
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Figure 12. Modéle représentant la maturation, I'adlvation et I'inactivation des PKCs conventionnelles

A_ Les PKCs non matures et catalytiquement inacts@% associées a la membrane plasmique via des
interactions faibles entre membrane, queue C-telmidomaine C2, domaine C1B (résidu tyr), dom&nd
(résidu trp) et domaine pseudosubstiBat.Les PKCs matures sont relachées dans le cytobes. &loptent une
conformation fermée dans laquelle les domainesddi masqués. Le domaine interne « pseudosubststt lie

au site catalytique de I'enzyme et inhibe son &étiC_ En réponse a une stimulation induisant la prodaatie
PIP2, le domaine C2 dépendant du calcium ciblecR¥SCs a la membrane plasmiqu. L'interaction du
domaine C1 avec le DAG engendre un changementmferagation, libere le domaine pseudosubstrat évect
les cPKCsE_ La déphosphorylation des cPKCs les rend treslsiessi la dégradation. Modifié d’aprés Antal et
al. 2014.
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B. Translocation membranaire des PKCs

La translocation des PKCs de la fraction cytosdigsoluble a différents
compartiments subcellulaires est considérée conmmmarqueur général de leur activation
(Steinberg, 2008; Mochly-Roseet al 2012). La translocation membranaire des PKCs
matures est régulée par la production de DAG astasspar le calcium pour les cPKCs.
L’interaction avec les PLs anioniques (PA, PS,Ell) est également importante pour leur
activation {igure 11 Activation). La littérature comprend de nombreusétudes
d’interactionsex-vivodivergentes : les interactions entre les domaiégslateurs C1/C2 et la
membrane ne dépendraient pas, de maniere strigtePd particulier mais résulteraient plus
d’'un environnement lipidique permissif (Stace & dfaikis, 2006). Les paragraphes suivants
décrivent les interactions précises entre les doesaC1/C2 et les lipides membranaires.
fine, 'engagement membranaire coordonné des domaihex C2 déclenche un changement
de conformation des PKCs et libére le domaine psesudistrat du site catalytique des PKCs
ce qui leve son action auto-inhibitrideg(re 12D) (Newton, 2010; Steinberg, 2008).

Domaine C2.Classiquement, la fonction du domaine C2 est diitéa I'interaction
entre le domaine C1 et le DAG, principal activatdie domaine C2 interagit avec des PLs
anioniques.

Dans le cas des cPKCs, la liaison avec le calciomfece au domaine C2 une
spécificité pour le PIP2 membranaire. L'interactacaicium-domaine C2 permet de pré-cibler
les cPKCs a la membrangg(re 13). Ce ciblage initial a la membrane est de failffmite
mais permet au domaine C1 d'interagir avec le DAG &S et d’engendrer un réel ancrage
membranaire (Steinberg, 2008; Newton, 2010).

Le domaine C2 des nPKCs différe de celui des cPK@sguipe de Corbalan-Garcia a
montré que l'interaction PA est requis pour la stanation membranaire du domaine C2 de la
PKCe (Corbalan-garcieet al, 2003) et qu’'une combinaison PA/DAG est nécessaingr
I'activation de cette isoforme (Lopez-andrebal, 2003). Ces données sont en opposition
avec celles du laboratoire de Cho & Stahelin gppaate que le domaine C2 de la PKC
n’interagit que tres faiblement avec les PLs amjoes et que la délétion du domaine C2 de la
protéine ne perturbe pas sa translocation membyea(Biaheliret al, 2005). Le domaine C2
de la PK@ serait plus affin pour la PS (Stahekh al, 2004). De maniere additionnelle et
atypique, le domaine C2 de la PK@iteragirait aussi avec des résidus tyrosinespitmylés
(identification de CDCP1 « CUB domain-containingtein 1 ») (Bene®t al 2005). Ces
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auteurs émettent I'hypothése que l'interaction esildr PK@ et des protéines phosphorylées
membranaires pourrait réguler son activation qraiseonc, aussi dépendante d’'une activité

kinase.

PKCs conventionnelles Nouvelles PKCs Figure 13. Schématisation de la
translocation membranaire des PKCs

Du fait d'une interaction entre le
domaine C2 des cPKCs et le PIP2 grace
au calcium, leur constante d’association
avec la membrane plasmique est
supérieure a,celles des r_1PKCs. Les
Ca®e® — PKCu — PKCS cPKCs se déplacent ensuite en deux
C2-domain’UEEg!{3ml Ugig; dimensions pour interagir avec une
molécule de DAG. En revanche, les
nPKCs ne sont pas pré-ciblés a la membrane etrmicswbir de nombreux événements de collision menaira
avant de frapper une molécule de DAG. Modélisatimsée sur des mesures d'imagerie confocale apres
stimulation agoniste de fibroblastes exprimant de€Cs avec un tag fluorescent. Modifié d'aprés
http://www.uni-leipzig.de/~pharma/main/researchéafer/PKC_translocation. html/. Kon : constante
d’association.
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Domaine C1.En interagissant avec le DAG, le domaine C1 eptilecipal médiateur
de I'ancrage membranaire des PKCs. Les nPKCs ré&pnordla production de DAG sans pré-
ciblage a la membrane dépendant du calcium, ddinlid du domaine C1 des nPKCs pour le
DAG est deux fois plus importante que celle du dama1l des cPKCs (Newton, 2010)
(figure 13). Le domaine C1 reconnait également les PLs ajuesi avec une sélectivité
marquée pour la PS (Johnset al 2000). Les PLs anioniques permettraient d’ametior
I'accessibilité du domaine C1 au DAG membranair¢éat{8lin et al, 2005). Il reste a

déterminer a quel degré l'activité PKC pourraieétrodifiée par ces co-facteurs lipidiques.

C. Co-facteurs lipidiques et régulation spatio-temporlle des PKCs

Les différences d’affinités intrinséques et la stlété des domaines régulateurs C1 et
C2 contrdlent, en partie, le niveau, 'amplitudce,durée et la localisation de la signalisation
des PKCs (Gallegos & Newton, 2008).

La régulation de la localisation en fonction ddfiraté des domaines régulateurs pour
les facteurs lipidiques est illustrée par le labmira de Newton. Alors que la PKQransloque
majoritairement a la membrane plasmique apres ktioo agoniste, I'introduction d’'une
mutation dans le domaine C2 inhibant l'interactamec le calcium, et par conséquent avec le
PIP2, induit un changement de localisation membrande la PKG. Aprés stimulation

agoniste, la PK& mutée transloque au niveau de la membrane dedfepple Golgi (Scotet
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al, 2013). De la méme maniere, la grande affinitdddmaine C1 des nPKCs pour le DAG
module leurs localisations cellulaires. L’appadal Golgi dont les membranes sont riches en
DAG est le site majeur de l'activité des nPKCs @Ednmeet al, 2006; Gallegos & Newton,
2008).

La durée et I'amplitude de la signalisation PKC @té explorées grace a une
technologie basée sur le transfert d’énergie pswmgance Forster (FRET). La construction
de rapporteurs de l'activité PKC a permis a I'éguge Newton de visualiser I'activité des
PKCs a des localisations spécifiqgues en temps séeldes cellules vivantes. Ainsi, une
stimulation agoniste déclenche une activit¢ PKGdeet aigué au niveau de la membrane
plasmique suivie d’'une activité soutenue au niveaolgi (Gallego®t al, 2006). De plus,
ils ont montré que la durée de l'activité PKC, & ceux localisations, est associée a la
persistance locale du niveau de DAG membranairemétabolisation rapide du DAG a la
membrane plasmique engendre une réponse PKC diguahsitoire alors que la persistance
du DAG a la membrane de I'appareil de Golgi prowgue activité PKC soutenuig(re
14).
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Figure 14. La persistance de l'activité locale dg3KCs suit la persistance du DAG.

Des cellules COS-7 sont transfectées avec le reppate 'activité PKC ou les rapporteurs de ladpidion de
DAG et traitées avec de 'UTP. L'UTP stimule unepteur couplé a des protéines G, déclenche unatécti
phospholipase et une activité PKC. Enregistrés demsnémes conditions expérimentales, les sign&RKTF
reflétant la production de DAG et 'activité des @Kont été regroupés sur un méme graphique pouremet
évidence la corrélation temporelle entre DAG eivétPKC. Modifié d’aprés Gallegos et al. 2006.

L’ensemble des données du laboratoire de Newtogésagque les cPKCs seraient
impliquées dans une réponse transitoire et rapigmnse associée au turnover du DAG a la
membrane plasmique. A l'opposé, la réponse des sP¥e@Giit plus soutenue, a I'image de la

production du DAG au niveau de I'appareil de G¢gallegos & Newton, 2008).
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D. Localisation subcellulaire par interaction protéineprotéine

Une stimulation agoniste induit la translocations d®KCs dans plusieurs
compartiments intracellulaires comme les endosofeegticulum endoplasmique, I'appareil
de Golgi, la mitochondrie, le noyau et des élémdntsytosquelette (Steinberg, 2008; Rosse
et al 2010). Les isoformes de PKC transloquent spémfigent aux différents sites
intracellulaires ou elles y exercent des effetédgigues distincts (Kazt al, 2009).

Les interactions des PKCs avec des protéines digagparticipent a la spécificité de
la signalisation en permettant le rapprochementigig entre les PKCs et des substrats
spécifiques. L’augmentation de I'expression des PIK@st pas systématiquement associée a
laugmentation de la phosphorylation de leurs galst Les protéines d’échafaudage
joueraient un role important dans les fonctions FIKE€s (Mochly-Rosert al, 2012; Hoque
et al, 2014).

L'importance des protéines d’échafaudage/d’ancrages la localisation et la
spécificité des PKCs a été soulignée pour la pnamieis dans les années 1990 par le
laboratoire de Mochly-Rosen. Plusieurs protéinesicgirellement différentes ont été
identifiées pour leurs capacités a se lier aux PEQ®groupées sous le terme générique de
« RACKs » pour récepteurs de protéines kinasesti@eac(Mochly-Roseret al, 1991). Il a
été proposé que linteraction avec les RACKs puméger les kinases dans une conformation
ouverte et donc contribuer a les maintenir danétahactif.

Aujourd’hui, la liste des protéines d’échafaudagmidrage interagissant avec les
PKCs ne cesse de croitre (RACKs, AKAPs « A-kinaseharing proteins », 14-3-3, HSPs,
importines, annexines) et ajoute des niveaux deptxité supplémentaires a la régulation
spatio-temporelle de la signalisation PKC (Hoapieal, 2014). En effet, des mécanismes
additionnels exercés par ces nouvelles protéinéshdfaudages ont été mis en évidence.
Premiérement, les interactions seraient spécifiquehaque isoenzyme et aux différentes
conformations de PKCs (actives ou non), dépendamtestimulus et du type cellulaire.
Deuxiemement, certaines protéines d’'échafaudagesepeinteragir avec d’autres partenaires
que les PKCs et permettraient ainsi de stabiliesrabmplexes multi-protéiques, de délivrer
et de connecter les PKCs a de multiples substdatgueet al, 2014).

Localisation nucléaire.Aprés stimulation agoniste et dans des modeldslaiets
variés, une localisation nucléaire a déja été eoésepour toutes les isoformes de PKCs

(Martelli et al, 2003). Une localisation péri-nucléaire seraitto@lgée par une production
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locale de DAG et par des protéines d’échafaudage.(enportine) (Hoqueet al, 2014).
L’identification de substrats exclusivement nualési(e.g. histone H1, ADN topoisomérase 1)
a levé la controverse sur la localisation intraléaice des PKCs, alors que la présence d’une
séquence de localisation nucléaire sur ces kinaiess pas encore élucidée (Martedl al,
2006). L'activité nucléaire des PKCs serait hautemdépendante de leur statut de
phosphorylation. En effet, suite & une stimulapborbol ester, I'activité PKC nucléaire n’est
détectable qu’en présence d’un inhibiteur de phatsise (Gallegost al, 2006).
Paradoxalement, la relevance biologique de cetialigation est peu étudié et reste
tres mal comprise. Les PKCs permettrait de régiaetivité de protéines nucléaires (e.g.
ADN toposiomérase, lamine) et de facteurs de trigtgan (e.g. c-Rel 1) (Martellet al,
2006; Garget al, 2013b). La signalisation PKC nucléaire seraitliqyge dans la régulation
de I'expression génique contrblant des grandestiforg biologiques comme l'apoptose, la

prolifération et la différenciation cellulaire (Malli et al, 2006).

E. Régulation négative des PKCs.

Classiquement, la signalisation PKC prend fin gamiétabolisation du DAG et par
I'internalisation et la dégradation des réceptedost les activités sont liees aux PLCs. La
voie de dégradation des PKCs dépend, en partispractivateur. Un traitement prolongé ou
répété avec des activateurs irréversibles et ngai@lbgiques des PKCs (e. g. phorbol ester,
bryostatine) provoque la dégradation des PKCs emtiet phosphorylées de maniére
dépendante du protéasome (Blumberg, 1980cted 1997; Leontieva & Black, 2004).

Suite a une stimulation physiologique, les PKC4 spgcifiquement déphosphorylées
par I'action de phosphatases. La conformation davees PKCs recrutées a la membrane y
est sensible alors que la conformation fermée pwdtiration des PKCs est résistante a
I'action des phosphatases. L'étude de Gaal.etdentifie les PHLPPs (PH domain leucine-
rich repaeat protein phosphatase), déja connues géphosphoryler le résidu serine 473
d’Akt, comme responsable de la déphosphorylatiomadtif hydrophobe des PKCs. De plus,
les auteurs montrent que I'expression de ces pladapds est inversement corrélé au niveau
d’expression des PKCs ce qui suggéere que les PHEBRsblent le niveau cellulaire des
PKCs (Gacet al, 2008).

Apres déphosphorylation, les PKCs peuvent étre adiégrs par la voie classique
ubiquitine-protéasome ou par protéolyse de mamnel&endante du protéasome (Chkéal,
2007).
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3. PKCs et cancer du sein

L’hypothése d’'une association positive entre PKCsamncer du sein est basée sur
plusieurs études montrant que: i) l'activité enzyimee des PKC est plus élevée dans les
tissus cancéreux par rapport aux tissus mammaaras €0'Brianet al, 1989; Gordgeet al,
1996), ii) un traitement long-terme avec des phbesters induit une régulation négative des
PKCs et une inhibition de la croissance cellulas@ns différents modeles cellulaires
(Davidson & Kennedy, 1996) et que iii) le statutrrhonal des tumeurs, facteur de bon
pronostic, est inversement associé a l'expressibou ea I'activité PKC (Davidson &
Kennedy, 1996).

L’exploration des fonctions individuelles des PKtesd a confirmer I'hypothése du
rble oncogénique exercé par cette famille de kmageependant, compte tenu des
interconnexions entre PKCs, les différentes apm®cte surexpression ou d’extinction
utilisées pour étudier le rble spécifigue d'uneeisnyme doivent étre interprétées avec
précaution (Steinberg, 2008). Les isoformeds, € et 6 sont les plus étudiées et les mieux

caractérisées dans le contexte du cancer du sein.

A. Fonctions spécifiques aux isoformes, 3,¢ et d

PKCa. La littérature s’accorde a attribuer un lien erggpression de la PK&et la
progression des cancers mammaires. Tous typeddgisfoes confondus, I'expression de la
PKCu est corrélée a un mauvais pronostic et une magngissie dans les cancers du sein
(Lenneet al, 2010). La surexpression de cette isoforme danigtete cellulaire MCF-7
augmente la prolifération et le potentiel tumorigéle des cellules dans un modeéle de
xénogreffe (Wayset al, 1995). Le rble pro-prolifératif de la PKCdans cette lignée est
attribué a l'activation de ERK (Guptat al, 1996). De plus, la PK& a récemment été
identifiée comme essentielle pour la survie dekilesl présentant un phénotype de cellules
souches cancéreuses mammaires, aprés transititmelgpmésenchylateuse (Taet al,
2014).

PKCR.Deux études de surexpression ont exploré la fomates PKCs 31 et 3ll dans
des modeles cellulaires différents et concluenes mdles contradictoires. Dans une lignée
dérivée d'un carcinome mammaire murin, la surexgoes de la PKCRI provoque une
diminution de la croissance tumorale dans un modelgreffe syngénique (Grossagti al,

2009). En revanche, la surexpression des isoforfdlest Rl dans la lignée cancéreuse
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humaine (MCF-7) conduit a une augmentation de kirey D1 et stimule la croissance
tumorale (Li & Weinstein, 2006). Par ailleurs, IK®3 semble étre un médiateur essentiel de

la prolifération des cellules endothéliales indpiée le VEGF (Xiaet al, 1996).

PKCe. L'augmentation de I'expression de la PKEst associée au grade tumoral, a
I'expression de HER2 et a une mauvaise survie (@aal, 2005). La PKE exerce des
fonctions oncogéniques : sa surexpression induralasformation de fibroblastes (Cacace et
al. 1996) et léeve l'inhibition de contact des ckdiimammaires MCF10-A non tumorale
(Dann et al, 2014).

Son extinction dans la lignée cancéreuse humain&MIB-231 confére aux cellules
un phénotype moins agressif avec une diminutiotadarolifération, de la migration et de
'invasion (Panet al 2005). La PKE peut également protéger les cellules cancéreuses
mammaires de I'apoptose. Par exemple, la £Karticipe a I'activation d’Akt via DNA-PK
et protege les cellules MCF-7 de I'apoptose indpae le TNFe (« tumor necrosis factor »)
(Lu et al, 2006).

De plus, cette isoforme est, d’'une maniere généaskocié a la chimiorésistance. Par
exemple, sa surexpression dans un modele cellutlerecancer pulmonaire induit une
chimiorésistance a la doxorubucine et a I'étopogdimg et al, 2002). De plus, dans un
modele cellulaire de mélanome, linhibition de IKE: augmente I'apoptose induite par le
docétaxel (Mhaidatt al, 2007a).

PKCd. La PKGS exerce des fonctions contradictoires les modeledétes de cancer
mammaire étudiés. Cette isoforme, dont la réguilaéist quelque peu atypique par rapport
aux autres PKCs (maturation et domaine C2), serabtér des fonctions antagonistes en
fonction du stimulus et du contexte cellulaire. Xtiaction de la PK@ conduit a 'apoptose
des cellules MDA-MB-231 (Lgnnet al, 2009). Dans un modele de lignée mammaire murine,
la surexpression de la Pi&Gnhibe I'apoptose induite par une privation deuse(Grossonet
al, 2007). Ces données soulignent la fonction preisute la PK@ alors que cette isoforme
a aussi été décrite pour induire I'apoptose (peuue Kang, 2014).

La PKCS peut également agir comme un signal prolifér&a#.surexpression induit la
prolifération de cellules mammaires murines viati\zation de ERK1/2 (Grossoret al,
2007). Plus récemment, une étude met en évidencéldeessentiel de la PKCdans la
prolifération et la tumorogénese dépendante déglaabsation HER2 (Allen-Petersest al,
2014).
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B. Les PKCs en clinique

Dans le contexte du cancer du sein, plusieurs esiaiques ont été réalisés ou sont
en cours tableau 1). Les composés testés sont des inhibiteurs deivitéc PKC: un
oligonucléotide anti-sens ciblant spécifiquemenPKCu et I'enzastaurine, un inhibiteur de

I'activité kinase des PKCs.

\dentification | _Drogue | Administation | patients | Résutats _____|

NCT00003236 EETSISELSII Monothérapie MBCs réfractaires a la Non disponibles
chimiothérapie @
Enzastaurin ~ Monothérapie MBCs apres Bien toléré, pas d’activité anti-
(2) chimiothérapie @ tumorale
Enzastaurin Comb. fulvestrant ~ MBCs résistants aux En cours
B) anti-aromatase
Enzastaurin Comb. MBCs ou BCs récurrents Toxicité de grade % plus
@ capecitabine apres chimiothérapie 2 fréquente, pas de bénéfice PFS

DILREELEEER Enzastaurin Comb. paclitaxel, MBCs ou BCs récurrents Non disponibles
5
(5) bevacizumab

&: Protocole de chimiothérapie basé sur une angbliae ou un taxane
Tableau 1. Essais cliniques de phase Il testant dedhibiteurs de PKCs.

1 _1SIS-3521 (ou aprinocarsen) est un oligonucléoéidti-sens ciblant spécifiquement la RK@_(Minaet al,
2009). 3_Efficacité d’'une association fulvestrauispenzastaurine versus fulvestrant plus placebdulvestrant
est un antagoniste compétitif des récepteurs aurxogéses. 4 Efficacité d’'une combinaison capédaiimbi
(fluoropyrimidine) plus enzasaturin versus capédiita plus placebo. L'étude conclue a une combimaiso
inadéquate (Clemonst al, 2010). 5 Efficacité d’'une association paclitaxatvacizumab plus enzastaurine
versus paclitaxel, bevacizumab plus placebo. D&agréps:/clinicaltrials.gov/Comb : combinaison, PFS :
survie sans progression, MBC : cancer du sein nagigise, BC : cancer du sein.

D’une maniere plus générale, les essais clinigestant I'efficacité d’'un agent unique
ciblant les PKCs ont été décevants (Mochly-Rasteai, 2012). Deux problémes majeurs sont
soulevés : la pleiotropie des PKCs et le manquspéeificité des agents testés. En effet, a
I'origine décrit comme un inhibiteur sélectif deoformes 3, 'enzastaurine inhibe l'activité
globale des PKCs aux doses utilisées dans les ewget-cliniques et cliniques (Graft al,
2005; Ma & Rosen, 2007). L'étude de Mina @&t conclut a la bonne tolérance de
'enzastaurine en tant qu’'agent unique et permatcdd’envisager son utilisation en

combinaison avec des chimiothérapies conventioemgMinaet al, 2009). Cependant, la
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combinaison enzastarin/capecitabine augmente dadréce des toxicités non hématologiques
de grade ¥a.

La stratégie combinatoire (cytotoxique/inhibiteure dPKC) pourrait s’avérer
intéressante au vue de la contribution de certasoésrmes de PKCs dans les mécanismes de

chimiorésistance.

C. Unréle suppresseur de tumeur ?

Le dogme qui associe les PKCs a un effet pro-tuhmm@cemment été mis a mal.
Publiée dans « Cell », une étude conduite parHderédoire de Newton montre de maniére
surprenante que la majorité des mutations présenielkes neuf genes PKCs résulte d’'une
perte de fonctions et aucune mutation n’est actoea{Antalet al, 2015). 8 % des mutations
identifiées sur les genes PKCs dans les canceraihsarnt été analysés. Cette étude suggére
gue les PKCs fonctionnent, de maniere généralemmauppresseurs de tumeurs. Les auteurs
concluent logiqguement que les stratégies thérageegi devraient se réorienter vers la
restauration et non l'inhibition de l'activité PKC.

Des analyses bio-informatiques supplémentaires é&agy que les mutations
provoquant des pertes de fonctions des géenes PKGsraient pas des événements initiateurs
mais des co-événements participant a la progressiororale. Par ailleurs, les auteurs
minimisent leurs conclusions pour les cancers manesi@t ovariens. En effet, ces deux
types de cancer présentent peu de mutations des §&Cs et un fort taux d’amplification de
ces genes ce qui suggere que les mutations peftdions, dans ce contexte, auraient un

réle moins important ou différent (Antat al, 2015).
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Encadré 2. Points clés du chapitre « PKC, famille@ kinases sensible aux lipides »

v Les PKCs sont une grande famille de sérine/thréokimases ayant un role importar

dans la transduction du signal.
v' La translocation membranaire des PKCs est assletiéactivation
v L'activation des nPKCs est dépendante du DAG eRdeanioniques (PA, PS, PI).

v Alors que la PKE est particulierement associée a des fonctionsgamiques et a la
chimiorésistance, la PK&Csemble exercer des fonctions tres dépendantesrdaxte

cellulaire.
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Chapitre 3.  Signalisation MAPK/ERK1/2 et PI3K/Akt

La coordination et la régulation des voies de digation intracellulaires sont des
processus clés pour ’lhoméostasie cellulaire. Lid@elu’amplitude et la localisation du signal
ainsi que les interconnexions entre voies de Sgptedn permettent une réponse cellulaire
spécifique au signal activateur et/ou au contegbielaire.

Si une vision linéaire et cloisonnée des voies imatisation est plus facile a
comprendre et a décrire, cette vue ne reflete en ka réalité. En effet, I'information
transmise initialement au niveau de la membransnglzue par des intéractions lipides-
protéines puis par des cascades de phosphorylai@uies intérations protéines-protéines est
continuellement soumise a régulation. Les multiplemposants des voies de signalisation
fournissent un support pour 'amplification du sajndes boucles de rétrocontréles et des
interconnexions.

Cette complexité confére un avantage aux cellldeséreuses dans lesquels les voies
de signalisation peuvent étre dérégulées a de ptadtniveaux et de maniére combinatoire.
La connaissance des perturbations des voies dalisgiion dans les cancers a permis
I'’émergence de thérapeutiques ciblées (par exengleiblage de HER2). L'utilisation
d’inhibiteurs spécifiques ciblant des protéinesigmalisation au milieu de la voie (e.g. MEK,
MTORCL1) a révelé la complexité du réseau de trartigoiudu signal qui offre des possibilités
d’adapatation. Ainsi, il est fréquent d’oberserue@e bascule sur des voies de signalisation

alternatives et 'émergence de clones cellulaigssstants aux thérapies.

La caractérisation génomique des cancers du spérmais d’'identifier des mutations
somatiques clés qui convergent vers quelques daesgnalisation dont les voies PI3K/Akt
et MAPK/ERK1/2 (Polyak & Metzger Filho, 2012). La&mkégulation de ces voies contribue,
entre autre, a la prolifération et a la survie debules cancéreuses. De plus, I'activation
anormale de ces voies contribue a des mécanismegésistance aux traitements
anticancéreux (McCubrest al, 2006).

Ce troisieme chapitre décrira la vue classique deses de signalisation
MAPK/ERK1/2 et PI3K/Akt. Puis, la spécificité dugsial sera abordée en intégrant les

notions de durée, d’amplitude et de localisation.
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1. Vue d’ensemble de la voie MAPK/ERK1/2
Sources (Plotnikovet al, 2011; Cargnello & Roux, 2011)

De nombreux facteurs hydrosolubles, comme les deetde croissance de la famille
EGF, le PDGF (platelet-derived growth factor), taembres de la famille FGF (fibroblast
growth factor), ou encore I'insuline activent laiegdIAPK/ERK1/2 apres liaison avec leurs
récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK).

La voie MAPK/ERK1/2 peut aussi étre activée, de igr@nindirecte dépendante ou
non des RTKs, par des ligands de récepteurs coapképrotéines G (GPCRs) (Wetzker &
Bohmer, 2003). De nhombreux autres signaux peuveaiviea cette voie comme, par exemple,
les intégrines et une désorganisation du cytostiagleeci via l'activation de kinases
intermédiaires (e.g. Src « sarcoma kinase », PARXactivated kinase ») pouvant interagir
avec la voie ERK1/Zfigure 15C).

A. Description de la cascade d’activation de la voie MPK/ERK1/2

Ce paragraphe décrit la voie conventionelle deil’ation de ERK1/2, initiée par la
liaison d’'un ligand a un RTK. Cette interactionuitd’activité tyrosine kinase du récepteur et
engendre des événements intracellulaires en caspadeipalement des phosphorylations

activatrices de protéines kinases qui vont tramedaisignal.

La voie la mieux caractérisée fait intervenir Rase GTPase appartenant a la famille
des petites protéines G monomériques, localis&eeimbrane plasmique. Ras se présente
soit sous forme active liée au GTP, soit sous omad inactive liée au GDP. L’activation de
Ras est stimulée par les facteurs d’échange déatidd guanine, les GEFs (e. g. SOS pour
« Son of sevenless », Ras-GRP pour « guanine sat@edactor »). Les GEFs contrélent
I'activation de Ras en réponse a l'activation deKRIn amont. Les protéines Ras sont des
enzymes capables d’hydrolyser le GTP. Cependatig, aetivité relativement faible doit étre
stimulée par une autre classe de modulateurs,Aé%s & GTPases-activating protein ») pour
que I'hydrolyse soit efficace. Ces derniéres vansiaprévenir une activation prolongée de
Ras {igure 15A).

Ras-GTP participe au recutement et a I'activaties IAPKKK de la famille Raf (A-
Raf, B-Raf et C-Raf), kinases a l'origine de I'zetion du module MEK1/2-ERK1/2. Le

mécanisme d’activation de Raf est tres complexe’'ast pas encore completement élucidé
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(Lavoie & Therrien, 2015). En plus du recrutememnmbranaire par interaction directe avec
Ras-GTP, son activation catalytique nécessite dessghorylations figure 15B). Par
exemple, les PKCs sont connus pour phosphorylelRath et al, 1993; Uedaet al, 1996;
Schonwasseet al, 1998). Ainsi, une stimulation par des phorboleer$PMA), puissant
activateur des PKCs, active la voie MAPK/ERK1/Ztmule la synthese d’ADN (Jiang &
Huitu, 1999). Cependant, la régulation de Raf pas ghosphorylations activatrices et
inhibitrices reste complexe.

Une fois activé, Raf phosphoryle et active les MARKIEKL et MEK2 (« mitogen
extracellular signal-regulated kinase 1/2 »), redpement sur les résidus ser218/ser222 et
ser222/ser226. Dans des conditions de stressaisfluMEK1 et MEK2 peuvent étre activées
par d’autres MAPKKK que Raf comme TPL2 (« tumor gression locus 2 ») et MEKK1
(MEK kinase 1). Notons que malgré leur forte homgaodes études suggerent que MEK1 et
MEK?2 contribuent de maniére différente a la régatatde I'activation de ERK1/2, ce qui
pourrait contribuer a des effets biologiques diti{Ussar & Voss, 2004; Zhat al, 2010).

ERK1 et ERK2 sont les seuls substrats identifiesMieK1/2 qui catalysent leur
activation par la phosphorylation des résidus ®30204 (ERK1) et thr185/tyr187 (ERK2).
Trés récemment, une étude conduite par le laboeadei Méloche suggere la redondance des
fonctions de ERK1 et de ERK2 (Frénehal, 2015).

Apres activation, les kinases ERK1/2 catalysemihasphorylation de tres nombreux
substrats (e.g. facteurs de transcription, kinasgsosphatases, protéines du cytosquelette).
Alors que certains de ces substrats sont locatiaés le cytoplasme ou au niveau d’organites
intracellulaires, d’autres sont phosphorylés dansdyaux apres translocation de ERK1/2.
ERK1/2 active notamment certains facteurs de trgstgamn comme Ets1/2, c-Myc, c-Jun qui
sont impliqués dans l'initiation et la régulatioe th prolifération et dans la transformation
oncogénique (Shaul & Seger, 2007). En outre, ERKd¢Rt transmettre le signal en
phosphorylant et en activant des MAPKAKP (« MAPKprzatted protein kinase »), qui,
comme leur nom l'indique, sont des kinases actipyee$£RK1/2. La principale kinase activée
par ERK1/2 est p90RSK (« p90 ribosomal S6 kinasguv)possede sa propre spécificité de
substrat cytoplasmique (e.gKBo) et nucléaire (e.g. CREB « cCAMP response element-
binding protein » et c-Fos). Les conséquences tiglees de l'activation de cette voie et
I'orientation de la spécificité de la réponse delle seront discutées dans les paragraphes

suivants.
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Figure 15. Représentation schématique de la voieMA® ERK1/2.
A_Cycle d’activation des protéines R&s.Cascade d’activation de la voie MAP kinase ERKILAliaison d'un
facteur de croissance sur un récepteur a actiyitésine kinase provoque son activation : homo- étéro-
dimérisation et autophosphorylation de résidussiyies dans la partie C-terminale intracellulaires @ésidus
phosphorylés servent de site d’amarrage pour dettipes adaptatrices comme Grb2. Une cascade de
phosphorylations est initiée et aboutit a l'activatde ERK1 et de ERK2. Les cibles de ERK1/2 sont
cytoplasmiques et/ou nucléaires. Les rétrocontraiegatifs sur la voie sont indiqués en rou@eSignaux
paralléles pouvant moduler I'activation de la v&RK1/2. Modifié d'aprés (Reiffers & Viens, 20113 TK :
récepteur tyrosine kinase, Grb2 : growth factoeptar-bound protein 2, SOS : son of sevenless, @g&nine
exchange facteur, GRP: guanine realeasing prd&d®: guanosine diphosphate, GTP: guanosine trifitadsp
Raf: rapidly accelerated fibrosarcoma, MEK: Mitogextracellular signal-regulated kinase, ERK: extiadar
signal-regulated kinase, PKC: protéine kinase CKF#cal adhesion kinase, Src: sarcoma kinase, PpX:
activated kinase, Rac.
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B. Inactivation du signal MAPK/ERK1/2

En réponse a l'activation de ERK1/2, les signauwateurs en amont sont régulés par
des rétrocontrdles négatifs. Ces boucles de régualdtoméostasiques permettent un fin
contréle de I'amplitude et de la durée d’activatidm signal ERK1/2 et contribuent a la
spécificité de la réponse cellulaire (voir 4. Région spatio-temporelle et spécificité du
signal).

Les phosphorylations inhibitrices de MEK1, C-RafRBf, SOS et certains RTKs par
ERK1/2 ou p90RSK traduisent des rétrocontréles tifégdirects et rapides pour bloquer la
propagation du signal (Kamioket al, 2010; Caunet al, 2015) {igure 15B). De méme, la
déphosphorylation de ERK1/2 par des phosphatassemes de maniere constitutive (e.g.
PP2A, portéine phosphatase 2) serait un moyenealidhiber le signal (Alesst al, 1995).

L’expressionde novode protéines inhibitrices de la signalisation MABRK1/2,
induite par l'activité nucléaire de ERK1/2 (e.g ppbatases) est un autre meécanisme de
rétrocontrble négatif physiologique. Logiguemeetnoécanisme de régulation serait impliqué
dans l'inhibition tardive de la voie puisqu’il exdgune néo-synthése protéique de protéines
inhibitrices.

Les DUSPs pour «dual-specificity phosphatases s {@KPs pour MAPK
phosphatases) font parties des genes transcitiésssliactivation de ERK1/Zigure 15B). Ce
sont des sérines/thréonines phosphatases memleggneytoplasmiques ou nucléaires qui
permettent d’inhiber le signal d’activation dans @a@mpartiments subcellulaires précis. Le
réle précis de chacunes des DU&Psgivo n’est pas encore clair. En effet, les mécanisnees d
co-régulations entre MAPK et DUSPs dépassent |alsimctivation transcriptionnelle et, en
retour, I'inhibition de ERK1/2 par déphosphorylatid?ar exemple, ERK1/2 phosphoryle les
DUSPs et augmente ainsi leur stabilité et leurvadéticatalytique (Huang & Tan, 2012). La
spécificité des DUSPs pour les différentes MAPKiscestroversée, les étudasvivo etin
vitro étant discordantes (Huang & Tan, 2012). L'isofordieSP6/MKP3 cytosolique serait
spécifigue de ERK1/2. Les isoformes nucléaires DUBIRP1 et DUSP4/MKP2
déphosphorylerait ERK1/2 mais également les aliiBKs, JNK (c-Jun N-terminal kinase)
et p38 (Ducrueet al, 2005), apportant une possibilité d'interconnexawec les autres voies
MAPKSs.
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2. Vue d’ensemble de la signalisation PI3K/Akt

A. Description de la cascade d’activation de la voiel BK/Akt

Sources [(Castellano & Downward, 2011; Fruman & Rommel, £08ngelman, 2009)

Conventionnellement, la cascade de signalisatiatise® par Akt est initiée par la
kinase PI3K.Les kinases PI3Ks sont activées en aval d’'une aoten ligand/récepteur
(RTK, GPCR, récepteur des cytokines, intégriné®xikte trois grandes classes de PI3Ks (I,
Il et 1ll) composées de différents sous-groupesclaase IA est la mieux caractérisée a cause
de son implication dans le processus oncogéniquéefme PI3K s’y referra ci-apres). Ce
sous-groupe de kinases est composé d’'une sousaatdaftique pll@t d’'une sous-unité
régulatrice p85.figure 16). Trois mécanismes menant a I'activation de PIBKé&é décrits :

i) une interaction directe entre la sous-unité l&gige p85 et un RTK phosphorylé, ii) une
interaction indirecte entre p85 et un RTK via destgines adaptatrices (e. g. Grb2, Insulin
receptor substrat-1) et iii) une activation de pM#® Ras. Ces évenements d’interaction

induisent le relachement de I'auto-inhibition d8Rkt son activation catalytique.

A partir du PI(4,5)P2, PI3K catalyse la productaba P1(3,4,5)P3 qui sert de second
messager pour le recrutement membranaire des kinslgeet PDK1 (« phosphoinositide-
dependent kinase 1 »figure 16). Le recrutement membranaire d’Akt (interaction du
domaine PH, « pleckstrin homology », avec le PIRBnioranaire) permet son changement de
conformation et facilite les événements de phogpations activateurs.

Deux évenements de phosphorylations majeurs sonéssa@ires a [I'activation
maximale d’Akt. PDK1 phosphoryle le résidu thré@B08 d’Akt. La kinase responsable de
la phosphorylation du résidu serine 473 a longtegtgsinconnue et désignée par le terme
générique « PDK2 » (phosphoinositide-dependentskit?d. En 2005, le complexe multi-
protéigue mMTORC2 (mammalian target of rapamycin mem 2) est identifi€ comme
responsable de cette phosphorylation (Sarbastoal, 2005). Cependant, le mécanisme
d’activation de mTORC2 n’est pas encore compléetergkrtidé. Il nécessiterait la présence
de PIP3 (Gamt al, 2011) et d’acide phosphatidique (PA) (Tosehal, 2009) {igure 16).

43



...........................

PI3K p110
p85
@

Adaptateur

[::3 [—? ""0“} mTORC1
Cycin 1 | p— | GSK-3 F BAD

l Iétabolisme }® 1

glucidique Croissance cellulaire,
symhese protéique

proliferation

Figure 16. Représentation schématique de la voie 34/Akt.

Les PI3Ks sont activées suite a une interactiamligrécepteur, de maniére dépendante ou indépendarRas.

Le PIP3 permet le recrutement membranaire d’AkteePDK1. Akt est activé des phosphorylations dépeies

de PDK1 et du complexe multiprotéigue mTORC2. PB2RHLPP déphosphylent les sites de phosphorykation
activateurs d’Akt. PTEN déphosphoryle le PIP3 eRZPét participe aussi a mettre fin au signal. Laslreux
substrats d'Akt participent a réguler de grandscessus cellulaires comme la prolifération, la suret la
croissance cellulaires. Modifié d’'aprés (Castellddownward, 2011) et (Reiffers & Viens, 2011.TK :
récepteur tyrosine kinase, PI3K: phosphoinositiddndse, PTEN: phosphatase and tensin homolog, PDK1
phosphoinositide kinase 1, mTORC2/C1: mammaliagetaof rapamycin complex 2/complex 1, T: threonfe,
serine, GSK3: glycogen synthase kinase 3, TSCh@rtws sclerosis protein %2, PP2A : proétine phdagka
2A, PHLPP : PH domain and leucin rich repeat propiosphatase.

Outre ces deux résidus critiques pour l'activitatdiAkt, des phosphorylations sur
d’autres résidus peuvent modifier le recrutemefauetactivité d’Akt (Mahajan & Ma, 2013;
Chanet al, 2014). Cependant, la maniére dont ces phosphiorytaadditionnelles orchestrent
I'activation d’Akt reste obscure. Le profil de plpt®rylation d’Akt modulerait sa sélectivité
pour tel ou tel substrat (Chahal, 2014).

Akt joue un réle central de kinase effectrice emtivaot une multitude de cibles
cytoplasmiques et nucléaires, qui, elle-mémes antndmbreux substrats. Par exemple,

I'activation d’Akt mene a la phosphorylation enkictivation de GSK3 (« glycogen synthase
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kinase 3 »), de protéines pro-apoptotiques (e.gl) B4 de facteurs de transcription de la
famille Forkhead (e.g. FOXO). La phosphorylatiohibitrice de TSC2 (« tberous sclerosis
2 ») par Akt mene a l'activation de la signalisatmTORCL1. Les conséquences biologiques
de [lactivation d’Akt ainsi que la redondance ets lenterconnexions avec la voie

MAPK/ERK1/2 seront discutés dans les paragraphessis.

Isoformes d’Akt. Il existe trois isoformes d’Akt (Aktl, Akt2 et AR} de séquences
hautement similaires et codées par des génesaliss{i@haret al, 2014) Les trois isoformes
sont capables de transformer des cellutesivo et semblent donc avoir le méme potentiel
oncogénique (Mendet al, 2001). Aktl et 2 semblent ubiquitairement expgrdéns un large
panel de lignées de cancer du sein. L’expressigkkt8’ parait restreinte aux lignées
présentant un phénotype aggressif de type « biéisab-ou « triple-négatif », e.g. MDA-MB-
231) (lacovidet al, 2013), ou Akt3 exercerait un role spécifique ipatterement important

pour la croissance de ce type de tumeur (RebeciceeChl, 2015).

B. Rétrocontroles négatifs de la voie PI3K/Akt

Deux grands mécanismes de rétrocontréles négatifa doie PI3K/Akt peuvent étre
deéfinis : l'action de phosphatases et des bouckesplidosphorylation inhibitrice sur les

composants de la voie de signalisation.

Régulation négative de la voie PI3K/Akt par déphbspylation. PTEN (phosphatase
and tensin homolog) est considérée comme le pahofgulateur négatif de la voie PI3K/Akt
en déphosphorylant le PI(3,4,5)P3 en PI(4,5fRie 16). L'activité de PTEN est modulée
par des modifications post-traductionelles (oxyalati acétylation, phosphorylation,
ubiquitination, clivage protéolytique) et par deseractions protéines-protéines. Toutes ces
influences peuvent affecter I'activité enzymatigqleePTEN directement ou indirectement en
modifiant sa conformation, sa stabilité, sa disttitn subcellulaire et ses interactions avec les
lipides (Songet al, 2012). On peut noter que la mutation de cetteyrapz frequemment
retrouvée dans les cancers, contribue au mainédiactivité de la voie (Sairet al, 2013).

De plus, deux phosphatases, PP2A (protéine phasg#han) et PHLPP (« PH domain
and leucine rich repeat protein phosphatase ») afbtorylent Akt respectivement sur les
résidus thr308 et ser473 (Chetnal, 2014) {igure 16).
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Boucles de rétrocontréle Mécanistiquement, [I'activation de la signalisatio
MTORC1/p70S6K engendre une régulation négative aevdie PI3K/Akt via la
phosphorylation et la dégradation de IRS1 (« imsudiceptor substrate») qui interrompt la
signalisation entre RTK et PI3K. L’activation de @RC1/p70S6K diminue aussi I'activité
de mTORC2 via la phosphorylation de Rictor (memiiwuecomplexe mTORC2) (Fat al,
2013).

3. ERK1/2 et Akt dans la prolifération et la surve cellulaire

La croissance (augmentation de la masse et ddlla d¢allulaires), la survie et la
prolifération sont des fonctions distinctes maigrdépendantes : les cellules ne peuvent pas
progresser dans le cycle cellulaire et proliféersssignaux de survie ni de croissance. Ainsi,
les voies de signalisation ERK1/2 et Akt integriest signaux et coopérent pour promouvoir
la prolifération cellulaire (Massagué, 2004). Lesarggraphes suivants décrivent
succinctement les principaux mécanismes impligqwss da régulation de la survie et de la
prolifération cellulaire par les voies PI3K/Akt APK/ERK1/2.

A. Convergence des voies Akt et ERK1/2 dans les signade survie

Alors que la voie PI3K/Akt est considérée commede majeure de survie cellulaire,
il est aujourd’hui admis que, dans les cellules céaguses, les voies PI3K/Akt et
MAPK/ERK1/2 coopérent pour promouvoir la survie lgkdire. Classiquement, ces
signalisations peuvent agir indirectement en madulaxpression des protéines impliquées
dans I'apoptose et, plus directement, en modukastdbilité et/ou I'activité de ces protéines

par phosphorylation.

Régulation de I'expression géniqud.es signalisations Akt et ERK1/2 modulent
I'activité de facteurs de transcription et favoriexpression de protéines anti-apoptotiques et
la repression de protéines pro-apoptotiques.

Les facteurs de transcription CREB etdBFinduisent la transcription de genes anti-
apoptotiqgues comme Bcl-2, Mcl-1 et Bcl-xL qui fais@nt I'intégrité mitochondriale. CREB
et NFB sont activés directement ou indirectement parptesphorylations dépendantes de
P90RSK, substrat direct de ERK1/2 (Balmanno & CdgQ9; Massagué, 2004). En outre,
Akt phosphoryle B et promeut la translocation nucléaire dekBEShaw & Cantley, 2006).
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Les voies Akt et ERK1/2 coopéerent pour bloquerlgdur de transcription FOXO3A,
activant la transcription de génes pro-apoptotiqees. Bim). Alors que la phosphorylation
induite par Akt inhibe sa localisation nucléaira, phosphorylation induite par ERK1/2

promeut sa dégradation protéasomale (Massague;, 3@eImaret al, 2011).

Modifications post-traductionnellesLa phosphorylation des protéines impliquées
dans le déclenchement de la voie intrinseque geptose (e. g famille Bcl-2) peut perturber
leur stablité, leurs propriétés d’interactions engtles et/ou leur localisation (Balmanno &
Cook, 2009; Mebratu & Tesfaigzi, 2009). Akt esglement connu pour exercer un effet anti-
apoptotique direct en ciblant des protéines prpapmues (e.g.Bad, Bim) par des
phosphorylations inhibitrices (Steelmean al, 2011). Bim et Bad, facteur pro-apoptotiques
peuvent aussi subir des phosphorylations dépergladee la signalisation ERK1/2.
Classiguement ces phosphorylations déclenchent ignals de dégradation et/ou une
séquestration cytoplasmique (Balmanno & Cook, 200ghratu & Tesfaigzi, 2009).

Notons que dans certaines conditions, la signaiseERK1/2 peut également étre
associée a un effet pro-apoptotique. Ces fonctpyosapoptotiques ont principalement été
mises en évidence dans le systéme neuronal efpens& a des dommages a I'’ADN (Lu &
Xu, 2006).

B. Progression dans le cycle cellulaire

Le signal ERK1/2 est nécessaire pour I'entrée dansycle cellulaire et pour la
progression jusqu’a la transition G1/S mais, skw@st insuffisant pour conduire les cellules
en phase S. En effet, ce processus nécessite égdlam signal PI3K/Akt (Jones &
Kazlauskas, 2001; Massagué, 2004). Par exemplsudaxpression d’un mutant actif de
MEK1 dans des fibroblastes quiescents conduit ddlsles en phase S. Cet effet est bloqué
par un inhibiteur de PI3K suggérant que I'activatate la voie ERK1/2 induit la synthese de
facteurs de croissance autocrines (Treintes, 1999).

Une dissection temporelle des signaux nécessdieatéée en phase S de fibroblastes
quiescents a été réalisée par Jones et Kazlaudkass(& Kazlauskas, 2001). lls ont montré
gue I'exposition prolongée a des mitogénes pestrémplacée par deux courtes expositions a
des signaux activateurs de la voie ERK1/2 et Aktee de maniere coordonée dans le temps.

L’activation de la voie ERK1/2 (stimulation de 30nnpermet la progression des cellules en
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finde phase G1 puis, 8 h apreés, I'activation dedi@ PI3K/Akt est requise pour le passage en
phase S (Jones & Kazlauskas, 2001).

Description moléculaire des principaux événements ld progression G1/$figure
17) (Torii et al, 2006; Meloche & Pouysségur, 2007; Massagué, 2004)signalisation
ERKZ1/2 active la transcription de genes précocest d-Jun et c-Fos formant I'hétéro-dimére
AP-1 et c-Myc. Ces facteurs de transcription coneoua I'expression et a I'accumulation
des cyclines D durant la phase G1. La coopératibre ée signal ERK1/2 et Akt permet de
réguler le niveau de p21 et de p27, inhibiteurskileases dépendantes des cyclines (Cdk). A
une faible concentration, p21 intéragit avec le plexe cycline D/cdk4-6 et le stabilise. Un
exces de p21 va, en revanche, bloquer la progredsi@ycle via son action inhibitrice sur le
complexe cycline E/cdk2. De maniére complémentdike,léve 'effet inhibiteur de GSK3
sur la cycline D.

D’autres produits de génes précoces activés parlERKont impliqués dans la
répression de la transcription de génes anti-gmaliffs (jusqu’a 175 genes sont réprimés de
maniere dépendante de ERK1/2 pendant la phaseY@tjamotoet al, 2006).

L’ensemble coordonné de ces événements permetatdisstr le complexe cycline
D/cdk-4/6 et d'initier la phosphorylation de la pFime Rb. Cet événement libere le facteur de
transcription E2F qui active I'expression de lalye E nécessaire au passage du point de

restriction et a la transition G1/8gure 17).

— Figure 17. Transition G1/S et coopération
entre ERK et Akt.
"ERK1/2~ = =1 Génes anti-prolifératifs

P AP-1 régule la transcription de la cycline D.
, \ . Les cyclines D forment des complexes avec
W :p“ ' leurs partenaires catalytiques cdk4 et cdk6 ce
C'*“”} a1 2| = ‘ qui active leurs activités kinases. La fonction
/ C-fos ) ) \ . .
| \ = ;; _, Rb/E2 \ majeure des complexes cyclines D/cdk4-6 est
\ L J, | de phosphoryler Rb. La phosphorylation de Rb
\ A féif) L E2F ' provoque sa dissociation du facteur de
\ N - ( Cdk-4/6 /_‘L\ transcription E2F permettant I'expression de
p21 w génes clés pour la transition G1/S comme la
p27 edk2 D \§ cycline E. Une deuxiéme fonction majeure du
i PROGRESSION complexe cycline D/cdk4-6 est de séquestrer
U p21. L'interaction de p21 avec le complexe
Transcription cycline D/cdk4-6 le stabilise et empéche
Phosphorylation l'interaction inhibitrice de p21 avec Ile
Interaction par liaison complexe cycline E/cdk2. Cette « titration » du

niveau de p2l permet de faciliter I'activité de
Cdk2 qui renforce la phosphorylation de Rb et latt de E2F nécessaire au passage du point dictiest et a
la transition G1/S. Modifié d’aprés Massagué et2804. Les pointillés représentent des relationéréctes.
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ERK: extracellular signal-regulated kinase, FOX@khead box 0, GSK3-[3: glycogen synthase kinagd3] :
activator protein 1, Cdk: cyclin dependent kind®ke; retinoblastoma.

Transition G2/M et mitoselLes signaux ERK1/2 et Akt ont également été iquss
dans la transition G2/M et dans la mitose des lesllsomatiques mais la littérature est
controversée. En collaboration avec I'équipe desBégur, Roberts edl. montrent que
I'inhibition de MEK retarde, d’'une part, I'entréa enitose et, d’autre part, augmente la durée
de la mitose en retardant la transition métaphaaplease alors que l'inhibition d’Akt retarde
uniquement I'entrée en mitose. Les mécanismeségactiveraient ces signalisations en fin de
phase S sont mal compris (Robextal 2002; Chambardt al, 2007). Dans une revue, 6 ans
plus tard, la méme équipe recommande d’interpi@errésultats avec précaution en raison
des techniques employées. En effet, des expérietecesdéo-microscopie en temps réel ne
montrent aucun impact direct de l'inhibition extesmgmée de ERK1/2 sur la mitose (Meloche
& Pouysségur, 2007).

Enfin, l'activité de facteurs de transcription de famille forkhead (e. g. FOXO),
réprimée par le signal Akt, serait requise pourH&ement du cycle cellulaire. L’atténuation
du signal PI3K/Akt permettrait donc la bonne ex&mutlu cycle cellulaire (transition G2/M,
cytocinése) (Alvareet al, 2001).

4. Régulation spatio-temporelle et spécificité dsignal

Afin d'orienter la cellule vers la réponse biologegappropriée au signal activateur,
plusieurs mécanismes apparaissent déterminer kifisjté des voies de signalisation: la
durée et 'amplitude de I'activation, la localigatidu signal et les interconnexions entre voies
de signalisation. Cette partie se concentreraswoie MAPK/ERK qui est la voie majeure

d’intégration des signaux prolifératifs.

A. Durée et force du signal ERK1/2

Physiologiquement, la stimulation mitogénique dedblastes quiescents provoque
une activation biphasique de ERK1/2. Apres uneefettcourte activation, une faible activité
kinase persiste jusqu’a la fin de la phase Gl.dibld activation prolongée de ERK1/2 est
correlée avec I'expression de la cycline Bigure 18A).

Une activation transitoire de ERK1/2, sans uneldadlativité prolongée, ne permet pas

I'entrée en phase Sidure 18B). Une forte activation prolongée de ERK1/2 provedjarrét
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du cycle via l'induction et I'accumulation d’'inhiieurs de cdk (e.g. p2ljigure 18C). Ce
blocage du cycle engendre une mort cellulaire opracessus de différenciation en fonction
du type cellulaire et du stimulus (Roovers & Ass0ia000; Meloche & Pouysségur, 2007).
Ainsi, la durée et lintensité du signal ERK1/2 s@ssociées a des réponses biologiques
différentes. D’autre part, I'arrét du cycle celisdaprovoqué par un forte activation prolongée
de ERK1/2 peut étre levé par I'activation d’Akt (et al, 2004).

Expression cycline D/cdk
Faible expression de p21
Inhibition des genes anti-prolifératifs

# phase S

5-15 min Jusqu’a 12 H

Expression de p21 et
accumulation

Blocage du

# cycle

Pas de
- cycle

e - -

Figure 18. Conséquences biologiques de la duréedet!'intensité du signal ERK1/2.

La durée du signal est donnée a titre indicatifaie en fonction du type cellulaire. Le répertoile genes
précoces exprimés en phase G1 est déterminé plarda d’activation de ERK1/2. Le niveau d’expressi@
p21 peut étre considéré comme un senseur de Kindetu signal ERK1/2:dk : cyclin-dependant kinase.

Comment la cellule interpréte-t-elle la durée énténsité du signal ? L'étude de
Murphy et al, en 2002, apporte les premiers éléments de répbes@ression des produits
des genes précoces immédiats (e. g. fos, jun, msfc)e résultat direct de I'activation de
ERK1/2. Ces protéines fonctionnent comme des cept@our interpréter la durée
d’activation du signal. Elles interagissent avedBR via un domaine DEF (docking domain
for ERK1/2). Les phosphorylations stabilisatrices ces protéines traduites de maniere
précoce sont nécessaires a leurs activites et dépwms de lactivite de ERK1/2.
L'interprétation de [lintensité du signal n’a pasncere été mise en évidence
expérimentalement mais le méme type de mécanismergito permettre a la cellule
d’interpréter I'intensité du signal ERK1/2 (MurpByBlenis, 2006).

Les mécanismes permettant de contréler la durémtensité du signal ERK1/2 sont
essentiels pour la physiologie cellulaire. Si dagaont bien définis, il reste difficile de relier
tel ou tel mécanisme a une régulation temporell&cipe. Considérant que la
déphosphorylation de ERK1/2 est suffisante pourisantivation totale (Alesset al, 1995),
de nombreuses phosphatases pourraient étre imgdiqdéns la phase initiale et rapide
d’inactivation. Apres néo-synthése, ces phosphataserraient étre impliqguées dans la phase
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tardive et plus lente d’inactivatiorfiqure 18A). Décrites précedemment, les boucles de
rétrocontrbles négatifs par phosphorylation des pmsants de la voie de signalisation
MAPK/ERK (voir 1.Vue d'ensemle de la signalisatiddAPK/ERK1/2, paragraphe b)

seraient logiguement impliqués dans l'inactivatiapide de ERK1/2.

La cinétique d’activation de ERK1/2 et la présedeemécanismes d’inactivation du
signal souléve une question majeure: comment lebijactivation de ERK1/2 est maintenu
dans le temps alors que des phosphatases et dededda rétrocontréle négatifs sont mises
en place par la voie elle-méme ? Cette questiorad&irigine de recherches intensives et
plusieurs mécanismes se dégagent de la littératiyréa densité et le traffic des RTKs
(Murphy & Blenis, 2006), ii) la localisation et k&gulation de Ras (Yasuda & Kurosaki,
2008; Poltoralet al, 2014), iii) Rapl, une protéine G de la familleRies (Yorket al, 1998;
Sasagawat al, 2005), iv) les différentes isoformes de Raf (Meret al, 2005; Avraham &
Yarden, 2011), v) implication des PKCs (Bhalla, 200

B. Localisation subcellulaire des composants de la \@@ERK1/2

L’organisation spatiale des kinases et de leursstsatis détermine la nature des
signaux transmis et leur destination. La formatilencomplexes multi-protéiques avec des
protéines d’échafaudages et la localisation duatigtas semblent des moyens importants
pour assurer la spécificité de la réponse cellelair

En effet, Ras peut étre localisé au niveau des ssmdes, du RE, de l'appareil de
Golgi et de la membrane plasmique. ERK1/2 est @ de Ras actif par des protéines
d’échafaudages spécifiques. En fonction de la isatibn du signal Ras, ERK1/2 actif ne
phosphoryle pas les mémes substrats cytoplasmiQassairet al, 2009).

Les protéines d’échafaudage jouent aussi un rélpunalans la spécificité de la
réponse cellulaire. D’'une part, elles potientalidanvitesse de transduction du signal et son
amplitude (Ebisuyaet al, 2005). D’autre part, elles orientent les kinaaesves vers une
localisation subcellulaire appropriée. Cependaes, mécanismes de fonctionnement des
protéines d’échaufaudage impliquées dans l'actimaties kinases et/ou dans la localisation
des kinases actives reste a déterminer et leuinaish a clarifier. La dimérisation de

ERK1/2 pourrait étre un des mécanismes mis enGeagdret al, 2008).
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Dans des cellules quiescentes, la vue classique $£K1/2 et ERK1/2 dans le
cytoplasme, grace a des interactions avec des sancytplasmiques, des protéines
d’échafaudages. Ces interactions conferent undidatian précise et spécifique aux kinases
(figure 19). Cependant, il est important d’avoir I'image déutocalisation subcellulaire

dynamique et ce, méme en I'absence de stimulafiostéet al, 2006).

Localisation a la membrane plasmiqué.e principal régulateur de la localisation
membranaire de ERK1/2 est KSR (« Kinase supprestd&tas »). Dans des cellules non
stimulées, KSR1 interagit avec MEK1/2. L’activatiale Ras provoque la translocation
membranaire du complexe KSR1-MEK1/2. Raf actifirgjoce complexe, active MEK1/2 qui,
a son tour, recrute et active ERK1/2 (Wortzel & &ed011). Les phosphorylations de
MEK1/2 et de ERK1/2 induisent des changements defoomation et inhibent leurs
interactions avec KSR1. Ainsi, les kinases actiwa# transloquer majoritairement au noyau
mais aussi au niveau d’autres organelles ou composallulaires (Wortzel & Seger, 2011).

Localisation nucléaire Les mécanismes précis de la localisation spatigporelle
nucléaire de ERK1/2 reste inconnus. La translonatiacléaire des kinases actives nécessite
dans un premier temps leur dissociation des amgteplasmiques. Un transport passif ou un
transport actif (via une importine) permettraienx &inases ERK1/2 de franchir I'enveloppe
nucléaire. Des évenements de phosphorylationsiawldéls pourraient étre importants pour
cette translocation (Yao & Seger, 2009; Plotnikbal, 2011).

Les kinases ERK1/2 sont en mouvement permanerg énicytoplasme et le noyau.
Suite a une stimulation, ERK1/2 peut étre reterdess le noyau de quelques minutes a
plusieurs heures. L’hypothese d’ancres nucléaigessaynthétisés par I'activation de la voie
ERK1/2 est la plus plausible, mais le mécanismeiprést inconnu (Zehorat al, 2010). En
revanche, il est admis que la localisation nuckpiolongée de ERK1/2 est requise pour la
prolifération cellulaire (Meloche & Pouysségur, ZD0

Localisation mitochondriale. Aprés stimulation, plusieurs études rapportent la
présence des kinases Raf, MEK1/2 et ERK1/2 au niwdm la membrane externe de la
mitochondrie (Yao & Seger, 2009).

C-Raf est connu pour étre recruté au niveau mitodhal par differentes protéines

(e.g. Bcl-2, Grb10, PAK1). Classiquement, C-Rafregedes fonctions anti-apoptotiques
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directes et indépendantes de MEK (e.g. phosphaylate Bad et interaction avec Bcl-2)
(Zehoraiet al 2010). Cependant, C-Raf favoriserait aussi laisurellulaire en contrélant le
niveau mitochondrial de ROS et de calcium via uncanéme dépendant de MEK
(Kuznetsowet al, 2008).

En revanche, les mécanismes de recrutement @bhactmitochondriale » de ERK1/2
sont moins bien définis (Wortzel & Seger, 2011) KER mitochondrial peut interagir avec
des protéines de signalisation apoptotique (e.d-2Bcdes facteurs de transcription (e.qg.
TFAM « mitochondrial transcription factor A ») etesl protéines impliguées dans le
métabolisme (e.g. VDAC1 «voltage-dependent « argbannel 1 »). Cette localisation
permettrait & ERK1/2 d’exercer des fonctions aptotiques directes (Rasad al, 2010)
mais aussi de réguler le métabolisme mitochonditattement ou indirectement en modulant
la transcription de ’ADN mitochondrial (Wareg al, 2014b; Galliet al, 2009).

Tubulin

Figure 19. Distribution intracellulaire de ERK1/2.

L'activation de ERK1/2 engendre une forte trandliocanucléaire nécessaire a la prolifération celhel. De
plus, ERK1/2 transloque a la membrane de différengmnelles ou compartiments cellulaires principeet
grace a des protéines d’échafaudage dont les nsécasine sont pas complétement identifiés. ERK 1P qust

réguler une activité intrinséque, soit activer dalsstrats a proximité. Modifié d’aprés (Wortzel &gér, 2011).
KSR : kinase suppresseur de ras, IQGAP : Ras GT&uisating like protein, , 1, SEF : similar expsEs tofgf

genes, MP1 : MEK1 partner, TF : facteur de trapsicm, PARP : poly(ADP-ribose) polymérase ; BclR cell

lymphoma 2.
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Localisation au niveau du cytosquelett&RK1/2 interagit directement avec des
éléments du cytosquelette (tubuline, actine, calpnrvimentine) ou indirectement.

Au niveau du cytosquelette d’actine, la protéinéctiafaudage IQGAP (« Ras
GTPase-activating like protein ») interagit ave®Bf, MEK et ERK1/2 ce qui est associé a
des changements morphologiques et aux propriétggatoires des cellules (Yao & Seger,
2009; Wortzel & Seger, 2011).

Actuellement, il n’existe pas de protéines d'échdége connues spécifiques aux
microtubules. Cependant, indépendamment de soritéctl existe une fraction de molécules
ERK1/2 associée aux microtubules via une intéractigec la tubuline (Yao & Seger, 2009;
Wortzel & Seger, 2011). Cette interaction nécessitecytosquelette intact (Smitst al,
2004). ERK1/2 peut réguler la dynamique microtubbaleen phosphorylant des MAPs
(« microtubule associated proteins », voir paitiehapitre 1). La régulation de la dynamique
microtubulaire serait un aspect important de laonée mitogénique. En effet, aprés une
stimulation mitogénique de fibroblastes quiescefgsmoitié de l'activité de ERK1/2 est
nucléaire et 'autre moitié est associée au cytjiee(Reszkat al, 1995). De plus, dans un
modele neuronal, l'interaction de ERK1/2 actif avkxs élements du cytosquelette (moteur

moléculaire) pourrait étre impliquée dans son fransnucléaire (Perlsost al, 2005).

Localisation endosomaleles protéines d’échafaudage MP1 et R-arrestin@j\eaau
des vésicules d’endocytose, permettraient de taciliactivation de la voie en aval des
récepteurs internalisés de type RTK et GPCR, ré¢ispatent (Wortzel & Seger, 2011).

Localisation Golgienne. La signalisation MAPK/ERK1/2 au niveau du Golgi
permettrait de réguler des fonctions spécifiquegtaorganite (e.g. polarisation pendant la
migration, fragmentation mitotique) mais aussi,ntégrer des signaux spécifiques a la
signalisation MAPK/ERK1/2 (Mayinger, 2011). Par exy#e, I'interaction entre Sefl et les
composants de la voie ERK1/2 active spécifiquenaemLA2 (Casaet al 2009). De plus,
ERK1/2 actif ne se dissocie par de Sefl ce quitdtarsun moyen de séquestration
cytosolique. Le laboratoire de Méloche a récemnpeoposé que la perte de I'expression de
Sefl serait un événement oncogénique précoce qtiilmae a l'instabilité génomique et a la
progression tumorale via l'activation nucléaire lpngée et soutenue de la signalisation
ERK1/2 (Duhameeét al, 2012).
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C. Interconnexions entre voies de signalisation

En fonction du stimulus et du contexte cellulales, voies PI3K/Akt et Raf-MEK1/2-
ERK1/2 communiquent via des boucles de rétrocamtrdégatifs ou positifs et des
interconnexions (Mendozat al, 2011). Synergie ou antagonisme modulent la datée
'amplitude des signaux pro-prolifératifs, influeg ainsi I'effet biologique. La coopération
entre les signalisations PI3K/Akt et ERK1/2 peuteiaenir aux différents niveaux de la
régulation et de la transduction du signAgure 20A). La compréhension des réseaux
biologiques interconnectés et complexes est fondtatee pour I'étude des mécanismes de
résistance aux drogues et le développement de hesivetratégies thérapeutiques. De
nouveaux systemes d'études, combinant des appraohesico avec des modélisations
mathématiques et des donn@esitro, permettent aujourd’hui de mieux évaluer I'étendas
interconnexions entre les voies ERK1/2 et Akt (Akieeneet al, 2012; Woret al, 2012).

A) O Figure 20. Interconnexions
entre les voies de signalisation
ERK1/2 et PI3K/Akt
e ORTIPNTIRRIY A_Niveaux d'interaction. Les
8858885488544 SA85884588884 voies PI3K/Akt (lignes oranges)
RECEPTORS et Ras/MAPK (lignes violettes)
111 peuvent influer 'une sur l'autre
[ ADAPTOR] SCAFFOLDING PROTEINS | +— aux différents niveaux de la
Iu“"'mwm“ PHOSPRATASES)] transduction du signal. D’aprés
| — (Aksamitiene et al, 2012). B_
[___TRANSCRIPTION FACTORS | +— Modele d'interaction réalisé
S —— d'aprés des données
B) — biologiques. En rouge sont
K—ﬂ? représentées les cross-inhibitions
] et en vert, les cross-activations.
\J‘” x \ D’aprés (Mendozet al, 2011).
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Trois grands mécanismes généraux d’interconnex@oh® voies de signalisation ont
été décrits : la « cross-inhibition », la « crostivation » et la convergence des voies (e.g.
FOXO est un substrat commun aux signalisations ERK1 PI3K/Akt) (Mendozeet al,
2011). Les interconnexions entre voies de sigri@isasont hautement dépendantes du
contexte cellulaire, les exemples cités ci-dessous donc donnés a titre indicatif.

Les voies Ras-ERK et PI3K/Akt peuvent réguler niggatent I'activité de I'une et de
'autre. Les mécanismes de cross-inhibition sontveat révélés par I'inhibition chimique
d’'une voie de signalisation : le blocage de la \woduit I'activation de l'autre. Par exemple,
en fonction du contexte cellulaire, I'utilisatiofirthibiteurs de MEK peut induire I'activation
de la voie PI3K/Akt (Hoeflichet al, 2009). Inversement, Akt peut réguler négativement
I'activation de ERK en phosphorylant des sitesbitburs de la kinase raf (Moellingt al,
2002) figure 20B).

A l'opposé, la cross-activation est le résultatngurégulation positive entre deux
membres de voies de signalisation différentes. éXxample, l'activation de la voie Ras-
ERK1/2 peut activer la signalisation PIBK-mTORC1 régulant PI3K, TSC2 et mTORC1
(Mendozeet al, 2011).

5. Signalisation PI3K/Akt et MAPK/ERK1/2 dans le @ncer du sein

Le cancer du sein est une pathologie tres complesésentant une grande
hétérogénéité (voipartie Ill, chapitre 1). Les avancées en biolog@éauoulaire ont permis de
mettre en évidence un grand nombre d’aberrationsrgi&ues. Beaucoup de ces aberrations
convergent vers quelques voies de signalisatios, aheluant PISK/Akt et Raf/MEK/ERK
(Polyak & Metzger Filho, 2012). Les altérations ces deux voies de signalisation sont
impliquées dans la prolifération incontrblée, lave; la migration et la formation de

métastases.

A. Signalisation PI3K/Akt

La signalisation PI3K/Akt est la voie dont les casants sont le plus fréequemment
mutés et/ou amplifiés dans le cancer du sein, algregene suppresseur de tumeur p53
(Paplomata & O’Regan, 2014). Environ 25% des candarsein présentent une mutation du
gene PIBKCA qui est particulierement associée aux sous-typesqees ER+ et HER2

amplifié (Cancer Genome Atlas Network, 2012).
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Par ailleurs, la voie PI3K/Akt est fréequemment stiveéée dans les cancers du sein en
raison de la dérégulation d’activateurs en amontadeoie (surexpression de HER2 et de
IGFR1) ou de la dérégulation d’inhibiteurs (pertexgression ou mutation inactivatrice de
PTEN et de INPP4B) (Sairet al, 2013). Par exemple, il a été montré que les tusneu
« HER2 amplifiés » sont largement dépendantes dsigiaalisation PI3K/Akt (Shet al,
2008). Ainsi, les altérations génétiques et l'amtibn constitutive de la voie PI3K/Akt
contribuent au développement tumoral des cancemsmadres dans leur ensemble (Cugty
al, 2006; Sainet al, 2013).

B. Signalisation Raf-MEK1/2-ERK1/2.

Si des mutations affectant Ras ou Raf sont frégseténs plusieurs types de cancer,
de telles altérations restent rares dans le cadreadcer du sein (Cancer Genome Atlas
Network, 2012). MEKK1 (MAPKK) est retrouvé muté d¢aivi% et 5% des cancers luminaux
A et B, respectivement (Cancer Genome Atlas Netw20i 2). Malgré ces observations, des
arguments expérimentaux valident I'importance dedi@ Ras/MAPK dans le cancer du sein
et particulierement dans les phénotypes agressifsexpression de génes signatures de la
voie ERK1/2 est augmentée dans les cancers detrippee négatif (TNBC) et « basal-like »
(Hoeflich et al, 2009; Gilthane & Balko, 2014), ii) par rapportla tumeur primaire,
I'activation de ERK1/2 (phosphorylation) est augméenau niveau des sites métastatiques
(Adeyinkaet al, 2002; Sivaramaat al, 1997) et iii) I'altération des mécanismes de lé{on
négatifs de la voie ERK1/2 (e. g. phosphatase a+@®¥sP) est particuliérement associé aux
phénotypes « basal-like » (Gilthane & Balko, 2014).

En effet, I'équipe de Balko a montré des altéraigénétiques et épigénétiques du
géneDUSP4 (« dual specificity phosphatase 4 » ou MKP2) agsscaux sous-types TNBC
et « basal-like ». 50% des cancers du sein présente perte de copie simple du géne
DUSP4(Balko et al, 2012, 2014). Par ailleurs, Hoeflichat ont montré que les modéles de
cancer du sein « basal-like » sont plus sensibl@shébition de MEK1/2 que les modeles de
phénotypes luminaux et HER2 amplifiés (Hoeflethal, 2009).

Enfin, la dérégulation de I'expression de RTKsgleEGFR, HER?2) fréquente dans les
cancers du sein sous-tend une activation anornesl@ales de signalisation en aval (Gilthane
& Balko, 2014). Cependant, il semblerait que diesedltérations fournissent une dépendance
plus marquée a la voie de signalisation PI3K/Akig& al, 2008; So%t al, 2009).
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C. Implications thérapeutiques

Les interconnexions entre les voies PI3K/Akt et HRX justifient la stratégie
émergente de double inhibition : cibler a la faisvbie PI3K/Akt et la voie Ras/MAPK. En
effet, I'inhibition pharmacologique de l'une peutopoquer I'activation de l'autre via un
mécanisme de cross-inhibition (Carracetlal, 2008; Hoeflichet al, 2009; Serrat al, 2011).
Démontré dans des modeles précliniques, le cibiEgees deux voies présente un intérét
thérapeutique accru par rapport a une simple itbib{Sainiet al, 2013). Une méta-analyse
d’études cliniques de phase | menées sur des fmtteints de cancers solides avancés
(colorectal, sein, mélanome, ovaire, pancréas) émeggu’une double inhibition est plus
efficace. Cependant, cette stratégie est plus texiq6 % des patients ayant recu une double
inhibition présentent des effets secondaires nanab@ogiques de grade 3 contre 17% des
patients ayant recu une simple inhibition ciblat@3k?Akt ou MEK1/2 (Shimizuet al, 2012).
Dans le but de limiter les toxicités, les défis aidte stratégie sont de i) concevoir des
programmes d’administration appropriés, ii) choigiels composants cibler dans chaque voie
de signalisation en fonction de la tolérance irdlielle des drogues et des combinaisons et,
iil) définir une population cible, I'efficacité deshibiteurs étant largement susceptible d’étre
influencée par le génotype de la tumeur (Shireizal, 2012; Sainet al, 2013).

Encadré 3. Points clés du chapitre « SignalisatioMAPK/ERK1/2 et PI3K/Akt »

v' Des protéines interagissant avec les lipides memaimes sont a I'origine de I'activation
des signalisations MAPK/ERK1/2 (Ras, Raf, PKC) &KpPAkt (PI3K, PDK1, Akt,
MTORC2).

v" Une activation coordonnée des signaux ERK1/2 eKMI& est requise pour lg

prolifération cellulaire.

v' Les signalisations MAPK/ERK1/2 et PI3K/Akt coopéreour contrdler la prolifération

et la survie cellulaire.

D

v L'étendue des interconnexions entre ces deux sggtimins justifie la stratégie d

double inhibition dans un contexte thérapeutique.

58



Partie Il. Taxanes et chimiorésistance

Les taxanes représentent une importante classerdsgytotoxiques et appartiennent
a la famille des agents tubulo-affins qui interféravec la dynamique des microtubules. La
molécule originelle, le taxol, a été isolée d'eisra’if du Pacifique, un conifere a croissance
lente dans les années 60. Apres la mise en évidknsen effet cytotoxique, les limites liées
a son extraction ont motivé le développement damats semi-synthétiques. Des recherches
ont permis de conduire a I'hémi-synthése du taxmhrdir d’'un précurseur dérivé des aiguilles
de l'if européen (Guéritte-Voegeleiet al, 1987). Depuis, la production industrielle de
paclitaxel et d’'un analogue structural, le docétas@nt possibles. La FDA (« Food and Drug
Administration ») a délivré une autorisation de ensur le marché en 1994 et en 1996,
respectivement pour I'utilisation du paclitaxel (6, Bristol-Myers Squibb) et du docétaxel
(Taxoter&, Sanofi-Aventis) dans le traitement du cancer @in s(Gradishar, 2012).
Aujourd’hui, le paclitaxel et le docétaxel sont gement prescrits comme agents
antinéoplasiques pour de nombreux types de caragrgein, poumon, prostate) (Fauete
al, 2011).

Cette deuxieme partie de l'introduction abordetaillsation des taxanes en clinique
dans le cadre du cancer du sein puis le mécanisiaetioth des taxanes et plus
particulierement du docétaxel (agent utilisé pas travaux de la présente thése). Enfin, les

grands mécanismes de chimiorésistance aux taxarm# slécrits.

Chapitre 1. Cancer du sein et docétaxel en clinique

1. Généralités sur le cancer du sein et sa classdtion

Sources : Mathieu, 2007 ; Goldhirsch et al, 2013 ; http://wywathophys.org/breast-cancer/ ;
http://www.ipubli.inserm.fr/bitstream/handle/106082/Chapitre_26.html)

La grande majorité des cancers du sein sont demeakinomes, se développant a
partir des cellules épithéliales de la glande mamendcanaux ou lobules). Les
adénocarcinomes naissent le plus souvent a pasicellules des canaux et plus rarement a
partir des cellules des lobules. Les cancers dits situ» se caractérisent par I'absence

d’'invasion des tissus environnants, a la difféeredes cancers dits « infiltrants », qui se
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définissent par le franchissement de la membrarsal®a 80% des cancers sont des
carcinomes canalaires infiltrants. S'ils ne sorst fpaités a temps, les cancers du sein invasifs
peuvent ensuite se propager par les vaisseaux isangu lymphatiques. Les cellules
cancéreuses s’accumulent alors dans les ganglomghhatiques les plus proches (ganglions
axillaires) ou vers d’autres régions du corps eegent ainsi des métastases.

La classification des cancers du sein se rappoltkisiologie du tissu mammaire
(figure 21). Les canaux et les lobules sont bordés par dgestde cellules : i) les cellules
luminales ou épithéliales qui bordent la lumiers tibules et des canaux sont sensibles aux
oestrogenes et a la progestérone et exprimentytekeratines CK8/18/19, ii) les cellules
basales ou myoépithéliales, au contact de la merabtaasale sont insensibles aux
oestrogenes et a la progestérone et exprimentrdsatypes de cytokératines ainsi que des
marqueurs musculaires lisses. Dans les canauxxigdtee aussi des cellules souches

progénitrices en faible nombre qui peuvent se @ifféier en cellule basale ou luminale

Membrane basale . P
Cellules luminales ou épithéliales

\l * répondent aux hormones pour la production de lait
* ER/PR+
* marqueurs: CK8/18, 19

Lumiére Cellules souches progénitrices pouvant se différencier en
O cellules basales ou luminales

Cellules basales ou myoépithéliales

* Contractiles pour I'éjection du lait

Coupe d’un canal dans 'unité ¢ ER/PR'
terminale ducto-lobulaire * marqueurs: CK5/6, 14, 17

Figure 21. Schéma d’'une coupe transversale d’'un cahde la glande mammaire et les différents types
cellulaires.
Trois types cellulaires sont a distinguer : ledute$ luminales, les cellules myoépithéliales et tellules
progénitrices. Modifié d'aprés http://www.ipubliserm.fr/bitstream/handle/10608/102/?sequence=38.:
cytokératine, ER/PR : récepteur aux oestrogénadeeprogestérone.

Le cancer du sein est une pathologie tres hétéeogielles classifications histologiques
et cliniques seules, restent insuffisantees poédipr efficacement I'évolution de la maladie.
Les programmes de recherche dédiés a la génomagieamcers ont permis de dresser une
carte d’'idendité des cancers correspondant a |gartait » génomique. Perou &t ont été
les premiers a établir des sous-groupes molécsalaireluminal A », « luminal B », « HER2
enrichi » et « basal-like » (Pereti al, 2000). Ces différentes classes moléculaires pemnie
de définir des groupes de cancer du sein de prioaatistincts dont le but est de proposer a
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terme une prise en charge thérapeutique plus thailisée. Les signatures moléculaires
nécessitent cependant de plus amples études : ui) leor validation comme facteurs
prédictifs ou pronostiques, ii) pour s’assurer éerlbénéfice clinique par rapport aux
parametres histologiques et cliniques classiques @i-dessous), et iii) pour évaluer le
rapport colt/efficacité (Bonnefoi, 2009). L'analys®léculaire systématique est aujourd’hui

difficilement réalisable en routine

Afin d’établir la meilleure stratégie thérapeutiqueois grand types d’informations
sont établis: i) le stade de la pathologie viaclassification TNM (« Tumor, Node,
Metastase ») basé sur des examens cliniques, tydde de la tumeur via des examens
histologiques (e.g. grade histopronostique de $cBlbom et Richardson, index de
prolifération ki67) et, iii) I'expression des rét¢eprs hormonaux (ER, PR) et du récepteur
HER2 basés sur des examens histologiques.

Les marqueurs pronostiques et prédictifs classi¢ags, TNM, grade, expression des
récepteurs, marqueur de prolifération) sont uslipéur orienter la stratégie thérapeutique.
Ces derniers ont été associés a des sous-typesulaiiés par des définitions de substitution
adoptées par le groupe d’experts internationahdmhférence de St Gallen 2013 (Goldhirsch
et al, 2013) {igure 22). Le sous type « luminal A » correspond a des eangénéralement de
bas grade, exprimant des récepteurs hormonaweesldtion plutét favorable. Les cancers
« basal like » (triple négatifs) sont de haut gratlde mauvais pronostic et n’expriment ni les

récepteurs hormonaux, ni HER2.

Définition clinico- Triple L ERP=IECh] Luminal-B Luminal-A
pathologique de substitution négative non luminal like HER2+/- like
Sous-types moléculaires « basal-like » « HER?2enrichiy « Luminal B » « Luminal A »

intrinséques

% des cancers du sein 15-20% 10-15% 20% 40%
Expression des récepteurs ER/PR- ER+ ER/PR+
HER2+ HER2+/- HER2-
Pronostic Bon
Mauvais

Figure 22. Définitions clinico-pathologiques de sudiitution.

Les tumeurs ER+, HER2- du groupe « luminal B-kksont différenciées du groupe « luminal A-likear pin
ki67 élevé ou un marquage PR négatif ou faible. ifitod’aprés Wong & Rebelo, Mc Master physiopathgylo
review, http://www.pathophys.org/breast-cancer/.
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2. Les taxanes dans le traitement du cancer du gei

La comparaison d’essais randomisés évaluant la&ffi€é des taxanes conforte leur
utilisation dans le traitement néo-adjuvant et aaii des cancers du sein localement avances
(Hassaret al, 2010).

Les taxanes sont utilisés dans le traitement desecs du sein infiltrants non
métastatiques et dans les cancers du sein métapastaqu’ils soient hormonaux +, triple
négatifs ou HER2+. Selon le réferentiels de bomgegmstitut national du cancer),

- le docetaxel en association a la doxorubicine et ayclophosphamideest indiqué dans
le traitement adjuvant du cancer du sein opéraide des patientes présentant ou non un
envahissement ganglionnaire.

- Le docetaxel en association a la doxorubicinest indiqué dans le traitement du cancer
du sein localement avancé ou métastatigue chezpdéisntes n'ayant pas recu de
chimiothérapie cytotoxique antérieure dans cefectbn.

- Le docetaxel est indiqué en monothérapidans le traitement des patientes atteints d'un
cancer du sein localement avancé ou meétastatiqres agchec d'une chimiothérapie
cytotoxique, ayant comporté une anthracycline oagent alkylant.

- Le docetaxel en association au trastuzumadst indiqué dans le traitement du cancer du
sein métastatique avec surexpression tumorale de2HEhez les patientes non pré-
traitées par chimiothérapie pour leur maladie niatagie.

- Le docetaxel en association a la capécitabirest indiqué dans le traitement du cancer
du sein localement avancé ou métastatique apres éilme chimiothérapie cytotoxique

ayant comporté une anthracycline.

La comparaison indirecte entre plusieurs étudesqcies (Hassaet al, 2010) ainsi
gu’'une étude randomisée de phase Il (Jates, 2005b) suggerent que le docétaxel serait
plus efficace que le paclitaxel pour le traitempalliatif des cancers du sein métastatiques.
Bien qu’il n'existe pas de consensus sur la stratdgerapeutique a adopter pour les cancers
du sein métastatiques, les taxanes et le capeawtéthuoropyrimidine) seraient les agents qui
montrent la meilleure activité, seuls ou en comisima (Roché & Vahdat, 2010 fine, le
choix du traitement est individualisé en fonctioes ccaractéristiques de la tumeur, de son

agressivité et des traitements antérieurs recula matiente.
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3. Les limitations a l'utilisation des taxanes
Source: (Fauzeeet al, 2011)

Les deux principales limitations a l'efficacité descanes sont les phénomenes de

résistance (voir chapitre 3) et la dose-limitardaakicité.

Les toxicités hématologiques et neurologiques @mathie périphérique) induites par
les taxanes sont les plus fréquentes. Les réaalibgpersensibilité liées aux solvants utilisés
pour pallier la mauvaise solubilité de ces molésusmnt gérées par des meédications
préventives. Les toxicités hématologiques sont dlese atteinte de la moélle osseuse et
peuvent conduire a une anémie, une neutropénienetthrombopénie. Une prophylaxie
médicamenteuse a base de « granulocyte-colony latimy factor » (G-CSF) permet de
diminuer et de contrbler les neutropénies sévdpegutres effets secondaires de gravité
moindre, comme l'alopécie ou la rétention hydricgo:t également recensés. Malgré ces
désavantages certains, la fréquence d'utilisatestdxanes n’est pas affectée au vu des réels

bénéfices cliniques que ces agents apportent.

4. Taxanes de 3eme génération

Dans le but d’augmenter I'efficacité et de diminlgetoxicité et le développement des
résistances aux taxanes, de nombreuses recheelmmeentrent sur le développement de
taxanes de °3* génération a partir des molécules de paclitaxeleetiocétaxelfigure 23).
Plusieurs stratégies sont mises en ceuvre :

i) une amélioration de la formulation du paclittee du docétaxel. Par exemple, le
Nab-paclitaxel (Abraxarfe Celgene Inc) utilise des nanoparticules d'albwemipour
ameéliorer I'absorption du paclitaxel (Yared & Tkakz 2012). Approuvé en 2008 par la
Haute Administration de Santé, I'Abraxane est indien 2™ ligne pour le traitement des
cancers du sein métastatiques.

i) la génération de prodrogue. La DHA-paclitdkgaxoprexiff, Protarga) est en
cours d’évaluation dans des essais cliniques dseplhpour des patients atteint de cancer
pulmonaire non a petites cellules et de mélanor@ette conjugaison conduirait a une
meilleure délivrance de I'agent anticancéreux et angmentation de I'effet cytotoxique du
paclitaxel (Bradleyt al, 2001; Fracasset al, 2009).
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iii) le développement de molécules analogues. Ramele, le cabazitaxel (Jevtéha
Sanofi) dérivé du docétaxel, présente des avanfatgsnacocinétiques. De plus, la P-gP (P-
glycoproteine), protéine transmembranaire respdesae I'efflux de xénobiotique et
largement incriminée dans l'acquisition du phénetyldDR (« multi-drug resistance »),
présenterait moins d’affinité pour le cabazitaxemparée au docétaxel (Yared & Tkaczuk,
2012). Le cabazitaxel a été approuvé par la FDA2@h0 pour le traitement de cancer
prostatique réfractaire a '’hnormonothérapie. Uraesbnique de phase Il est en cours dans le

cancer du sein.

Agents R R ®
-Ph

Paclitaxel -0OH -QC{O)CH3
[iHA
Docetaxel -OH -0OH -DCICH3)3
Cabazitaxel -OLCH3) -0iCH3) -0OCICH33
'-"J_H Taxopraxin® -0OH -QCE0ICHS -Fh
b
o

Figure 23. Structures chimiques du paclitaxel, du dcétaxel et de leurs dérivés.

La substitution du groupement acétate (R2) et dupgment phényl (R3) confére au docétaxel une enedl
solubilité et une meilleure biodisponibilité pappmrt au paclitaxel. Le cabazitaxel est un dérivéddcétaxel,

les deux chaines latérales (R1 et R2) sont suésttipar des groupes diméthyloxydes. La Taxoprexine
correspond a une molécule avec un squelette paalgar lequel I'acide gras DHA (encadré rouge)cestjugué

via une liaison ester. D'apres (St. Geoeg@l, 2015; Yared & Tkaczuk, 2012).
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Encadré 4. Points clés du chapitre « Cancer du seet docétaxel en clinique »

Les carcinomes mammaires sont hétérogenes en termphénotype et de pronostic

I'utilisation de chimiothérapie systémique est inturnable.

Le docétaxel est indiqué erf™lligne de traitement néo-adjuvante et adjuvante

cancers du sein localement avancés et dans |lenmeit des cancers du se

métastatiques.

Les deux principales limitations a l'efficacité diesanes sont les effets seconda

toxigues et les phénoménes de résistance.

et

des

D

n

res
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Chapitre 2. Mécanismes d’action des taxanes

1. Les taxanes, des agents ciblant les microtubsle

A. Structure et dynamique des microtubules

(Jordan & Wilson, 2004; McGrogaat al, 2008; Honoreet al, 2005).

Les microtubules, composants clés du cytosquelsttat nécessaires a de nombreuses
fonctions cellulaires essentielles comme I'adapiatt le contrdle de la forme cellulaire, le
transport intracellulaire, la mobilité et la divasi cellulaires. Les microtubules sont de longs
et creux polymeres protéiques constitués d’hétérees de tubulinea( et f). Dans la
cellule, les microtubules sont polarisés et origntéextrémité (+) est caractérisée par une
croissance rapide vers la périphérie cellulairesatpue I'extémité (-) est caractérisée par une
croissance lente associée aux centrosomes. Le pgipiisme génétique et post-traductionnel
de la tubuline influence la dynamique des microtedet leurs fonctions.

La dynamique de polymérisation des microtubulesuestmécanisme complexe et
hautement régulé. Un mécanisme GTP-dépendant assutehange actif entre les diméres
constitutifs du microtubule et les diméres solubl@st échange se produit selon les deux
grands modéles que sont linstabilité dynamique leet « treadmelling ». L’instabilité
dynamique est considérée comme le modele prédomimasivo. Ce modele est caractérisé
par une alternance de phases de croissance rdpigedépolymérisation lente, entrecoupées
de phases de transition brutales a I'extrémitédig)microtubule (« catastrophe » vers un
raccourcissement ou « sauvetage » vers une reggigélongation du microtubulefigure
24A). Le phénomene de «treadmelling », dont la tradudittérale est tapis roulant, est
caractérisé par une croissance a lI'extrémité (Hinetaccourcissement a l'autre extrémité
(figure 24B). Le renouvellement des microtubules peut étre Isas I'instabilité dynamique,

le « treadmelling » ou une combinaison des deux.

La compréhension des mécanismes régulateurs dgéamique des microtubules est
encore assez fractionnée. Cependant, les « micdetubssociated proteins » (MAPS)
semblent largement impliquées dans la régulatiotede dynamique (e.g MAP structurale
comme Tau, MAPs motrices comme la dynéine et |lgdime, et les TIPs « +end tracking

proteins »).
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Les fonctions des MAPs sont, en partie, réguléesdpa voies de signalisation et
I'action de kinases et phosphatases. Classiquetagnihosphorylation des MAPs méne a leur
dissociation des microtubules et/ou de la tubudihaugmente l'instabilité des microtubules.
Les kinases impliquées dans le contréle du cyclellage, comme la kinase Cdkl ou la
famille Aurora, sont les plus importantes pourdguiation de 'activité des MAPs. En outre,
les kinases ERK1/2 et Gslg3-effectrices de signaux prolifératifs, sont égaatimpliquées
dans la régulation de la dynamique des microtubwibekeur action sur les MAPs.

En interphase, les principales fonctions des mitnales irradiant a partir du
centrosome sont le transport et I'organisation utalle. L'accomplissement d'un cycle
cellulaire nécessite un réseau de microtubules PDois plus dynamique qu’en interphase.
En effet, la dynamique des microtubules est pdiéi@ment importante pendant la mitose
pour permettre l'assemblage du fuseau mitotique. plas, la croissance et la
dépolymérisation rapide des microtubules permettienfaciliter la capture et I'alignement
des chromosomes. Ainsi, les microtubules sont idsscpour des molécules anti-mitotiques,

utilisées avec succes dans le traitement du cancer.

B. Les taxanes, des agents tubulo-affins

Les taxanes interagissent avec les microtubulegrgoisés, en se liant, de maniere
réversible, a la sous-unitp de la tubuline, dans la lumiere du microtubule.fdkte
concentration (>10 nM sur un modele de HelLa, Yebal, 1999), les taxanes augmentent la
polymérisation des microtubules menant a une mdssgolymeéres plus importante. A des
concentrations 10 a 100 fois plus faibles, les riagadiminuent la dynamique des
microtubules en faveur de leur polymérisatioigure 24C) (Risinger et al 2009).
L’interaction B-tubuline/taxane stabiliserait la structure du wigbule en provoquant un
changement de conformation qui augmenterait I'aide I'interaction entres les diméres de
tubuline (Gascoigne & Taylor, 2009).
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Figure 24. Dynamique des microtubules et taxane.

Modifié d'aprés Jordan & Wilson, 200A_ Modéle d'instabilité dynamique (variation physigigue de la
longueur d’'un microtubule dans le temps). L'ext#mdu microtubule croit (sauvetage) et se raccoburci
(catastraphe) de maniére aléatoire avec I'addéida perte de diméeres de tubulines. Les variatitmbbngueur
sont plus importantes a I'extrémité + du microteb® Modéle du « treadmelling ». Les diméres de tubsline
sont incorporés a I'extrémité + du microtubule amps 0 et sont libérés a I'extrémité — du microtelaw temps

3. La longueur du microtubule est inchangée. Lenph#&ne de treadmelling est provoqué par les diftée de
concentrations de dimeres de tubulines aux extédnaipposées du microtubule. C_Longueur de 4 mizutes
individuels dans le temps (représentée par 4 coldifférentes) en condition physiologique (a d¥piet en
présence de taxane (a gauche). Asssemblage dinasde cerveau de boeuf purifiées étudié par différ de
contraste en microscopie temps-réel. En absencdrague, la dynamique est rapide avec de nombreuses
variations de longueur. En présence de taxangjlamique des microtubules est supprimée.

Le docétaxel présente des caractéristiques unigif&sgentes du paclitaxel :
i) Le docétaxel montre une plus grande affinité rpda p-tubuline et cible
préférentiellement les microtubules au niveau @ggres d’organisation des microtubules, les

centrosomes, alors que le paclitaxel cible prétéement le fuseau mitotique (Gligorov &

Lotz, 2004).
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i) Le docétaxel exerce une plus grande activigtoxique sur différents types
d’explants tumorauin vitro etin vivo dans des modeles de xénogreffes murins (Hanaiske
al, 1992; Bissery, 1995).

i) le docétaxel présente une pharmacocinétiquiréiite, probablement liee a une

meilleure captation et rétention cellulaire (Eissmér & Vermoken, 1998).

2. Mécanismes d’action anti-tumorale des taxanes

Le principal mode d’action des taxanes résultetaita pertubation du cycle cellulaire.
En effet, en stabilisant les microtubules, les t@saprovoquent un blocage du cycle cellulaire
en G2/M ce qui conduit a une mort cellulaire. Cejzan, les conséquences de la perturbation
de la dynamique des microtubules sont trés complelxe blocage du cycle cellulaire est
majoritairement associé a l'activation de I'apoptositochondriale (Wertet al, 2011) mais
une mort cellulaire par nécrose est aussi décHrnandez-Vargast al, 2007). De plus,
indépendamment du blocage du cycle cellulairepurpait aussi exister un lien direct entre la
perturbation des microtubules induite par les agyeriulo-affins et I'apoptose mitochondriale
(Roviniet al, 2011; Granckt al, 2014).

Cette partie sera consacrée au mode d’action glassles taxanes. Dans un premier
temps, l'effet des taxanes sur le cycle cellulairdeurs actions cyotoxiques seront abordés,

puis un deuxiéme point sera consacré aux mecanisolésulaires des taxanes.

A. Perturbation du cycle cellulaire et conséquences lbdaires

Les taxanes, en perturbant le cycle cellulaire aidisiles tumorales aboutissent & des
effets cytostatiques avec un retard dans la pregnesiu cycle (Rixe & Fojo, 2007; Jordanh

al, 1993), et a des effets cytotoxiques.

Le docétaxel agit dés la phase S et son effet ayitpie semble maximal quand la
molécule est appliquée sur des cellules synchresieé phase S (Henneqeinal, 1995). La
désorganisation des centrosomes induite par letaleémeéne a la formation d’'un fuseau
mitotique anormal (Paolettet al, 1997). En effet, la suppression de la dynamigas d
microtubules par les taxanes empéche l'alignemenect des chromosomes et perturbe la
tension exercée au travers des kinétochores. Alastransition métaphase/anaphase est
inhibée par [lactivation du point de controle migoie (SAC, «spindle assembly

checkpoint »). L'activation du SAC induit un bloeagn mitose. Ce blocage des cellules
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tumorales en mitose conduit_a différents comportémeellulaires (Gascoigne & Taylor,
2008):

) une mort cellulaire pendant le blocage en mitfigeie 25A)

i) une mort cellulaire aprés une sortie de mitosgue 25B-C). En effet, malgré
l'activation du SAC, les cellules peuvent sortir aggtose. Ce phénomeéne, appelé
glissement mitotique (« mitotic slippage ») est allla dégradation graduelle de la
cycline B1. L’activation du SAC ne peut pas prévediune lente et continue
dégradation de la cycline B1, qui méne finalemekd aortie de la mitose (Brito &
Rieder, 2006; Gascoigne & Taylor, 2009).

1)) des cellules ayant subi un glissement mitotiquev@etua nouveau entrer dans un

cycle cellulaire figure 25D).

Suite au blocage mitotique, deux grandes hypothgsegent expliquer la divergence
des comportements cellulaires : la durée du bloagitmique (Bekiert al, 2009) et le niveau
d’activation des voies de signalisation intracalitds (Gascoigne & Taylor, 2009). La vue
actuelle est en faveur de I'hypothése du niveaatiation des voies de signalisation (Vitale
et al 2011). En effet, I'équilibre entre les signaux mert cellulaire et de survie générées
pendant le blocage mitotique dicterait le compodemcellulaire (Vitaleet al, 2011;
Gascoigne & Taylor, 2009).

Agent Apoptose
tub EIE? FSF' Glissement mitatique ARl
Hhuleratting = Mart cellulaire
cycline B1 Sortie de mitose T Catastrophe
c mitotique

Activation o i -l & {
Activation du Cellule multinucléea({sans

SAC / division cellulaire) \
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Figure 25. Conséquences cellulaires de la perturbah du cycle cellulaire par les agents tubulo-affig.
Réalisé d’'aprés les données de Hernandez-Varghs2&07.
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D’autre part, les agents tubulo-affins peuvent ireludifférents types de mort

cellulaire suite a la « catastrophe mitotique »éviolution de la définition de la catastrophe
mitotique au cours des années peut préter a confuEn effet, par le passe, ce terme a été
utilisé pour définir un type de mort cellulaire wéant d’'une mitose aberrante, au méme titre
gue l'apoptose (Paoletet al 1997; Morseet al 2005). Aujourd’hui, bien qu’encore
controversée, une nouvelle définition fonctionnedlet proposée (Vitalet al, 2011). La
catastrophe mitotique activée par un blocage eosmiserait un mécanisme qui précede et qui
mene a la mort cellulaire par le biais de I'apopt@®ajoritairement décrite) mais aussi de la
nécrose ou de la sénescence, et ce, en fonctipnofilmoléculaire des celluledigure 25)
(Vakifahmetogluet al, 2008; Vitaleet al, 2011).

Dans des cellules cancéreuses mammaires (MDA-MBe2BACF-7), le type de mort
cellulaire déclenché semble dépendre de la dosleddaxel (Hernandez-Vargasal, 2007).
Une forte dose de docétaxel (100 nM) peut induire mort cellulaire par apoptosig(re
25A et 25Q. Par opposition, une faible dose de docétaxel (/) provoque une mitose
aberrante associée a une accumulation de cellyjesdiploides suivie d’'une mort cellulaire
par nécrosefigure 25B) (Hernandez-Vargast al, 2007).

Les études cliniques restent controversées quamypmude mort cellulaire observé
dans une tumeur traitée par les taxanes. Dans daircenombre d’études, la réponse
thérapeutique aux taxanes ne semble pas étre@m@diapoptose, tout comme les mutations
ou les altérations de I'expression de génes aafpapiques ne semblent pas étre des facteurs
négatifs permettant de prédire I'efficacité thérdpmpie des taxanes (Brown & Wouters,
1999; Reiret al, 2000; Morseet al, 2005).Cependant, une étude montre une corrélatitne
le taux d’apoptose cumulé dans les 4 jours suilamremiere injection de paclitaxel et la
proportion de tumeur résiduelle a la fin du cyoteathimiothérapie néo-adjuvante (Symmans
et al, 2000).

B. Mécanismes moléculaires de I'action cytotoxique

La majorité des études se concentrent sur I'apegtdanseque induite par les taxanes.
Les taxanes sont connus pour moduler positivemexrpression et l'activité des membres
pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (e.g. Bad, BafRovini et al 2011). Une
hyperphosphorylation de la protéine anti-apopta@idgcl-2 conduisant a son inhibition a

également été rapportée (Ruvold al 2001). Cette hyperphosphorylation de Bcl-2
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coinciderait avec le blocage des cellules en G2iité s la fixation de I'agent anticancéreux
sur les microtubules (McDaid & Horwitz, 2001a). ifrerphosphorylation de Bcl-2, dans ce
cas, est associée a la mort cellulaire par opposéi la mono-phosphorylation de Bcl-2
(ser70) en réponse a des facteurs de croissancestqassociée a la survie cellulaire (Ruvolo
et al 2001). Blagoskonny e#l. ont montré que les PKCs et ERK1/2 ne semblent pas
impliqués dans I'hyperphosphorylation de Bcl-2 iteypar les taxanes (Blagosklonat al,
1996, 1999).

Plus récemment, les trois protéines anti-apoptesidscl-2, Bcl-x et Mcl-1 (« myeloid
cell leukemia 1 ») ont clairement été identifiéempleurs réles essentiels dans I'apoptose
induite par un blocage mitotique (Terragal, 2010; Wertzet al, 2011). L'étude de Wertz,
parue dans « Nature », identifie Mcl-1 comme urtefaic clé de I'apoptose induite par les
agents tubulo-affins. Activées suite a l'arrét migoe induite par les agents tubulo-affins,
I'action coordonée des kinases Cdk-1, CKIl (« aasémase Il »), JNK et p38 cible la
dégradation de Mcl-1 et participe a déclencherofapse des cellules bloguées en mitose
(Wertzet al, 2011).

Enfin, d’'une manieére générale, le role de p53 danmort cellulaire induite par les
taxanes est controversé et semble dépendre des d¢gflalaires étudiés. Dans le cadre du
cancer du sein, il semblerait que le statut derpéfiecte pas la sensibilité aux taxanes (Rein
et al, 2000; Sezgiret al, 2005). Ces données sont en accord avec cellesmmBHdez-Vargas
montrant que les mécanismes de mort cellulaireii@ghar le docétaxel dans la lignée MDA-
MB-231 (p53 muté non fonctionnel) et dans la lignd€F7 (p53 « wild type ») sont
identiques (Hernandez-Vargesal, 2007).

3. Effets anti-angiogéniques du docétaxel

Le docétaxel exerce des effets anti-angiogenidqDes.effets ont été observiésvitro,
avec une inhibition des principales étapes de i@y@nése : inhibition de la prolifération, de
la migration, de linvasion des cellules endotHéBaet de leur capacité a former des
pseudocapillaires (Sweeney al, 2001; Grantet al, 2003; Bijmanet al, 2006). L’effet anti-
angiogénique du docétaxel est également observiéo, dans des modeles pré-cliniques de
xénogreffes tumorales ou de tumeurs autochtones lehgetit animal (Sweenest al, 2001;
Kornfeld et al, 2012). Une diminution de la vascularisation desdurs mammaires chez des
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patientes atteintes de cancer du sein traitées dwedocétaxel a également été observée
(Mahéoet al, 2012).
Les effets antiangiogéniques du docétaxel ont émpartés comme étant plus

puissants que ceux du paclitaxel (Grainal, 2003).

Encadré 5. Points clés du chapitre « Mécanismes aton des taxanes »

v' Les taxanes interagissent ave@{tubuline, perturbent la dynamique des microtubdles

en favorisant leur stabilisation.
v' Les taxanes bloquent les cellules en G2/M et irghtigne mort cellulaire.
v Les taxanes déclenchent majoritairement une mopaptose mitochondriale.

v Les taxanes ont des propriétés antiangiogéniques.
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Chapitre 3. Chimiorésistance aux taxanes

L'efficacité des taxanes peut étre compromise des phénomenes de résistance.
Une chimiorésistance peut étre développée parelddas cancéreuses avant toute exposition
aux taxanes (résistance intrinséque ou innée) ms ame exposition (résistance acquise, plus
frequente) (Murrayet al, 2012). Ces deux types de chimiorésistance repeseun obstacle
majeur dans le traitement des cancers du seintatmaent des cancers du sein métastatiques
déja exposés a plusieurs lignes de chimiothérapiany, 2014). D’'une maniére générale,
trois grands mécanismes sont associés a la résstmx anticancéreux : i) les pompes
d’efflux, i) des mutations ou des altérations dexpression de la cible des agents

cytotoxiques et, iii) la perturbation de voies dgalisation.

1. Phénotype MDR et pompe a efflux
(Murray et al, 2012; Katayamat al, 2014)

Le phénotype MDR « multidrug resistance » est uaase majeure de I'échec des
traitements cytotoxiques dans de nombreux typesadeers. Classiqguement, ce phénotype
apparait pendant la chimiothérapie de premiéraniiote ou aprés une rechute métastatique.
Ce phénotype est caractérisé par I'expression sur@xpression de protéines membranaires
d’efflux et confére aux cellules cancéreuses urgstance croisée a différents agents
anticancéreux (e.g. taxanes, anthracyclines). bettipes d’efflux de drogue les mieux
caractérisées appartiennent a la superfamille rdesporteurs ABC. Parmi cette famille, la
protéine P-glycoprotéine (P-gp)/ABCB1 (« perme#pilglycoprotein », genéViDR-1), la
protéine BCRP/ABCG2 («breast cancer resistanceeipre) et les protéines MRPs/ABCCs
(« multidrug resistance proteins ») fonctionnentmote des pompes d'efflux énergie-
dépendantes pour les agents cytotoxiques et lguession confére un phénotype MDR aux

cellules cancéreuses.

Modulation de I'expression de P-gp par les voies signalisation. Plusieurs études
montrent que I'inhibition de voies de signalisatidiminue I'expression de la P-gp. La voie
des MAPKs (ERK1/2, p38, JNK) semblerait étre impég dans cette régulation (Katayama
et al 2014). La voie MAPK/ERK1/2 affecterait I'expresside la P-gp a la fois au niveau
transcriptionel (Zhaet al, 2013; Sheret al, 2011) et au niveau post-traductionel (Katayama
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et al 2007). Ainsi, I'inhibition pharmacologique de MEHKt I'extinction de ERK1/2 et
P90RSK par siRNA inhibent I'expression de la P-gmgl des lignées de cancer du sein
transduites par des vecteurs lentiviraux portamBdA du geneViDR-1 (MDA-MB-231 et
MCF-7) (Katayamaet al, 2007).

Phénotype MDR, taxane et cancer du seln.vitro, le niveau d’expression du géne
MDR-1, codant pour la P-glycoprotéine, est corréeléselssibilité au paclitaxel (Mechetrnetr
al, 1998). En clinique, la relevance de I'expresgsiongeneMDR-1 dans le cancer du sein a
fait I'objet de nombreuses études. Une seule étugidjsée a partir de 94 échantillons
tumoraux, montre que I'expression de la P-gp esb@8e a une diminution de survie sans
progression chez des patientes atteintes de caramemaire (66% de survie sans progression
a 5 ans pour les patientes P-gp positivessus88% pour les patientes P-gp négatives)
(Tsukamotoet al, 1997). Les autres études ne montrent pas de siigmficatif entre
I'expression du gen®DR-1 et/ou de la P-gp et la réponse aux taxanes chepatéentes
atteintes de cancer du sein (Schneider & Romer@5;19anget al, 1999; Schneideet al,
2000; Kanzaket al, 2001). La corrélation entre la survie des patigrt le phénotype MDR
resulterait d’avantage de la combinaison de I'esgion des différentes protéines d’efflux
(e.g. BCRP, MRPs) que de I'expression de la P-gfeg&uo, 2007).

Les essais cliniques testant des inhibiteurs dgp Bnt été stoppés en raison de la
toxicité engendrée. Malgré le développement d'itbiys de seconde et de troisieme
génération (e. g. biricodar, tariquidar), cettatgétgie semble avoir peu de valeur clinique dans
la diminution des phénomenes de résistance, epdiitants effets secondaires (McGrogdn
al, 2008).

2. Altération des microtubules

L’augmentation de la dynamique microtubulaire p&we a I'origine d’une résistance
aux agents stabilisateurs comme les taxanes, sanckcules se fixent sur des microtubules
polymérisés (Oret al, 2003). Deux modeles sont proposeés pour expligueglation entre la
dynamique microtubulaire et la résistance aux tegabe premier, décrit par le laboratoire de
Cabral, propose que les cellules résistantes aanéaxcontiennent des microtubules
« hypostables ». L’équilibre entre dimeres de tineusolubles et polymeéres serait perturbé et

basculerait vers les dimeres (Minadtial, 1991). Le deuxieme modele, de Jordan & Wilson,
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propose que I'équilibre entre microtubules faiblemet hautement dynamiques soit déplacé
Vers un état tres dynamique.

Deux grands mécanismes peuvent étre a I'origink deodification de la dynamique
des microtubules : [laltération des sous-unités tduline (expression, mutation,

modifications post-traductionnelles) et I'altératides MAPs (Oret al, 2003).

A. Altération de la Rtubuline

Il existe 7 isoformes de R-tubuline. B1, B2, RI3étexprimées dans les lignées
humaines de cancer du sein (Berriengaral, 2004; Wanget al, 2014a). Il existe peu de
données associant des mutations du site de fixd@srtaxanes au niveau de la R-tubuline a la
résistance a ces agents anticancéreux dans lercdacsein (Murrayet al 2012). En
revanche, I'expression aberrante de certainesrisef® est fortement associée a la résistance
aux taxanes (Wang, 2014). Par exemple, une comtiemrplus élevée de paclitaxel est
requise pour stabiliser des microtubules compos&sisbformes R3 et 34 de la tubuline
(Derryet al, 1997).

Un intérét particulier est porté a I'isoforme R3lddubuline. Sa surexpression induit
une résistance au paclitaxel dans les cellules MCkn perturbant la dynamique
microtubulaire (Kamatlet al, 2005). De plus, dans le contexte du cancer dy des études
cliniues associent I'expression de cette isofoanene résistance aux taxanes (Paradiso,
2005; Hasegawat al 2003) et a la survie globale des patientes (Duetat al 2010).
Collectivement, I'ensemble des données cliniqueggéte que la tubuline 33 pourrait étre a la
fois un marqueur pronostic et un marqueur prédagifa réponse aux taxanes dans le cancer
du sein, du poumon, de l'ovaire et de I'estomacvéS& Dumontet, 2008; Hwangt al,
2013). Cependant de plus grandes études randonmss@ésnécessaires pour confirmer la

valeur pronostique et prédictive de la tubuline 33.

B. Expression des MAPs

Les différences d'interactions entre MAPs (« migbwule-associated proteins ») et
microtubules menent a des effets opposés sur Eibiid aux taxanes (Kavallaris, 2010).
Une forte expression de Tau diminuerait la liaislonpaclitaxel aux microtubules ce qui est
associé a une diminution de la réponse tumoraleaalitaxel néo-adjuvant chez des femmes
atteintes de cancer du sein (Rouz#¢ral 2005). En revanche, le paclitaxel favoriserait

l'interaction MAP2/microtubule ce qui potentialiaér la stabilisation des microtubules.
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Ainsi, 'augmentation de I'expression de MAP2 est@ciée a une meilleure réponse tumorale
au paclitaxel néo-adjuvant chez des patientesnggteide cancer du sein (Baetral, 2010).
La validation de l'intérét des MAPs comme marquptgdictif de la réponse aux taxanes
nécessite des études cliniques de plus grandegemeer

Une autre MAPs, la stathmine, fréquemment surexggimans les cancers du sein,
serait aussi impliquée dans la résistance aux esxdAlli et al 2007). La stathmine
fonctionne comme protéine de séquestration potwmdaline et inhibe la polymérisation du
fuseau mitotique. Son inhibition sensibilise lankg cancéreuse mammaire BT-549 au
paclitaxel (Alliet al, 2007).

Une meilleure compréhension de la régulation deslmeuses MAPs peut mener a
I'identification de nouveaux mécanismes de résganaux agents tubulo-affins. En effet,
d’autres MAPs peuvent étre impliquées dans latasie aux taxanes (e.g. MAP4, les MAPs
motrices dynéine et kynésine, les « plus-end trarki protéines) (Greenberger & Sampath,
2006). Dans le but d’augmenter la sensibilité dgsnes tubulo-affins, il serait nécessaire
d’avoir une vision globale qui integre la co-exmien des MAPs et des différentes isoformes

de tubuline.

3. Perturbation des voies de signalisation

La suractivation de certaines voies de signalisatit fréquemment observée dans les
cellules cancéreuses et peut moduler I'efficadigdpeutique des taxanes via de hombreux
processus : la régulation de I'expression de pordfEfux et d’enzymes impliquées dans le
métabolisme des taxanes, la dynamique des micresibla régulation et le contréle de la
progression du cycle cellulaire et la régulatioi’dpoptose (Noguchi, 2006).

Ainsi, la stratégie visant a combiner des inhibitede la transduction du signal avec
des agents cytotoxiques conventionnels permetifainéliorer I'efficacité de la réponse
thérapeutique chez des patients qui n'y répondraggre faiblement. Cette partie se
concentrera sur I'implication de HER2, PI3K/AktMEK-ERK1/2 dans la chimiorésistance

aux taxanes.

A. La surexpression de HER2

Malgré I'absence de preuves cliniques claires atdgenes corrélant la résistance aux

taxanes et la surexpression du récepteur HER2Idamacer du sein (Murragt al, 2012), la
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combinaison docétaxel/thérapies anti-HER2 (e. gsttizumab, pertuzumab) améliore le
contréle des cancers du sein métastatiques sumepriHER?2 (Bullock & Blackwell, 2008).
Dans des modeles précliniques de xénogreffe iet vitro, la combinaison
trastuzumab/docétaxel exerce un effet cytotoxiqueeigyique sur des lignées de cancer du
sein surexprimant HER2 (Yu, 2001; Pegranal, 2004).

Il existerait un lien fonctionnel entre la surexggi®n de HER2 et la transcription et/ou
I'activité des pompes d’efflux (De Hoaet al, 2012). D’'une part, la surexpression ectopique
de HER2 dans la lignée cancéreuse mammaire MCF{gmente [|'expression de
BCRP/ABCG2 (Chumstét al,2007). D’autre part, dans des modéles de cancérspaires,
le lapatinib (un inhibiteur tyrosine kinase de HER®staure la sensibilité des cellules
cancéreuses a des agents cytotoxiques, effet @ssdaihibition de I'activité du transporteur
ABCB1 (Minamiet al,2012).

Il est également connu que la surexpression de HERBe a l'activation de
nombreuses voies de signalisation intracellulaiges peuvent étre impliquées dans la
résistance aux taxanes. Par exemple, I'activatidktaésultant de la surexpression de HER2
conféere un large spectre de résistance aux aggtitoxiques dans la lignée cancéreuse
mammaire MCF-7 (Knuefermaret al, 2003). Par ailleurs, la surexpression de HER=2itnd
la transcription de p21. La protéine p2l1 s’assatignhibe I'activation de Cdkl par le
paclitaxel, retarde I'entrée en mitose et prévansi 'apoptose induite par le paclitaxel (Yu
et al, 1998).

B. Signalisation PISK/Akt

Décrite dans la premiére partie de lintroductimette voie de signalisation est
associée a la survie et la prolifération cellulaitéinhibition de cette voie augmente
I'efficacité des taxanes dans plusieurs modéiegitro et in vivo. Par exemple, I'inhibition
pharmacologique de PI3K (LY94002) augmente la neettlulaire induite par le paclitaxel
dans des lignées cancéreuses mammaires et ovari@viaeKeiganet al, 2002; Huet al,
2002; Kimet al, 2007; Clarket al, 2002). A l'inverse, la surexpression de PI3K &kl
protege les cellules de la mort induite par le ip@atl (respectivement, Het al 2002;
MacKeiganet al, 2002). Le ciblage spécifiqgue des PI3K de classenhble exerce un effet

synergique avec le docétaxel dans des modélesndersadu sein (Wallin et al, 2012).
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Plus récemment, il a été montré qu’'une combinatkm@taxel/inhibiteur d’Akt (MK-
2206) inhibe la prolifération cellulaire de maniéymergique dans un large panel de lignées
cancéreuses mammaires. La chronologie du traitensembble importante puisqu’un
traitement docétaxel avant le traitement par llniteur d’Akt accentue l'efficacité de cette
combinaison (Hiraet al, 2010).

Il a d’autre part été observé que le docétaxelvaibunduire des mécanismes de
survie impliqués dans la résistance. Ainsi, dansnodéle cellulaire de cancer prostatique, le
docétaxel induit Il'activation d’Akt de maniere dedé&pendante. Ce mécanisme de
chimiorésistance est contrecarré par l'utilisatidn double inhibiteur de PI3K/mTOR
(NVP-BEZ235) augmentant I'apoptose induite par deédaxel (Kosaka&t al, 2011). Enfin,
dans un modéle de lignée tumorale mammaire MCFaréié montré que le paclitaxel induit
I'expression de la survivine, protéine anti-apoioiat, via I'activation des voies PI3K/Akt et
ERKZ1/2. L’inhibition pharmacologique de ces deuxegobloque I'expression de la survivine
et augmente la mort cellulaire induite par le gagkl (Linget al, 2004).

Ainsi, la voie PI3K/Akt semble étre impliquée ddaschimiorésistance aux taxanes.
Plusieurs essais cliniques de phase Il combinastim@biteurs de la voie PI3K/Akt aux
taxanes sont actuellement en cours dans le cadranders du sein localement avancés et/ou
métastatiqgues (NCT01263145, NCT02423603, NCT0198027

C. Signalisation MEK-ERK1/2

La voie ERK1/2 de par son rble dans la survie etlans la progression du cycle
cellulaire est une voie de signalisation potergiaknt impliquée dans la chimiorésistance des
cellules cancéreuses. De nombreuses études mogtrerinhibition pharmacologique de la
voie MEK-ERK1/2 augmente l'efficacité des taxanésrgement démontrées imitro
(Seidmaret al, 2001; MacKeigamt al, 2000; Yuet al, 2001; Yacoulet al, 2003; MacKeigan
et al 2002), ces données ont été confirmées sur deglawg@ré-cliniques de xénogreffes
(Yacoubet al, 2006; Haas®t al, 2008; Holtet al, 2012) et un modelen vivo de cancer
pulmonaire (McDaicet al, 2005).

Il est également connu que les agents tubulo-affativent cette voie de signalisation
(Orr et al 2003; McGrogaret al, 2008). D’autres agents perturbant les microtubéeg.
colchicine, nocodazole) activent aussi cette vaesdnalisation (Shinohara-Gotat al,
1991; Gucet al, 2012).
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Les mécanismes moléculaires a l'origine de l'attira de cette voie ne sont pas
clairs. La fixation des taxanes aux microtubulesilde étre requise pour I'activation de
ERK1/2 (McDaid & Horwitz, 2001b). Dans un modéele mé&lanome, il a été montré que
I'activation de la voie ERK1/2 par le docétaxel dspendante des PKCs (Mhaidt al,
2007a).

La littérature s’accorde a attribuer I'effet chirmémsibilisant du ciblage de MEK a une
augmentation de I'apoptose induite par le docétéMelcKeiganet al, 2000; Yuet al, 2001;
McDaid & Horwitz, 2001b). Un autre mécanisme deistdmce a €galement été propose.
L’activation de ERK1/2 pourrait induire la phospylation de MAPs et augmenter
I'instabilité des microtubules. Ainsi, inhiber aettvoie favoriserait la polymérisation des
microtubules et la liaison des taxanes aux mictdago(Shinohara-Gotoét al, 1991; Orret
al, 2003). Plusieurs essais cliniques de phase llbgmnt des inhibiteurs de MEK aux
taxanes sont actuellement en cours dans le cadeard®rs pulmonaires, de mélanomes et
d’adénocarcinomes gastriques (NCT01750281, NCT3256NCT02449655).

4. ldentification d’une signature moléculaire prédctive de la chimiorésistance

aux taxanes?

En étudiant le profil d’expression génique dans coleorte de 92 et de 68 patientes
respectivement résistantes et sensibles aux tgxames équipe chinoise a identifié une
signature de 20 génes (nommée « TAXsig ») pernteti@arprédire la réponse tumorale aux
taxanes (Heet al 2014). La méthode TAXsig a été re-validée par mé&a-analyse de 4
cohortes différentes représentant un total de 6&Bemtes (Heet al 2014). TAXsig
discriminerait efficacement et de maniére reprabietles tumeurs chimiorésistantes des
tumeurs chimiosensibles aux taxanes, de manieégpémtlante du sous-type et du grade des
tumeurs. Ainsi, cette signature serait applicabla énajorité des patientes. Par ailleurs, la
survie apres chimiothérapie est étroitement ass@iélegré de chimiosensibilité des tumeurs
(évalué par un score TAXsig).

Parmi les 20 génes significativement régulés damsschncers chimiorésistants, les
auteurs de I'étude ont identifié 4 grands groupsoeiés a différentes fonctions cellulaires.
Ci-dessous, les genes que les auteurs ont assob@moptose et a la prolifération cellulaire
sont classés en fonction de leur niveau d’activatmorrespondant a la quantité dARNm
retrouvée dans les tumeurs résistantes. Des mésisiur les grandes fonctions protéiques

associées a ces géenes sont également apportéex (S@BI gene et/ou UniProtkKB).
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Niveau d'expression dans les tumeurs résistantes
TNFR10Ccode pour un récepteur de la famille « tumor nesréactor » (TNF)
sans domaine de mort cytoplasmique et donc incapaéltransduire un signal
d’apoptose via TRAIL. Ce récepteur fonctionneraibmene un récepteur

antagoniste protégeant les cellules de I'apoptose.

GNAI3 code pour la sous-unité protéine G (« guanine nucleotideinhibiting
activity ») impliqguée dans la transduction du slgmam aval de récepteurs

transmembranaires.

ATF3code pour facteur de transcription activateuradiaimille « cCAMP responsive
element-binding protein » (CREB). ATF3 régule lanscription de plus de 30
genes cibles. Il serait impliqué dans la réponsstiass cellulaire.

CDKN2C code pour un inhibiteur de cdk (p18) quiibeh la formation de
complexe Cdk4-6/cycline D de Cdk6 nécessaire aalasition G1/S. pl18 induit un

blocage du cycle cellulaire.

ATG9A code pour« Autophagy related protein 9A » qui est impliquéans
I'autophagie stimulée par des stress cellulairssgee la carence en nutriments et
I'hypoxie.

Dans la signature TAXsig, les auteurs ont égalérdéfini trois autres groupes de
géenes gu’ils ont associés a : i) 'augmentatiomadmigration et I'invasion cellulaires dans les
tumeurs résistantes (via les geSegsTB2, GOLGADTNAet TUBGCP3, ii) la promotion de
I'agressivité tumorale (gerfeGFR1 et PDXK) et iii) la transition epithélio-mésenchymateuse
(PRKCIletDCTNY).

D’autres génes dans la signature ne sont pasuyrdifjoi, directement liés a la
chimiorésistance et a la progression tumorale’adis des géne®BIl (« GABA receptor
modulator, acyl-CoA binding protein »), TNPO2 (spaortine 2), TOR1A (torsine 1A),
BTN3A3 (« butyrophilin subfamily 3 member A3 »), NIBPA6 (sous-unité 6 du complexe
alpha 1 de la NADH deshydrogénase) et LSM6 (« Ullsmuclear RNA and mRNA
degradation associated »).

81



Encadré 6. Points clés du chapitre « Chimiorésistaie aux taxanes »

v' Les protéines d'efflux de drogues sont un mécanidemessistance non spécifique aux

taxanes.

v' L'altération de la dynamique des microtubules esmécanisme de résistance assqcié

aux agents tubulo-affins.

v' La signalisation intracellulaire peut réguler laiséance associée aux protéines d’efflux

et & la dynamique des microtubules.

v La perturbation de la signalisation intracellulamenstitue aussi un mécanisme [de

résistance en favorisant la survie cellulaire.

v" Des essais cliniques de phase Il combinant un éa&sac des inhibiteurs PI3K/Akt ou

des inhibiteurs de MEK sont en cours.
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Partie Ill. AGPI et chimiosensibilisation

Dans l'organisme, les acides gras sont principatere®ckés dans le tissu adipeux sous
forme de triglycérides et constituent une sourgeartante d’énergie. Dans tous les tissus, ils
sont présents en tant que constituants essenéslsnémbranes biologiques (sous forme de
phospholipides et de glycolipides) ou ils ont_ute €iructural et un réle fonctionnel en tant

que précurseurs de médiateurs lipidiques bioadifsosanoides). Ills agissent aussi comme
modulateurs de I'expression de certains genesipterinédiaire de facteurs de transcription
tels que les PPARs (« peroxisome proliferator-atéigt receptor ») (Guesnettal, 2005). De
par le renouvellement cellulaire, la compositios ¢dipides membranaires n’est pas figée et
est directement influencée par les acides grasepant de l'alimentation. C’est un aspect
important puisque la composition en acides gragpptespholipides membranaires est connue
pour moduler, au sein des membranes cellulairempds au niveau des cavéoles (radeaux
lipidiques), l'activité d’'un grand nombre d’enzymede transporteurs et de récepteurs
impliqués dans la signalisation cellulaire (Stilliet al, 2005; Schmitz & Grandl, 2008).

L’acide docosahexanoique (DHA, 22 :6n-3) et I'ac&ieosapentaénoique (EPA, 20 :5n-
3) sont des acides gras polyinsaturés a longuéasad)ade la famille des omégas-3 (AGPIn-
3LC, cette abréviation faisant réféerence au DHAAEtEPA dans la suite du texte). La
nomenclature (e.g. 22 :6n-3 pour le DHA) caractériess acides gras en mentionnant
successivement le nombre d’atomes de carbonel@8pmbre de doubles liaisons (6) et la
position de la premiéere double liaison numérotgeadir de I'extrémité méthyle (premiere
insaturation du DHA portée sur le carbonefRjufe 26, DHA). Cette derniere caractéristique
permet de classer les AGPI en deux grandes famidesAGPIls oméga 3 ou n-3 et les AGPIs
oméga 6 ou n-6.

La synthésede novodes AGPIn-3LC est possible a partir de I'élongatet de la
désaturation de l'acide alpha-linolénique (18 :3n&ide gras essentiel. Cependant, dans
I'organisme, l'efficacité de ce processus est Emi{Plourde & Cunnane, 2007) et les AGPI
n-3LC sont apportés essentiellement par I'alimématAlors que I'acide alpha-linolénique
est retrouvé dans les huiles végétales (e.g. cliigasoja), les AGPIn-3LC sont apportés par
des produits de la mer comme les poissons grasgargon, thon)figure 26).
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Sources alimentaires
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Figure 26. Structures et sources alimentaires desipcipaux AGPIn-3.

L’alimentation est la principale source d’'acidetaginolénique (ALA), d'acide eicosapentanoique AERt
d’'acide docosahexanoique (DHA). La voie métaboliqeerésentée en gris, participe trés peu a I'appes
AGPIn-3LC. Pour illustrer la nomemclature utiliggeur les acides gras, les carbones du DHA sont ratésa
partir de I'extrémité méthyle. Le DHA comporte 2tmes de carbone, 6 insaturations dont la prenaste
située entre le carbone 3 et le carbone 4 défimisamsi son appartenance a la famille des AGPIn-3
(nomenclature 22 :6n-3).

Les AGPIn-3LC sont étudiés en cancérologie d'uné gens le contexte de la prévention
(incidence et prévention de rechutes métastatiqees)’autre part dans le contexte de la

thérapie (Bougnougt al, 2010a) :

)] AGPIn-3 et incidence du cancer du seibe régime alimentaire est considéré depuis
longtemps comme I'un des facteurs environnementaugribuant au risque de cancer
(Nkondjock & Ghadirian, 2005). Parmi les composates’alimentation, ce sont les
lipides qui rendent le mieux compte de la varigbikntre différents pays des taux
d’'incidence des cancers en influencant leur cinétid’apparition (Bougnouet al,
2010a). L’étude du lipidome, déterminant le prdiffidique en acides gras du tissu
adipeux mammaire, a été réalisée au laboratoiredBauxet al, 2006). Dans cette
analyse, un profil de tissu adipeux avec peu datiabléique (LA, 18:2n-6), un
rapport AGPI n-6/ AGPI n-3 faible, et de forts tadiacides gras mono-insaturés est
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ii)

associé a une diminution du risque du cancer du teirdle bénéfique du DHA reste
controversé dans les études d’épidémiologie nonitelle (Chajes & Bougnoux,
2003; Chaje®t al, 2008), ceci suggere que d’autres composantatiméntation tels
gue le rapport AGPI n-6/ AGPI n-3 (Chajes & BougnoR003), la présence d’agents
antioxydants (Cognauét al, 2000) ou encore de caroténoides (Maillerdl 2006),
peuvent moduler I'effet des AGPI n-3 sur le risglgecancer du sein chez la femme.
Cependant, une récente étude d’épidémiologie utnélle de type Cas/Témoin
portant sur 3000 femmes souligne 'importance del@sommation des AGPIn-6 et n-
3 et du rapport AGPIn-6/AGPIn-3. Cette étude momfuaune forte consommation
d’AGPIn-6 associée a une faible consommation d’AGPlaugmente le risque de

cancer du sein (Khankaet al, 2015).

AGPIn-3LC et prévention des métastas€gu d’études font référence a la prévention
des métastases par les AGPIn-3LC et elles sontte®cur des modéles animaux.
Deux concernent des xénogreffes de cellules tum®malammaires (Ros al, 1995;
Mandalet al, 2010) et une utilise un modéle syngénique dermamte colique chez la
souris (Hawcroftet al, 2012). Dans I'étude de Mandal ei, les métastases
ostéolytigues sont diminuées par une supplémentatidritionnelle en EPA/DHA.
Sur le plan mécanistique, une diminution de l'espren de la protéine pro-
meétastatigue CD44 est observée. Dans le modélsantille carcinome colique, les
métastases hépatiques sont diminuées par un régmmehi en EPA, avec une
diminution des PGE2 (prostaglandine E2) ainsi queaigeau de phosphorylation de
ERK1/2.

AGPIn-3LC et traitement du cancer du seitune supplémentation nutritionnelle en
acide gras peut également influer sur le traiterdestcancers en modulant la biologie
de la tumeur (prolifération, apoptose, inflammatiorascularisation, migration,
invasion) et en améliorant la réponse aux agerisaacéreux (Bougnouet al, 2009;
Sawyer & Field, 2010). Dans les chapitres suivalets,activités et les mécanismes
d’action anti-tumoraux des AGPIn-3LC seront évogleésqu’ils sont apportés seuls
(activité propre) et lorsqu’ils sont combinés a dgents anticancéreux.
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Chapitre 1.  Effets des AGPIn-3LC

Les mécanismes incriminés pour rendre compte detsefnti-tumoraux des AGPIn-
3LC sont multiples. Leur incorporation cellulaireest pas sélective et concerne I'ensemble
des tissus. Ainsi, une supplémentation nutritioleneh AGPIn-3LC meéne a leur distribution
dans toutes les cellules du corps (Jump, 2002)ceDmit, les AGPIn-3LC peuvent agir a la
fois sur les cellules cancéreuses et sur le mietocmement tumoral (e.g. vascularisation,

systeme immunitaire, inflammation) (Sawyer & Fie20,10; Calder, 2013).

Dans les cellules mammiféres, plusieurs niveauxtide des AGPIn-3LC ont été

décrits. Le premier se situe au niveau des membrdfe effet, les AGPIn-3LC a longues

chaines sont retrouvés sous forme estérifiés dem$PL membranaires (Kuhl & Spector,
1970). Leur incorporation dans les phospholipidesnioranaires est considérée comme une
étape essentielle a leurs effets biologiques. Aimsi modifiant la composition des
membranes, ils peuvent modifier I'activité et l@dbisation de protéines de signalisation, de
maniere directe ou indirecte via la production deosds messagers lipidiques. Le second

niveau d’activité implique les formes libres deglas gras apres libération enzymatique. Les

AGPIn-3LC peuvent soit i) étre métabolisés et/outysber le métabolisme de I'acide
arachidonique et ses dérivés eicosanoides saitdaguler I'expression génique de par leur
fixation a des facteurs de transcription commeadespteurs de la famille PPARs (Sawyer &
Field, 2010).

1. Métabolisme enzymatique des AGPI

Dans la littérature, le mécanisme d’action antiduae des AGPIn-3LC le plus
souvent rapporté est l'inhibition du métabolismeyenatique des AGPIn-6. Le métabolisme
enzymatique des AGPI méne a la production d’eicoisis et de docosanoides, médiateurs
lipidiques bioactifs. Classiquement, les acides gre&curseurs des eicosanoides (métabolite a
20 carbones) sont l'acide arachidonique (AGPIn-6)'EPA (AGPIn-3) et pour les
docosanoides (métabolites a 22 carbones), ildtgDHA (figure 27).

86



AGPIn-6 AGPIn-3

PLs membranaires  pj4,

%
Cy M
Acide arachidonique EPA DHA
[ 1"”\1 COX-2 be]  (COX2 acétylée (ox |
1 CytP450

[x]  [ox] o)
l l [ ]

Prostanoides Leucotriénes Lipoxines HETEs Lipoxines Résolvines Résolvines Protectines
Série 2 Série 4 Série 4 EETs Sérle £ Série E Série D (docosatriéne)
PGE LTA, LXA, PD,
PGF,, LB, LXB, RVE, RvD,
PGD, LTC, RVE, RvD);
PO, LTD, RvD,
TXA; LTE, RvD,

X8,

Figure 27. Résumé de la synthése des eicosanoidates docosanoides dérivés de I'acide arachidonique
de 'EPA et du DHA.

Modifié d'aprés (Greenet al, 2011). Les acides gras précurseurs des eicossnsidt I'acide arachidonique et
I'EPA libérés apres hydrolyse enzymatique des pholgsides membranaires par la phospholipase A2citd&a
gras précurseur des docosanoides est le DHA. Nomues la voie de biosynthése métabolique
(désaturase/élongase) comme source d'acide grasirpe@r est minoritaire et n'est pas représentéelesu
schéma. Trois grands types d’enzymes sont impligiaés la production et dans I'oxydation des AGIRis:
cyclooxygénases (COX), les lipooxygénases (LOXpatytochrome P450. Les médiateurs lipidiques pitsdu
different en fonction de la série des AGPI oxydékis récemment, deux nouvelles familles de métawoli
dérivés de 'EPA et du DHA ont été identifiéess tésolvines et les protectines. Les résolvinels dérie D ne
peuvent étre synthétisées que par la COX2 acétylée2 :phospholipase A2EPA :acide eicosapentaénoique,
DHA :acide docosahéxanoiquen COX :cyclooxygénaseX Hipoxygénase, cytP450 :cytochrome P450, PG :
prostaglandine, PGI :prostacycline, TX :thromboxah& :leucotriéne, LX :lipoxine, RVE :résolvine s&rE,
RvD : résolvine série D, PD : protectine, HETE decgras hydoxylés, EET :acide gras epoxylés.

Pour la synthése de ces dérivés, les acides gnadilserés des PLs membranaires par
la phospholipase A2 et servent de substrats a gmsdes classes d’enzymes: i) les
cyclooxygénases (COX) permettant la synthése desstgnoides (prostaglandines,
prostacyclines et thromboxanes), ii) les lipoxygasa(LOX) synthétisant des leucotrienes et
des lipoxines et, iii) les cytochromes P450 mongg@éxases pour la synthése des acides gras
hydroxylés ou époxydés (Greesieal, 2011).

Les eicosanoides/docosanoides agissent comme mesgagacellulaires ou comme
ligands paracrines et/ou autocrines de récepteungl€s aux protéines G. lIs peuvent aussi se
lier aux récepteurs nucléaires de la famille PPé&iRmoduler I'expression génique (Wymann
& Schneiter, 2008).

Physiologiquement, I'acide arachidonique (AA) é8t@PIn-6 majoritaire dans les

PLs membranaires et ses dérivés lipidiques sonmunpour étre impliqués dans
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I'inflammation (Calder, 2013). L'inflammation peatoduler une grande variété de processus
favorisant l'initiation et la progression tumoralda des régulations paracrines et juxtacrines
entre les différents types cellulaires présents deamicroenvironnement tumoral (Greeate

al, 2011; Hugeet al, 2015). Ainsi, dans le cancer du sein, I'exprassionorale de COX2 est
associée aux grades élevés, a la rechute métastatiga la diminution de la survie des
patientes (Hugoet al, 2015). En effet, la prostaglandine E2 (PGE2)nhqpal produit
métabolique de la COX2, régule des processus @éka gorogression et de I'agressivité
tumorale comme la survie, la prolifération, 'anggmese, l'invasion et les métastases
(Greenhouglet al, 2009; Hugoet al, 2015). De ce fait, des agents anti-inflammatoists
que des inhibiteurs de COX2, inhibent la croissatwgorale en supprimant notamment

I'inflammation et I'angiogénese (Greeatal, 2011; Brandaet al, 2013).

Les eicosanoides/docosanoides dérivés des AGPImpBisentent des effets opposés
a ceux dérivés des AGPIn-6 (Sawyer & Field, 201@rdran, 2004; Tapieret al, 2002;
Greeneet al 2011). Physiologiguement, ces dérivés sont syiste suite a une phase
d’'inflammation aigué pour générer une phase ddutso de I'inflammation en diminuant le
recrutement des cellules immunitaires, la synthdse cytokines pro-inflammatoires (e.qg.
TNFa, interleukine 1), en réduisant la douleur et etiaint la cicatrisation (Jet al, 2011).

Une supplémentation nutritionnelle en AGPIn-3LC ihine le niveau global des
AGPIn-6 incorporés dans les PLs membranaires (Gsilad 2006; Kornfeldet al, 2012).
Alors que l'intégration du DHA dans les phosphalgs s’effectue préférentiellement sur la
position sn-2 du glycérol (Get al, 2013), la phospholipase A2 hydrolyse indifféremitrles
chaines acyl (AGPIn-6 ou n-3) en position sn-2 plesspholipides augmentant la libération
d’acides gras n-3 par rapport aux n-6. Par consggua apport nutritionnel en AGPIn-3LC
réduit la biosynthése des eicosanoides dérivég\deeh faveur de ceux dérivés des AGPIn-
3LC (Sawyer & Field, 2010). De plus, des phénomatesompétition entre substrats (AA
versusEPA/DHA) pour 'action enzymatique des COX et 4€xX ont été décrits (Sawyer &
Field, 2010). Enfin, il a été montré gqu'une suppdétation en AGPIn-3LC peut aussi
diminuer I'expression et/ou I'activité de COX-2 datles modeles vivo (Hamidet al, 1999;
Szymczaket al, 2008).
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2. Etude des AGPIn-3LC sur la croissance tumoralet I'apoptose

Un grand nombre d’études ont éte realisées sucalikdes cancéreuses mammaires
vitro et dans des modéles précliniques de tumeurs mamsnéles effets multiples d’'une
supplémentation en DHA ont été décrits sur la msgjon tumorale (Kangt al, 2010; Xueet
al, 2014), la prolifération (Barasat al, 2006; Blanckaentt al, 2010; Luet al, 2010; Cacet
al, 2012; Xueet al, 2014), 'apoptose (Kanet al, 2010; Blanckaertt al, 2010; Barascet al,
2006; Caocet al, 2012; Xueet al, 2014), l'inflammation, la migration et/ou l'inviagé des
cellules cancéreuses mammaires (Margtabl 2010; Xueet al, 2014; Ohet al, 2010;
Wannouset al, 2014).

L’ensemble des données s’accorde sur des effeipratitératifs, pro-apoptotiques,
anti-migratoires et anti-invasifs. Cependant, iupa étre noté que, dans les expériences
animales réalisées au laboratoire, les régimedtiontrels apportant les AGPIn-3LC ne sont
pas capables de diminuer la croissance tumorale aauls (Colast al, 2006; Kornfeldet al,
2012). Ces données soulévent le probleme des db&edIn-3LC utiliséesin vitro et in
vivo, doses pouvant étre incompatibles avec la phyg®lmou une supplémentation

nutritionnelle.

A. Mécanismes d’action

Les explications mécanistiques des multiples effiets AGPIn-3LC restent souvent
élusives. On peut distinguer quatre grands mécasigrar lesquels une supplémentation en
AGPIn-3LC peut influer sur le comportement celltdaipour induire une réponse
biologique (Calder, 2012):

)] un effet lié la production des métabolites eicaglrsidocosanoides (oxydation
enzymatique des AGPIn-3LC décrite précédemment)

i) un effet lié a la peroxydation lipidigue (oxydatiodirecte des AGPIn-3LC
membranaires initiée par les especes reactivesxigéene)

i) un effet direct des AGPIn-3LC sur la signalisateiria transcription génique via des
récepteurs intracellulaires (facteurs de transorpPPARS) ou des récepteurs a la
surface cellulaire (e.g. GPR120, &hal, 2010)

iv) un effet des AGPIn-3LC lié a la modification dedamposition des phospholipides
membranaires (e.g. fluidité membranaire) avec dentiels effets sur la signalisation

cellulaire
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Cependant, cette vue cloisonnée ne reflete pasaltér puisque tous ces mécanismes

peuvent étre complémentaires et/ou interconnectés.
B. Perturbation de la signalisation intracellulaire et conséquences
biologiques

En réponse a l'enrichissement en DHA et/ou en ERA modification de la

signalisation intracellulaire peut conduire_a larimellulaire, principalement par apoptose.

L’apoptose induite par le DHA a été associée dibition fonctionnelle et/ou a la diminution
de la quantité des protéines associées aux radigadigues comme le récepteur EGFR, les
kinases PDK1, Akt, Src et la protéine chaperonn®®E (Schleyet al, 2005, 2007; Rogers
et al 2010; Leeet al, 2014; Guet al 2013). Dans un modele de cellules cancéreuses
pulmonaires, le DHA induit 'apoptose en induiséexpression de MKP1 ce qui est associé
a une diminution de la phosphorylation des MAPK HRXet p38 (Serinét al, 2008). Dans
un modele de tumeurs mammaires autochones, l'augtiende I'apoptose induite par un
régime alimentaire présentant un fort ratio n-3/e§t associée a l'augmentation de
'expression de APAF1 (« apoptotic protease adtigafactor 1 ») et du ratio Bax/Bcl-2
(Jianget al. 2012).

Dans une moindre mesure comparé a l'apoptose, |& BHaussi été montré pour
induire une mort cellulaire nécrotique (Shadthal, 2008). Enfin, il a été montré que le DHA
induit aussi une mort cellulaire par autophagiedaninuant I'expression de p53 dans des
cellules p53 « wild type » (Jingt al, 2011). Dans des cellules p53 mutée, le DHA indoé
mort cellulaire par autophagie en produisant de$ R@tochondriales et en inhibant la voie
Akt/mTOR (Shinet al, 2013). L'autophagie semble interconnectée avegmoptose car une
inhibition de I'autophagie supprime I'apoptose iitdypar le DHA (Jinget al, 2011).

Une supplémentation en DHA méne également a unéition de la prolifération

cellulaire dans de nombreux modéles de cellulesé&anses. Dans un modele de lignée
cancéreuse mammaire (MD-MB-231), le DHA augmentaldaée de la phase G2/M de
maniére dose dépendante. Cet effet est associé diminution de la phosphorylation de la
cycline B1 et de I'expression de Cdc25c, ce qui engih a l'inhibition de Il'activité du
complexe cycline B1l/cdkl nécessaire a I'entrée gase (Barascet al, 2006). L'effet anti-
prolifératif du DHA a aussi été associé a I'inhitnit d’Akt (Schleyet al, 2005). Dans des

lignées cancéreuses mammaires, la diminution dialalité cellulaire induite par le DHA est
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associée a l'inhibition de la signalisation HER2R#& (Zouet al, 2013) et a I'inhibition de
PPARR (Wannoust al 2013).In vivo, la diminution de la prolifération des cellules
tumorales a été associée a la diminution de I'esgio@ de la cycline D1, de P-Rb et a
'augmentation de I'expression de p21 et p27 (Jiengl. 2012). D’autres auteurs associent
I'inhibition de la croissance tumorale induite par régime enrichi en AGPIn-3 a I'inhibition
des signalisations mMTORC1/mTORC2 (Cle¢ral 2014).

3. Etude des AGPIn-3LC sur la vascularisation tumoale

Les cellules endothéliales et les péricytes, compisscellulaires des vaisseaux sanguins, réporderfacteurs
pro- et antiangiogéniques. Dans un contexte pagiqple comme le cancer, le processus angiogénjque
physiologique est activé et exploité par la tumpauar sa progression. Quand une lésion tumoralénatte
2mnt, I'hypoxie déclenche un « switch angiogénique chestré par les cellules tumorales avec la paaticip
des cellules stromales, et meéne a la formation daseau vasculaire tumoral anormal. La variétéfdet®urs
pro-angiogéniques induit I'activation des celluleadothéliales, leur dissémination, leur proliférati la
formation de tubes vasculaires, ainsi que le reonent de péricytes qui stabilisent les néovaisseaux

Initation: hypoxie, Persistance des sighaux
inflammation, remodelage angiogneigues: remodelage
matrice extracellulaire vasculaire anormal

Cellules
immunitaires

Chimicattractants

—=>

Fibrohlastes

Inflammation, remodelage
matrice extracellulaire
Les cellules tumorales exploitent leur microenvitement en libérant des facteurs de croissancesatydekines
pour activer les cellules stromales quiescentdwaffiastes et cellules immunitaires) et initier wascade
d’événements qui deviennent rapidement incontrélés.fibroblastes et les cellules inflammatoiressgisteme
immunitaire participent a créer un environnementgmgiogénique en sécrétant de nombreux factelublss.
Les cellules vasculaires sont ainsi exposées &igraux stimulateurs persistants et excessifs ceaqnauit a la
formation d’un réseau vasculaire tumoral tortuetixrégulier.

Encadré 7. Angiogénése tumorale.

D’aprés (Weis & Cheresh, 2011). Schéma modifiéesdChunget al, 2010).

Les AGPIn-3 sont connus pour moduler I'angiogéntsaorale é€ncadré ). De

nombreuses étudés vitro etin vivo mettent en évidence le potentiel anti-angiogénidgs
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AGPIn-3LC. In vitro, les AGPIn-3LC et leurs métabolites inhibent lalifération, la
migration, la formation de pseudocapillaires epdaméabilité d’'une monocouche de cellules
endothéliales induites par un facteur pro-angiapéni le VEGF (« vascular endothelial
growth factor ») (Tsuzuket al, 2007; Szymczalkt al, 2008; Kornfeldet al, 2012; Zhanget

al, 2013). Ces données ont été confirmiéesivo chez le rongeur. Un régime nutritionnel
enrichi en AGPIn-3LC diminue la vascularisation trale dans plusieurs modeéles de
tumeurs mammaires (Rose & Connolly, 1999; Mukutridoiris et al, 2000; Colaset al,
2006; Kornfeldet al, 2012).

Plusieurs mécanismes semblent étre impliqués daffet|anti-angiogénique des
AGPIn-3LC. Comme décrit précédemment, certains seicoides issus de I'acide
arachidonique sont connus pour exercer des effetanqgiogéniques (Greeret al, 2011).
Ainsi, plusieurs études associent I'effet anti-aiggnique des AGPIn-3LC a la modulation de
la production d’eicosanoides, et plus particuliegatra I'inhibition de la voie COX2/PGE2
(Calviello et al, 2004; Szymczalet al, 2008). D’autre part, de maniére plus directe, les
AGPIn-3LC peuvent diminuer I'expression de factgums-angiogéniques (e.g. VEGF, MMP
« meétalloprotéinase matricielle ») et perturbertrensduction des signaux intracellulaires
induits par ces derniers (e.g. en modulant lesafigations du monoxyde d'azote NO,
MAPK,NF-KB) (Spenceet al, 2009).

Encadreé 8. Points clés du chapitre « Effets des AGR3LC »

v" De fortes doses d’AGPIn-3LC induisent une inhibiitate la croissance tumorale.

v Les AGPIn-3LC modifient la biologie de la cellulentorale mais peuvent égalemer

—

moduler I'ensemble du microenvironnement tumoral.

v" Lincorporation des AGPIn-3LC dans les phospholgsidmembranaires modifie g

signalisation intracellulaire.
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Chapitre 2. Chimiosensibilisation aux agents anticancéreux par
les AGPIn-3LC

L'existence d'un lien entre l'efficacité de la chothérapie et I'apport alimentaire
lipidique a été montrée pour la premiere fois paPt P.Bougnoux dans une étude regroupant
56 femmes atteintes de cancer du sein localemeartcay traitées par chimiothérapie néo-
adjuvante (mitoxantrone, vindesine, cyclophosphamnat 5-fluorouracil) (Bougnouet al,
1999). L’analyse de la composition lipidique dwstisadipeux mammaire a permis de mettre
en évidence que l'efficacité de la chimiothéragaténeilleure chez les patientes présentant
un plus fort taux d’AGPIn-3LC, et plus particuliérent de DHA.

Ces données suggeéraient pour la premiére fois ajuwerhposition du tissu adipeux
avoisinant la tumeur pouvait influencer la progm@sstumorale. La composition du tissu
adipeux étant directement liée aux apports alinmstalipidiques, une supplémentation
nutritionnelle en lipides était susceptible d’aroidr I'efficacité de la chimiothérapie. Le tissu
adipeux est un biomarqueur reflétant les apporimeaitaires passés en acides gras
consommeés sur une période de temps assez longedfelEHa composition en acides gras du
tissu adipeux présente un renouvellement asseplésgue la demi-vie des acides gras y est
estimée a 2 ans (Swet al, 2007). Potentiellement, les acides gras consonataésnt aussi
susceptibles d’affecter la fraction phospholipidigies cellules tumorales qui présentent un
renouvellement tres rapide (Pardini, 2006).

La composition du tissu adipeux étant directeméd khux apports alimentaires
lipidiques, le concept émergeant de cette étudeggtaine supplémentation nutritionnelle en
lipides riches en AGPIn-3LC était susceptible d’aanér I'efficacité de la chimiothérapie.
Les mécanismes d’action de ces lipides conduisdats&nsibilisation tumorale aux agents
anticancéreux restaient a définir : était-ce la position du tissu adipeux avoisinant la
tumeur qui permettait cette sensibilisation, ounpla composition du tissu adipeux reflétait-
elle la composition lipidique des tumeurs et ddhilss tumorales ? Plusieurs étudesitro
et des modeles précliniques ont été élaborés ptayeréce concept, seules les études

concernant le cancer du sein seront rapportées.

93



1. Données expérimentales in vitro

De nombreuses données rapportent que le DHA éE®Alaugmente la cytotoxicité
d’agents anticancéreux dans plusieurs lignées ceumees mammaires. Les AGPIn-3LC
augmentent l'efficacité¢ de la doxorubicine (antlpdioe), de la mitoxantrone
(anthracénedione), du paclitaxel, du docétaxel eetlad vinorelbine (agents tubulo-affins)
(figure 28). La classe des agents thérapeutiques, les do&&Pm-3LC et la durée de
I'exposition de ces traitements influencent fortaeimkeffet sensibilisant des AGPIn-3LC.
Dans des conditions comparables, I'effet sensdanlisdu DHA semble augmenter avec le
temps d’application et la dose (Germainal, 1998; Menendeet al, 2005). Dans le méme
type cellulaire (MDA-MB-231), un traitement concdtant avec I'agent anticancéreux et le
DHA mene a un effet sensibilisant maximal lors dieglues expositions a la doxorubicine
(supérieures a 4 jours) et a un effet sensibilisamimal lors d’'une courte exposition au
docétaxel (24 h)figure 28).

Exposition concomittante doxorubicine plus acide gras Extent of enhar of drug cytotoxicity, %
Germain at al.1998 doxorubicin 0.1 pM MDA MB 231 DHAZY9uM  tor 3 days B -
doxorubicin 0.1 pM DHA29 M forddays  _....d .o eeeeeseneeenae, i R S
doxorubicin 0.1 pM DHA 29 yM  for 5 days
doxorubicin 0.1 pM DHA 29 yM  for 6 days SR s
Mahéo et al. 2005 doxorubicin 11.8 nM DHA 30 yM  for 7 days -
Vibet et al. 2008 doxorubicin 5 nM DHA 30 yM  for 7 days " I
Germain at al. 1998 doxorubicin 0.1pM MDA MB 231 EPA32puM for 6 days -
Mahéo et al. 2005 doxorubicin TuM MCF-Tidox DHA30pM for7days — --eceeeefomeseecns Ao s

Pré-incubation DHA 24H puis exposition au docétaxel 24H

Menendez et al. 2005 Docetaxel 24 nM MDA MB 231 pHa 10 M wvraecfernseeve cunfff reeeees
Docetaxel 24 nM DHA 20 uM -
Docetaxel 24 nM DHA 30 uM -
Docetaxel 24 nM DHA 40 M e e

Exposition concomittante docétaxel plus acide gras

Menéndez et al. 2001 paclitaxel 25puM MDAMB 231 pHA 20uM SR EA— [

paclitaxel  25pM MDAMB 231 gpagouM 0 e e O o
Wang et al. 2007 paclitaxel 57 pM MDA MB 231 unarcra seal oil 0.016%) -

paclitaxel  15.2 pM MCF-7 DHA+EPA (seal 0il 0.016%) ~eursver . |

Pré-incubation DHA 24H puis exposition au paclitaxel 24H

Menendez et al. 2005 paclitaxel 24 nM MDAMB 231 pya 10 Y R et £ uR—
paclitaxel 24 nM DHA 20 uM Sassssiade -
paclitaxel 24 nM DHA 30 uM -
paclitaxel 24 nM DHA 40 uM

Exposition concomittante vinorelbine plus acide gras

Menenaez etal. ZUUZ  VINOTeIDIN b3 UM MUE- DHA 40 uM ™
vinorelbin 63 pM EPA 40uM sl T T —

Exposition concomittante vinorelbine plus acide gras
Vibet et al. 2007 mitoxantrone 18 nM MDA MB 231 DHA30pM  for 7 days ...

T T T T T T T T T T T
-0 0 10 20 30 40 S50 60 70 80 90 1009

Figure 28. Le DHA et 'EPA potentialisent I'efficadté des chimiothérapies sur des lignées cancéreuses

mammaires.
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Modifié d’aprés (Hajjaji & Bougnoux, 2012). La cytxicité a été analysée en mesurant la viabilittulegre
(test MTT, incorporation de thymidine ou test dendgénicité). Le % d’augmentation correspond afférénce
de viabilité cellulaire entre le traitement avesgent anticancéreux seul et la combinaison ageditaanéreux
plus DHA ou EPA. (Germaiet al, 1998), (Mahécet al 2005), (Vibetet al, 2008), (Menendeet al, 2005),
(Menéndezt al 2001), (Wanget al, 2007), (Vibetet al, 2008).

L’étude de Menendez al. montre une action synergique du DHA sur I'effit@dau
paclitaxel et du docétaxel dans les cellules tutasrmmammaires MDA-MB-231 (Menendez
et al, 2005). Cet effet est retrouvé dans d’autres Bgnéimorales mamaires SK-Br3 et BT-

474 surexprimant HER2 (Wargg al, 2007).

2. Données précliniques

L’effet chimiosensibilisant des AGPIn-3LC a été kxp sur deux grands types de
modeéles animaux : des xénogreffes de cellules tale®r humaines sur des souris
immunodéprimées et des tumeurs mammaires autochtdnmioinduites par le NMU (N-
methyl-nitroso-urée) chez des rates. Les AGPIn-ap@ortés sous forme d’huile de poisson
(e.g. menhanden) ou d’huile de micro-algue (e.gABBO) augmentent l'efficacité de 4
grandes classes d’agents chimiothérapeutiques : dethracyclines (épirubicine et
doxorubicine, respectivement Colas al, 2006; Hardmaret al, 2001, 2002), les agents
alkylants (mitocyne C et cyclosphosphamide, respamient Shacet al, 1995, 1997), un
inhibiteur de topoisomérase (irinitecan, Hardmetnal 1999) et un taxane (docétaxel,
Kornfeld et al, 2012) (ableau 2. Une supplémentation nutritionnelle en AGPIn-3LC
augmente aussi l'efficacité de la radiothérapiesdan modele de tumeurs mammaires
chimioinduites (Colast al, 2004).

Deux acides gras n-3 a moyenne chaine, I'acidexb25¢8,10-heptadecatrienoique
(KHT) et l'acide hexadeca-4,7,10,13-tetranoique :f63) semblent se distinguer des
AGPIn-3LC a longue chaine puisqu’ils induiraienieumsistance aux sels de platine dans un
modele de cancer pulmonaire (Roodhatt al, 2011). Cette étude suggere que la
supplémentation en AGPIn-3LC au cours de la chiméi@pie doit étre apportée par des
compléments alimentaires de composition définieidéalement pure en AGPIn-3LC a
longues chaines (Vaughahal, 2013). De plus, ces données soulignent I'intdeédéfinir les

mécanismes d’action moléculaire spécifiques desIAGEC.
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animal

Anthracycline Epirubicine Rat NMU DHASCO (4% DHA/15% Efficacité TT Colas, 2006
total) vs huile de palme l]\ stress oxydant
Doxorubicine Xénogreffe Huile de poisson (0.8% DHA+ /T\ Efficacité TT Hardman,
MDA-MB- 2.6% EPA/25% total) vs \l/ vascularisation 2001
231 huile de mais
Alkylant Mitocyne C Xénogreffe Huile de Menhanden /]\ Efficacité TT Shao, 1995
MX-1 (0.8%DHA+ 0.8%EPA/25% Stress oxydant
total) vs huile de mais
Cyclophosphamide Xénogreffe Huile de Menhanden 4\ Efficacité TT Shao, 1997
MX-1 (0.8%DHA+ 2.6%EPA/25% Protection vs effets
total) vs huile de mais secondaires
Inhibiteur de Irinitecan Xénogreffe Huile de Menhanden /1\ Efficacité TT Hardman,
topoisomérase MCF-7 (0.12%DHA +0.4%EPA/7% Protection vs effets 1999
total) vs huile de mais secondaires
Taxane Docetaxel Rat NMU  Huile de poisson (2.5% DHA /T\ Efficacité TT Kornfeld,
+1%EPA /15% total) vs huile \1/ vascularisation 2012

de colza/cacahuéte

2: 9% d’AGPI n-3 apportés par le régime nutritiopat rapport au % de lipides totaux apportés.

Tableau 2. Chimiosensibilisation des tumeurs mammegs aux agents anticancéreux par les AGPIn-3LC
dans des modeéles in vivo.

Modifié d’apres (Hajjaji & Bougnoux, 2012NMU : N-methyl-nitroso-urée, DHASCO : DHA singtell oil.

En ce qui concerne les mécanismes d’action des AGBC menant a 'augmentation
de lefficacité des agents anti-cancéreux, le stregydatif semble étre impliqué dans
'augmentation de la sensibilité aux anthracycli(tdardmaret al, 2001, Colas et al, 2005) et
a la mitomycine C (Shaet al, 1995). L’augmentation du métabolisme par lesadytomes P-
450 serait responsable de la sensibilisation alpbpllosphamide (Shaet al, 1997). Les
études du laboratoire ont rapporté une modificatlenla vascularisation tumorale dans les
tumeurs mammaires supplémentées par les AGPI n-ai&nt et durant le traitement par
I'épirubicine ou le docétaxel (respectivement, Gobh al, 2006; Kornfeldet al, 2012).

L’ensemble de ces mécanismes sera détaillé darsdeme chapitre.

Les AGPIn-3 sont incorporés dans les lipides dessii tumoraux et non-tumoraux. De
la méme maniere, la chimiothérapie est un traitéragstémique qui ne permet pas de cibler
spécifiguement la tumeur. Cependant, aucune delegforécliniques mentionnées ci-dessus
ne rapporte une augmentation des effets secondaisea la chimiothérapie. Au contraire,
certaines études montrent méme qu’une supplémemtaii DHA et en EPA diminue les
effets secondaires de la chimiothérapie (Hardetaal, 1999). La capacité des AGPIn-3 a
augmenter spécifiquement l'efficacité des chimicdpées au niveau de la tumeur en
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préservant les tissus sains n'est a ce jour pasdékl Plusieurs mécanismes peuvent étre
suggérés tels que des mécanismes antioxydants nadfitmces ou des différences

d’expressions protéiques (Hajjaji & Bougnoux, 2012)

3. Intervention nutritionnelle chez 'homme

En 2009, le Pr.Bougnoux a conduit une étude deepliissur un groupe de 25
patientes atteintes de cancer du sein métastdtigit€es par une chimiothérapie de premiere
ligne néo-adjuvante (Bougnougt al 2009). Une supplémentation nutritionnelle avec
1.8g/jour de DHA, commencée une semaine avantbatd#u traitement par chimiothérapie,
a perduré pendant les six cycles de chimiothérgpat 18 semaines). Un cycle de
chimiothérapie correspond a une injection d’'une lwomison thérapeutigue « FEC » (5-
fluorouracil, epirubicine, cyclophosphamide) unis fioutes les trois semaines.

Cette étude a montré gue l'incorporation en DHAs{im&e dans les phospholipides du
sérum) ne se faisait pas de maniére identique thees les patientes. En séparant les
patientes selon leur taux d'incorporation en DHA, été montré que les patientes présentant
un fort taux d'incorporation présentaient une mgglide survie (34 mois) plus importante que
celles présentant un faible taux (18 mois). Enfia, été montré des améliorations au niveau
des effets toxiques de la chimiothérapie, avec malanémie, de thrombopénie, et de
neutropénie dans le groupe «fort incorporateuCette étude suggere donc qu'une
supplémentation suffisante en DHA pourrait rédulies effets toxiques et augmenter
l'efficacité du traitement a base d'anthracycliRkus récemment, une étude randomisée a
montré qu’une supplémentation en AGPIn-3LC estcaffé dans la prophylaxie des
neuropathies périphériques provoquées par le prelichez des femmes atteintes de cancer
du sein (Ghoreishet al, 2012).

Une augmentation de l'efficacité de la chimiothéafzarboplatine plus vinorelbine
ou gemtabicine) par une supplémentation en AGPI@-8legalement été rapportée dans une
étude de phase Il chez des patients atteints deeccalu poumon non a petites cellules
(Murphy et al, 2011). Deux essais cliniques de phase Il (NCT9382 et NCT01870791)
sont actuellement en cours, respectivement daansritexte du cancer pancréatique avancé
(chimiothérapie gemcitabine) et du cancer oesoplgagtrique (chimiothérapie épirubine/
oxaliplatine/ capecitabine) dans le but d’évaltiergact d’'une supplémentation nutritionnelle
en AGPIn-3LC sur la réponse tumorale aux chimi@pies.
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Dans un contexte adjuvant aux chimiothérapies auitwenelles, d’autres études
cliniques ont été conduites pour évaluer I'effaird supplémentation en AGPIn-3LC sur des
complications secondaires associées aux traiteraatitancéreux. Ces études rapportent une
prévention de la perte de poids et de muscle, tiéaumtion des effets secondaires, une
diminution de I'inflammation systémique et une aimré@tion de la qualité de vie (Vaughah
al, 2013; Aguiar Pastore Sihet al, 2015).

Encadré 9. Points clés du chapitre « ChimiosensiiBhation aux agents anticancéreux par
les AGPIn-3LC »

v' Lincorporation des AGPIn-3LC dans les phospholgsignembranaires est associée a la

sensibilisation des cellules cancéreuses aux aggtuoxiques.

v Leffet sensibilisant des AGPIn-3 est observé cH#mmme par intervention
nutritionnelle (1.8g de DHA/jour ou 2.2g d’'EPA pla$g de DHA/jour).

v En adjuvant des chimiothérapies, les AGPIn-3LC paticontribuer a améliorer la

qualité de vie des patients et a diminuer les €8etondaires.
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Chapitre 3.  Mécanismes impliqués dans la chimiosensibilisation

aux agents anticancéreux par les AGPIn-3LC

Les mécanismes cellulaires et moléculaires impqilens les effets sensibilisant aux
traitements anticancéreux des AGPIn-3LC ne peyvamitre considérés indépendamment de
leurs effets propres cités dans le chapitre 1. A@®In-3LC peuvent agir a la fois sur les
cellules cancéreuses et sur le microenvironnemgmbrial (e.g. vascularisation, systeme
iImmunitaire, inflammation) (Sawyer & Field, 2010al@er, 2013).

Plusieurs mécanismes de chimiosensibilisation détidentifiés au niveau de la
cellule tumorale : le captage intracellulaire dagént anticancéreux, la régulation des
enzymes du métabolisme des xénobiotiques et lssstigydant. Le microenvironnement
tumoral est également une cible d’action des AGRIG- puisqu’'un remodelage et une

normalisation fonctionelle de la vascularisatiomtuale ont été observés.

1. Accumulation intracellulaire des agents anticacéreux

L’incorporation des AGPIn-3LC dans les PLs modifies propriétés physico-
chimiques de la membrane plasmique. Les insatmsties chaines acyls forment des
« coudes » et augmentent I'espace intermolécudaite les molécules membranaires. De ce
fait, les AGPIn-3LC augmentent la fluidité et larpeabilité membranaires (Sawyer & Field,
2010; Murrayet al, 2015). Cela peut avoir un impact direct sur Iptage des agents
anticancéreux hydrophobes et/ou un effet indirectarmodification de I'activité des pompes
d’efflux.

Ainsi il a été montré qu’'une supplémentation en DldAgmente I'accumulation
intracellulaire de la mitoxantrone et de la vintinie dans des lignées cancéreuses mammaires
(Vibet et al, 2007). Par exemple, le DHA augmente I'accumuhatiotracellulaire de la
mitoxantrone, phénomeéne associé a la chimioseissitidn de la lignée MDA-MB-231 a cet
agent. A l'inverse, le DHA n‘augmente pas l'effitécde la mitoxantrone dans les cellules
MCF-7 et ne modifie pas non plus sa concentratidracellulaire (Vibetet al, 2007). Cet
effet du DHA n’est pas généralisable et semble nidg@eat de 'agent anticancéreux (observé
pour la vincristine, la doxorubicine et la mitoxamte) et du type cellulaire (Bougnoex al,

2010D).
99



Il existe peu de données dans la littérature concernantnténdiion d’activité des
pompes d'efflux par les AGPI n-3 dans les celluiésistantes. Au laboratoire, les études
menées sur les cellules résistantes a la doxongbi@CF7dox) n'ont pas montré de
modification de l'efflux de la doxorubicine danssleellules supplémentées par le DHA
(Mahéo et al, 2005). A l'inverse, d’autres étudas montré une diminution de I'efflux de la
vincristine dans les cellules cancéreuses uténésgistantes (Das & Madhavi, 2011). Plus
récemment, Gelsomino at. ont montré qu’une supplémentation en AGPIn-3LC ifireoda
composition des radeaux lipidiques dans des cslitdsistantes de colon conduisant a une
délocalisation des pompes d’efflux P-gp et MRP hidws radeaux, menant a une diminution

de leur activité d’efflux (Gelsominet al, 2013).

2. Modification du métabolisme des agents anticagceux

Les AGPIn-3LC ont été décrits comme régulant lezysmes du métabolisme des
xénobiotiques. Ainsi, une augmentation de l'acéiviles cytochromes P450 conduisant a la
formation de métabolites actifs du cyclophosphan@dété rapportée dans un contexte de
chimiosensibilisation par les AGPIn-3L@ vivo (Shaoet al, 1997). Cependant, la encore, cet
effet n'est pas généralisable. Les AGPIn-3LC senthbtéguler différentiellement I'activité
des cytochromes en fonction des modeles d'étudeke®tisoformes de cytochrome P450
(Chenet al, 2001; Yacet al, 2006).

3. Stress oxydant

Un certain nombre d’agents anticancéreux sont copour induire un stress oxydant,
tels que : les anthracyclines (e.g. doxorubicipau®icine), les dérivés de sel de platine (e.qg.
cisplatine, carboplatine), les agents alkylantg.(eaytocine C, cyclophosphamide) et les
inhibiteurs de topoisomérases (e.g. etoposidegtezan) (Conklin, 2004). Dans une moindre
mesure, quelques études montrent que les taxanesergeégalement induire un stress
oxydant (Conklin, 2004; Graret al, 2014).

De par leurs nombreuses insaturations, les AGRItseés sensibles au phénoméne de
peroxydation lipidique et sont des cibles privikag des radicaux libres générés par les agents
anticancéreux. La peroxydation lipidique est ur&ctién qui se propage et qui mene a la

formation d’aldéhydes (e.g. malondialdéhyde). Cexdpits présentent une forte réactivité
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pour les protéines, I'ADN et les phospholipidessent trés délétéres pour la cellule (e.g.
inhibition de la synthése d’ADN et de la croissanebulaire, induction de la mort cellulaire)
(Biondoet al, 2008; Sawyer & Field, 2010).

De nombreuses études ont mis en évidence 'impicatu stress oxydant dans I'effet
sensibilisant des AGPIn-3LC. Ainsi Germainagétont montré que I'effet chimiosensibilisant
des AGPI a la doxorubicine est proportionnel a laombre d’insaturations et au taux
d’hydroperoxydes lipidiqgues (Germaiet al, 1998). L'effet chimiosensibilisant sur les
anthracyclines est accentué en présence de praobsyct diminué en présence d’anti-
oxydants dans la lignée tumorale mammaire MDA-MB{Z3rmainet al, 1998) et dans les
tumeurs mammaires chez I'animal (Cotsal, 2005). De plus, la sensibilisation des tumeurs
mammaires a la mitomycine C par les AGPIn-3LC ssbeaiée au taux de malondialdéhyde
(Shaoet al, 1995).

Plusieurs études vitro montrent que le DHA diminue I'activité ou I'expsisn
d’enzymes antioxydantes (Vibet al 2008; Dinget al, 2004; Ding & Lind, 2007)In vivo,
une diminution des enzymes antioxydantes par umeggutritionel enrichi en AGPIn-3LC a
été rapportée dans les tumeurs mammaires, telles lajuglutathion peroxydase ou la
superoxyde dismutase (Vibetal 2008; Hardmaset al, 2001, 2002).

Au niveau mitochondrial, le DHA est incorporé préfitiellement dans des
phospholipides particuliers, les cardiolipines (@azt al, 1997; Di Paola & Lorusso, 2006).
Les cardiolipines enrichis en AGPIn-3LC sont plensbles aux radicaux libres, et la
peroxydation qui en résulte altéere lintégrité da membrane mitochondriale et le
métabolisme énergétique (Watkiasal, 1998). La voie intrinseque de I'apoptose peug étr
alors induite avec la libération des facteurs popdotiques mitochondriaux (Sawyer &
Field, 2010; Bayiret al, 2006). En réponse au stress oxydant généré fharAe I'induction
de I'apoptose est rapportée dans des cellules f@qoés résistantes a I'arsenic trioxyde
(Sturlanet al, 2003).

4. Signalisation intracellulaire

Les lipides membranaires peuvent moduler de nombpeacessus cellulaires (e.g.
prolifération, apoptose) via la perturbation derémsduction du signal (Escriled al, 2015).
Tres peu d’études relient ces effets a la chimigibdisation aux agents anticancéreux.
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La diminution de I'expression de HER2 par le DHAté& associée a I'augmentation de
la cytotoxicité du docétaxel dans des lignées aanseés mammaires SK-BR3 et BT-474
(Menendezet al, 2005). De plus, dans un modele de cellules cansés prostatiques,
l'inhibition de la signalisation NF-KB par le DHA &té associée a l'augmentation de
I'apoptose induite par le docétaxel (Shaiklale008).

Dans plusieurs lignées cancéreuses colorectalegegapar le 5-fluorouracil,

I'oxaliplatine et I'irinotecan (Granast al, 2013)

5. Vascularisation tumorale

Dans des modéles de tumeurs mammaires autochtone®, I'effet sensibilisant des
AGPIn-3LC est associé a une diminution de la vas@adtion tumorale avant et pendant les
chimiothérapies a base d’épirubicine (Cotdsal, 2006) ou de docétaxel (Kornfekt al,
2012).

L’'apparente contradiction entre 'augmentation 'éficacité de la chimiothérapie et
la diminution de la vascularisation induite par ASPIn-3LC a été explorée par Kornfeld et
al. selon le modele de normalisation vasculaire pgéppar Jain etl. (Jain, 2005).
L’architecture vasculaire tumorale est de mauvagisalité. Elle présente des vaisseaux tres
perméables et un flux sanguin hétérogene favoritagpoxie et l'augmentation de la
pression interstitielle, deux marqueurs de chinsistdnce (Jain, 2005). Dans des tumeurs
mammaires portées par des rats ayant suivi un gégiimentaire enrichi en AGPIn-3LC, il a
été montré i) une diminution de la pression duitlquinterstitiel apres une injection de
docétaxel, ii) une augmentation de I'extravasatéhn bleu evans et iii) une meilleure
oxygénation. Ces données montrent que les AGPIn-8in€liorent la fonctionnalité de la
vascularisation tumorale. Sur le plan mécanistitpee AGPIn-3LC inhibent I'activation de la
voie eNOS (monoxyde d’azote, NO synthase endotbgliaduite par le docétaxel, voie
impliquée dans l'angiogénése et la perméabilitécvase. Ainsi, la diminution de la
perméabilité vasculaire induite par les AGPIn-3LGuipait restaurer les mouvements de
convections responsables de la distribution deehagnticancéreux et, de ce fait, améliorer sa

distribution dans les tissus tumoraux.
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Encadré 10. Points clés du chapitre « Mécanismes pligués dans la

chimiosensibilisation aux agents anticancéreux pdes AGPIn-3LC »

v Les AGPIn-3LC peuvent modifier la quantité d’agenysotoxiques actifs dans les

cellules cancéreuses.

v’ De part leurs nombreuses insaturations, les AGB®-%ont sensibles a la
peroxydation lipidique, ce qui potentialise I'effdes chimiothérapies impliquant le

stress oxydatif.

7

v' Peu de données associent la perturbation de lalisigion intracellulaire par les

AGPIn-3LC a leur effet chimiosensibilisant.
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Contexte et objectifs généraux

La mortalité associée au cancer du sein résultecipalement de rechutes
métastatiques et/ou d'une résistance aux traitesmdrd chimiothérapie est une arme
thérapeutique incontournable au vue de I'hétérag@dés cancers du sein. Largement utilisé
dans le traitement du cancer du sein, le docétéaggnt tubulo-affin de la famille des
taxanes) est indiqué pour la chimiothérapie néovamite et adjuvante, d&™lligne et de 2"

ligne, y compris des cancers du sein métastatiques.

Les objectifs de cette these ont été établis arpetprécédents travaux menés au sein
du laboratoire. Sur la base des résultats antémgsediobjectif général de cette thése a éte
d’identifier les mécanismes moléculaires des AGRIG- impliqués dans l'augmentation de

la sensibilité des tumeurs mammaires au docétaxel.

Lors de deux précédentes études menées au lalbeydtai été montré que les AGPIn-
3LC étaient capables de sensibiliser les tumeumsimares aux traitements anticancéreux
tels que la radiothérapie (Colasal, 2004) et les anthracyclines (Coktsal, 2006). Dans ce
contexte, les mécanismes de chimiosensibilisates AGPINn-3LC sont associés au stress
oxydant in vitro et in vivo. En effet, les AGPIn-3LC, du fait de leurs nomizen
insaturations, sont des cibles supplémentairesagédn des thérapies anticancéreuses qui
induisent un stress oxydant comme la radiothéretpies anthracyclines.

Grace a la technique d’échographie évaluant leghnguin intratumoral, un lien a été
établi entre la vascularisation fonctionnelle etdponse tumorale aux agents anticancéreux
(Deniset al, 2003). En explorant cet aspect, I'étude de Cetad. montre que les AGPIn-
3LC diminuent la vascularisation des tumeurs mamesavant le début de la chimiothérapie

a base d’anthracycline (Colatal, 2006).

L'effet des AGPIn-3LC en combinaison avec le doxélta été exploré dans le cadre
d’'une expérimentation animale (protocole décrigpies). Le régime nutrionnel enrichi en
AGPIn-3LC augmente l'efficacité du docétaxel : uggression tumorale plus importante et
des effets antiangiogéniques du docétaxel plusgmaés ont été observés par rapport au
régime contréle (Kornfeldet al 2012). Afin d'orienter les recherches sur unetepis
moléculaire, 'expression d’'une centaine de genmgdigqués dans I'angiogenéese a été évaluée

par puce a oligonucléotides. Cette étude montre pnodonde diminution du gene de
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I'épiréguline dans les tumeurs AGPIn-3LC/Docéta@edrnfeld, 2011, Thése de doctorat).
De plus, les mécanismes d’action des AGPIn-3LC lsesrcellules tumorales restaient a

définir.

Les tumeurs de I'expérimentation animale préseciteépres ont été utilisées pour ces
travaux de thése. Une carcinogénése mammaire ehi#doinduite par une injection sous-
cutanée de N-méthyl nitrosourée (NMU) chez desfeatelles Sprague Dwaley agées de 48
a 50 jours, période de maturation de la glande manemCet agent mutagéne engendre la
formation de tumeurs mammaires qui sont des adécinoaes et dont la croissance est
dépendante des oestrogenes. Le profil moléculade tdmeurs induites par le NMU se
rapproche des tLumeurs humaines avec I'expres®daRi+, de grade faible et intermédiaire
(Chan, 2005). La supplémentation alimentaire délut¢ours apres [linitiation de la
carcinogéenese et perdure tout au long de I'expériation figure 29). Elle apporte 15 % de
lipides dont : i) 12% d’huile d’arachide et 3% diteude Colza pour le régime controle, ii) 8%
d’huile d’arachide, 2% d’huile de colza et 5% dleuile poisson pour le régime AGPIn-3LC.
Le régime alimentaire enrichi en huile de poissppaste au final 2.5g de DHA (2.5%) et
1.2g d’EPA (1.2%) pour 100g de régime (Vibet, 20D@¢se de Doctorat).

Groupes de rats non
traités au docétaxel Sacrifice
(régime ctle + AGPIn-3)

Initation
carcinogénése "
5 Sacrifice

< ': TM~ 2 cm?
— - i 4 4 >

S0 s+2 5+6
A A

Docétaxel (I.P. 6mg/kg)
1 fois /semaine pendant 6semaines

Supplémentation nutritionnelle
Groupe contréle/groupe AGPIn-3

Figure 29.Chronologie de I'expérimentation animale.

D’aprés (Vibet, 2008, Thése de doctorat). Aprésudtidn de la carcinogenése, les rattes sont régarti
aléatoirement dans un des deux groupes nutritisnnadntrdle ou huile de poisson apportant des AGRIC
(DHA et EPA). Lorsque les tumeurs ont atteint uaidet de 2 cm?, les rattes pouvaient étre inclukamss un
protocole de chimiothérapie par le docétaxel pen@asemaines a raison d’'une injection par semdpoelr
évaluer l'efficacité de la chimiothérapie, la taitumorale a été évaluée de maniére hebdomadairexamen
de la vascularisation par échographie a été réaliagt le début de la chimiothérapie (semaine @) g@ores 2 et
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6 semaines d'injections de docétaxel (S+2 et St&)derniére injection de docétaxel est réaliséa &1°
semaine (S+6), les rats ont été sacrifiés une senagires. TM : tumeur mammaire, S : semaine.

Cette étuddn vivo a montré que les AGPIn-3LC sont capables de séssibles
tumeurs mammaires au docétaxel. Les AGPIn-3LCL@#Pp par I'alimentation augmentent
la régression tumorale de l'ordre de 40% apressseimaines de chimiothérapie avec le
docétaxel. Cet effet est associé a une modificatienla vascularisation des tumeurs
mammaires avant et pendant la chimiothérapie (YV2@28, These de doctorat de I'Université
de Tours). Ces résultats soulévent aussi la quedtin effet direct des AGPIn-3LC sur les
cellules tumorales mammaires au cours d'une chivérapie avec du docétaxelinsi,
I'objectif principal de mes travaux de thése a étédidentifier les meécanismes
moléculaires des AGPIn-3LC impliqués dans 'augmerttion de la sensibilité des cellules
tumorales mammaires au docétaxel.

A partir des tumeurs issues de cette expérimentatiamale, 'analyse de I'expression
de génes impligués dans l'angiogénése a permiserdifter une cible moléculaire des
AGPIn-3LC, I'épiréguline (Kornfeld, 2011, These diectorat).Le deuxiéme objectif de mes
travaux a été d’établir un lien mécanistique entrea régulation de I'épiréguline par les

AGPIn-3LC et la sensibilisation des tumeurs au dod¢axel.
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Matériels et méthodes

L’objectif de cette partie est d’apporter des inf@tions complémentaires par rapport
aux sectionx « matériels et méthodes » des arfieesc une description plus précise des
techniques originales mises en ceuvre pour cesurada these.

Chapitre 1.  Culture cellulaire

1. Lignées cancéreuses mammaires

Plusieurs lignées de cellules cancéreuses mammhuesines ont été utilisées.
Toutes sont des cellules cancéreuses épithélialbgrentes issues d’adénocarcinomes
mammaires métastatiques. Leurs principales carstigies phénotypiques sont présentées
dans le tableau 3.

A d'aprés (Kaoet al 2009); le
sous-type fait référence a la
classification moléculaire de

Sous-type? HER2 amp. Basal Basal Pérou et al. 2001.
B. daprés (Hollestelleet al,
ER/PR ® -/- -/- -/- 2007)
HER2 exp @ forte faible Faible < d'apres « TP53 database
Tableau 3. Principales
PI3KCA b wT wT wT e L
caractéristiques des lignées
PTEN b WT WT Mu (-) cancéreuses mammaires
utilisées.
WT KRAS Mu. (+) WT Amp : amplifié, Lum: luminal,
Mu (-): mutation inhibitrice,
WT BRAF Mu(+) WT Mu(+) mutation activatrice, Mu
(NF) : mutation non
Mu (NF) Mu (NF) Mu (NF) fonctionnelle, WT : wild type.

2. Culture primaire d’'HUVECSs : modéele in vitro pour I'étude de I'angiogénese

Les cellules HUVECs (« Human Umbilical Vein EnddihieCell », Promocell) sont
des cellules de veine de cordon ombilical humaisiies d’'un pool de donneurs. Ces cellules
non immortalisées sont des cultures primaires et puiter toute dérive, elles ont été utilisées
a de faibles passages (p3-4). Ces cellules sotivéed dans du milieu M199 (Sigma)
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supplémenté avec 20% de sérum de veau (Eurobioyrg#émenté (56°C pendant 30 min),
100 pg/mL d’héparine, 1% d’'un mélange pénicillitrefstomycine (Lonza) et 50 mg/mL
d’ECGS (« Endothelia cell growth supplement », Siym

Le nombre de cellules ensemencées est adapt@igdaesdu support de maniere a ne
pas dépasser 90% de confluence. Pour les expé&ieleseHUVECSs sont sevrées dans un
milieu M199 contenant 10% de SVF, 100 pg/mL d’héparl% de pénicilline/streptomycine
sans ECGS.

3. Purification du DHA pour I'utilisation en cultu re cellulaire.

Le DHA méthyl ester provient de chez Sigma (D26H%st purifié avant utilisation
par chromatographie en couche mine (CCM) de man&r&liminer les péroxydes
d’hydrogéne, toxiques pour les cellules en culture.

Brievement, le DHA est repris en hexane et dépaséune plaque de silice. La
migration s’effectue avec du chloroforme comme aotwde migration. Apres séparation, le
DHA est extrait de la silice par partition de phéselange éther/eau). La phase organique
contenant le DHA est évaporée, et le DHA extrdipesé. Il est repris dans de I'éthanol a une
concentration finale de 150 mM et aliquoté dans vaks en verre ambré. L'éthanol est
évaporé et les aliquots sont fermés sous azotealiggsots de DHA sont stockés a -80°C et
utilisé pendant 3 semaines maximum.

En culture cellulaire, chaque traitement DHA s’efte2 avec un nouvel aliquot qui est
repris extemporanément en éthanol a 150 mM. Laigrendilution mére est effectuée dans

du milieu de culture complet avec sérum, dans ba @n verre.

4. Transfection de siRNA

La technologie PepMut¥ (SignaGefi Laboratories) repose sur la complexation entre
les courts et doubles brins d’acides nucléiqueRN&i) et des peptides d'origine virale
pénétrant dans les cellules mammiféeres. Cet agettadsfection a I'avantage de ne pas étre
lipidique et de moins perturber la membrane plasmitprs de la délivrance du siRNA a
I'intérieur de la cellule.

La transfection se réalise sur des cellules & env®0% de confluence ensemencées
dans des flasques de 25 ou 75 aelon I'expérience. Le milieu de culture est resop| 30

min avant la transfection, par du milieu compleidr
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Pour permettre la formation de complexes de tratisfe le tampon de transfection
1X, le réactif PepMute’ et le siRNA sont mélangés pour obtenir une salutle siRNA &
400 nM (avec un rapport de 20 pL de siRNA a 10 ddrlO puL de PepMute). Suite a une
incubation de 15 min a température ambiante, lesptexes de transfection sont appliqués
dans du milieu complet sur les cellules pendantatla concentration finale de 40nM. Les
cellules sont ensuite repiquées et ensemenceéasifiguents supports de culture en fonction

des expériences.

5. Test de chimiosensibilité au docétaxel

Les tests de chimiosensibilité sont réalisés sjouvs, a raison de 4 traitements par
semaine fijgure 30). Une semaine apres I'ensemencement, la vialuiti®ilaire est évaluée
par un test MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthia2e})-2,5 diphenyl tetrazolium,
0.5mg/mL en milieu de culture complet) mesurantthiaté enzymatique de la succinate
déshydrogénase mitochondriale. Aprés 30 min d'iatioh a 37°C, les cristaux de formazan
formés sont dissous dans le DMSO et la densit@@ptmesurée a 570nm. Les résultats sont

exprimés en pourcentage (condition traitée paragdgpla condition contréle).

Protocole de chimiosensibilisation sur une semaine

Docétaxel +/- DHA 30uM Figure 30. Protocole de chimiosensibilisation.

J
J0| J1 ‘ J2 ‘ J3 ‘ J4 ‘ J5 ‘ J6 | J7 ENS : ensemencement.
2
ENS MTT

Les doses de docétaxel utilisées (de 0.25 a 0.7)5coMespondent a des doses menant
a une toxicité cellulaire de 10 a 50 % sur la miale traitement. Ces doses ont éte
déterminées aprés établissement de courbes effet-deec une gamme croissante de
concentrations de docétaxel.

Les concentrations de DHA (30 pM) et d’enzastautitiesées correspondent a des
doses présentant un effet chimiosensibilisant maximavec une toxicité acceptable (de
l'ordre de 10 a 20%). Les cellules sont co-traitgees du DHA et/ou un inhibiteur
pharmacologique et du docétaxel. Le premier tratema lieu 24 h aprés 'ensemencement.
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6. Activité enzymatique et incorporation de BrDu

Activité caspase 3/T« Caspase-Glo®3/7 », Promega, ref G§0%Es cellules sont
cultivées en plague 96 puits a raison de 1500 & 260ules/puits. Les agents de traitements
sont appliqués sur les cellules dans 50 pL. Apdéls @e traitement, 50uL de réactif Caspase-
Glo sont ajoutés (incubation de 30 min a tempéeatunbiante, sous agitation, a I'abri de la
lumiére). 80 pL de surnageants sont transferés wamplaque 96 puis a fond blanc pour une
lecture par luminométrie (temps d’acquisition, 5c)selLes résultats sont exprimés en

pourcentage par rapport a la condition de cultorgréle.

Activité kinase PKQ« PKC activity assay kit », Enzo life Science)dtivité kinase
des PKCs est évaluée sur le lysat total de celllME¥A-MB-231 traitées, selon les
recommandations du fabricant. Un traitement ddsilesl avec du phorbol ester est réalisé a
chaque expérience et sert de contrdle positif.

Incorporation de BrDu(« Cell Proliferation ELISA BrdU colorimetric »,dghe). Les
cellules sont cultivées en plaque 96 puits a rag®i500 a 2000 cellules/puits. Les cellules
sont co-traitées par les différents agents étuetiésBrDu (100 pM final) pendant 18 h. Selon
les recommandations du fabricant, aprés éliminationmilieu, les cellules sont fixées et
'ADN dénaturé. L'anticorps anti-BrDu est utilisai @/200 et incubé pendant 2 h. Aprés
I'étape de révélation (10 min), I'absorbance estsunée a 450 nM. Les résultats sont
exprimés en pourcentage par rapport a la condaooréle. Un contrble positif est réalisé a
chaque expérience (sevrage puis co-traitement BB

Chapitre 2. Etude de la signalisation intracellulaire par
Western blot

1. Conditions de culture cellulaire

Les doses de docétaxel utilisées ont été adaptéeduaée du traitement. Une dose de
1 nM de docétaxel a été utilisée pour un traiteraéni (15 a 60 min), et une dose de 0.75 nM
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a éeté utilisée pour un traitement chronique (4 ttaBements, a raison d’un traitement par

jour).

Pour les traitements chroniques, le nombre de lesllensemencées a egalement été
adapté de maniére a obtenir le méme ordre de @ndiule jour de la récolte (environ 80 %).
Cela se traduit par un nombre de cellules ensereenté fois plus important pour la
condition docétaxel et 2 fois plus important dees ¢onditions de « chimiosensibilisation »

(docétaxel/DHA ou docétaxel/enzastaurine) par retgpta condition controle.

Un sevrage en OPTI-MEM sans serum a systématiqueétéméalisé 24 h avant la
récolte. Les drogues testées sont ajoutées direntedans le milieu de culture pour les
traitements aigus. Pour les traitements chronigl@sant dernier traitement est réalisé en
OPTI-MEM. Classiquement, le jour de la récolte, ¢tedlules sont placées en OPTI-MEM
avec un agent de traitement (préchauffé a 37°Gjadr? h.

2. Lyse cellulaire et extraction protéique

Au moment de la récolte, les cellules sont délioatet lavées avec du PBS froid puis
trypsinées. Toutes les étapes classiques (récefiecellules, centrifugation, lyse cellulaire)

sont réalisées sur glace ou a 4°C.

Lysats cellulaires totaux. Un tampon de Ilyse cellulaire de type RIPA
« radioimmunoprecipitation assay buffer » est $&il{(50 mM Tris pH 7.4, 1% NP-40, 150
mM NaCl, 1ImM EDTA, 1mM EGTA, 0.1% SDS, 0.5% sodigmoxycholate) (Balket al,
2009). Le tampon de lyse est supplémenté de maeitemporanée avec des cocktails

d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases &igrh p5726).

Fractionnement subcellulaire Les expériences de fractionnement subcellulante o
éte réalisées a 'aide du kit Subcellular FractimmaKit (Pierce, Thermo Scientific) selon les

recommandations du fabricant, avec quelques adapetdechniques :

) Tous les tampons sont supplémentés en inhibiteuphdsphatase.

i) Avant le fractionnement, un comptage cellulaire nper de s’assurer d’un
fractionnement identique et reproductible.

i) Entre chaque extraction, les culots cellulairest $avés avec du PBS froid afin de

limiter les contaminations inter-fractions.
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iv) Les deux étapes de fractionnement nucléaire (fnactoluble et liée a la chromatine)

ont été regroupées en une seule.

Cet outil permet un enrichissement protéique dérdation cytosolique, membranaire
(membrane plasmique et endomembranes), et nucléairigaction cytosquelette n’a pas pu
étre analysée en routine sur les MDA-MB-231. Erteffnéme en partant d’'un nombre de
cellules supérieur a 4 millions, la viscosité ettacentration de I'échantillon obtenu restent

problématiques.

3. Western blot

Les protéines sont séparées selon leur masse ratéquar électrophorese sur gel de
polyacrilamide en conditions dénaturantes (SDS-PA@GEmManiére classique. Les protéines
sont ensuite transférées sur une membrane de PRBEX techniques de transfert ont éte
utilisées : un systéme liquide et un systéme semidse transfert liquide est particulierement
recommandé pour des protéines de haut poids maléeslalors que le systeme semi-sec

offre un transfert rapide recommandé pour lesggeptotéines.

Une technigue simple permettant de vérifier 'hoggté du transfert et d’évaluer la
quantité globale de protéines dans chaque éclmmntdbnsiste a réaliser une coloration
réversible au rouge Ponceau. La quantificationdeasitométrie de la coloration peut ensuite
étre utilisée comme contrdle de charge (Romerodathal, 2010).

Les cycles d’hybridations d’anticorps et de lavagest réalisés de maniere classique
(hybridation sur la nuit & 4°C) Les anticorps prires. utilisés sont listés dans le tableau 5.
Les anticorps secondaires utilisés couplés a I'fiRRorseradish peroxydase ») proviennent
de chez Santa-cruz et sont utilisés au 1/10 00@ékaybridation des anticorps permet de ré-
utiliser les membranes de PVDF pour un second aybigbridation (classiquement pour un
controle de dépdt). Aprés mise au point, le prdmde plus efficace consiste a incuber les
membranes 30 min a 60 °C sous agitation dans updarmontenant 62.5 mM de Tris pH6.7,
2% de SDS et 100 mM de R-mercaptoéthanol.

La révélation est réalisée par chimioluminescemeesignal lumineux est capté a
I'aide d’un imageur équipé d’une caméra CCD (« gharoupled device », MF-ChemiBis 3.2
Bio-Imaging system). L’imagerie digitale est untgyse qui offre une bonne sensibilité de

détection et qui assure une linéarité entre lisit€ndu signal et une large gamme de
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concentrations protéiques, rendant la quantificagilus précise et plus juste en comparaison
avec un développement autoradiographique (GE Heealttandbook).

Les images sont ensuite analysées et quantifiéedepaitométrie a I'aide du logiciel
MultiGauge V3.0 (Fuijifilm). Les bandes de signahsdétectées de maniére semi-manuelle

puis le bruit de fond en est soustrait.

(== Te=le Te=
Pan ERK1/2 Cst-4696 42/44 kDa 1/3000 (lait 3%)

P-ERK1/2 [thr202/tyr204 Cst-9101 42/44 kDa 1/3000 (lait 3%)

ERK1 et Thr185/tyr187 ,ERK2]

Sc-937 78 kDa 1/1000 (lait 3%)
Sc-208 80 kDa 1/1000 (lait 3%)
m GTX102451 50 kDa 1/1000 (lait 3%)
Cst-4694 45 kDa 1/1000 (lait 3%)
Cst-9121 45 kDa 1/1000 (BSA 3%)
Ab59179 50 kDa 1/1000 (lait3%)
Sc-7298 70 kDa 1/10 000 (lait 3%)
m Cst-9272 60 kDa 1/2000 (lait 3%)
Cst-4060 60 kDa 1/2000 (BSA 3%)
Cst-13038 60 kDa 1/2000 (BSA 3%)

Tableau 4. Principaux anticorps primaires utilisés.
Cst : cell signaling technoly, Sc :Santa-cruz, GT3enetex, Ab : Abcam.

Chapitre 3.  Quantification de I'acide phosphatidique

La quantification des phospholipides totaux etdlgse de leur composition en acides
gras sont des techniques couramment utiliséesbauakmire par la plateforme de biochimie.

En ce qui concerne la séparation et la quantiboaties phospholipides, le solvant d’élution
utilisé jusqu'a présent ne permettait pas de dimmktiacide phosphatidique qui co-éluait les
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CLs. Une nouvelle technique a été developpée maubésoins de cette étude, elle est décrite

dans le point 2.

1. Extraction des lipides totaux

Classiqguement, les lipides totaux sont extraitsudinpd’un culot cellulaire (minimum
10 millions de cellules). La technique de BlighDster (Bligh & Dyer, 1959) se déroule en
deux étapes.

La premiére extraction permet de solubiliser lggdés et les composants non
lipidiques (e.g. sucres, protéines) grace a un mgélale solvant chloroforme/méthanol/eau
(1:2:0.8, viviv). Apres agitation et centrifugati (10 min a 1500 g), le surnageant est
récupéré. Cette étape est a nouveau réalisée aulotgpour assurer une extraction complete.

Avec la création d'une partition de phase, la demrd étape permet de séparer les
lipides des composants hydrophiles, en ajoutantesupremieres extractions un meélange de
chloroforme et d’eau (1/1), les proportions de antvpermettent la formation d’'une phase
aqueuse. Apres agitation et centrifugation (10 anirb00 g), la phase organique contenant les
lipides (phase inférieure) est récupérée. Pourigdimes éventuelles traces d’eau, la phase
organique est filtrée sur du sulfate de sodium drengt de la laine de verre. Les solvants sont
évaporés et les lipides extraits sont pesés. Lgisle sont repris dans un mélange
chloroforme/méthanol (2/1). Les tubes sont fernoés @izote et stockés a -20 °C.

A partir de 10 millions de cellules, les quantités lipides totaux extraits sont trés
faibles et la précision de la pesée peu fiabler B@ifranchir de ce probleme et standardiser
le dépbt sur plaque de chromatographie, le volueneegrise des lipides est ajusté en fonction

du nombre initial de cellules.

2. Quantification des classes de phospholipides

Les lipides totaux sont séparés par chromatograpghie couche mince haute
performance (HPTLC). Contrairement a la méthodessidmie, des plaques de silice
spécifiqgues (10x20cm, Merck) ont été utilisées paméliorer la sensibilité et permettre la

quantification du PA.

Aprés mise au point, une technique adaptée de Osesif al 1997 a permis la
séparation et la quantification des différentesss#a de phospholipides dont le PA (SM,
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PC+PS, PI, PE, PA et CL), grace a un éluant caomstitd'un mélange
éthanol/triethylamine/chloroforme/eafigire XA ). On notera que la PC et la PS ne sont pas
séparées, la hauteur de 10cm de la plaque de moigriant insuffisante. Avant élution et
dépdt automatisé, les plaques de chromatographtaraprégnées d’une solution éthanolique

d’acide borique a 2.3%, puis séchées 30 min a 120°C
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Figure 31. Quantification des phospholipides.

A _Plague HPTLC représentative aprés séparatiopldespholipides dans des échantillons et carbanisdes
lipides pour permettre une densitométrie. Six gisEnt consacrées au blanc et aux points de gaoessaires
a la quantification des phospholipides dans lesgétidlons. B_ Chromatogramme obtenu aprés densttoamé
d'un échantillon. Modifié d’aprés le rapport degetade Morgane Bertrandiel : mélange de standards de PLs,

Ech : échantillonLN : lipide neutre.

Apres la phase d'élution, la plaque est plongéesdame solution d’acide ortho-
phosphorique et de sulfate de cuivre, les lipideg sarbonisés sur plague chauffante et une
photographie de la plagudigure 31A, TLC-Visualizer, Camag) permet au logiciel de
guantifier les taches par densitométrie (VidéoSdaamag), en les convertissant en pics
chromatographiquegigure 31B). Le dép6t de quantités définies de standardd. dd$igma)
permet de tracer une courbe d’étalonnage (airddamfonction de la quantité) et de définir
la quantité de chaque PL dans les échantillonsréssdtats sont exprimés en quantité relative
(% de chaque PL par rapport a la masse totale ldesu® chaque piste).
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Chapitre 4. Mesure de I'expression génique

1. Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux sont isolés a l'aide du kit « TdRMA isolation Nucleospin RNAII »
(Macherey Nagel), dont le principe d’isolementladixation des ARN sur une mini-colonne

de silice. L'extraction s’effectue a partir d’'unltidn de cellules au minimum.

Les ARNSs extraits sont dosés par spectrophotomafined’estimer leur concentration
et de s’assurer de leur qualité. Les absorbanasisnsesurées a 260, 280 et 230 nm. Les
acides nucléiques (ADN et ARN) absorbent la lum&@60 nm, ce qui permet de connaitre
leur concentration. En effet, une unité d’absorlkkaac260 nm correspond a 40 ug / mL
d’ARN total. Le rapport des absorbances a 260 €t 28 (absorbance des acides aminés
aromatiques) reflete la contamination protéiquejoiit étre supérieur a 1,8. Le rapport des
absorbances a 260 et 230 nm correspond au refléd @entamination par les solvants

d’extraction. Ce rapport doit étre supérieur a @rptes ARN purs.

2. Transcription inverse des ARN en ADN complémeaire

La transcription inverse d’ARN en ADN complémengafADNC) est réalisée par une
ADN polymérase ARN dépendante (reverse transceptasn présence d’amorces
oligonucléotidiques. L’hétéroduplex ARN/ADNc ainsiréé peut étre utilisé, apres sa

dénaturation, comme substrat (ou matrice) pouréaetion de polymérisation en chaine.

La transcription inverse en ADNCc est réalisée gidcdit « RevertAid Premium First
Strand cDNA Synthesis Kit » (Thermo Scientific, RP§ selon les recommandations du
fabricant. Des amorces aléatoires sont utiliséesdafissurer la rétrotranscription de tous les
ARN sans distinction. Si les quantités d’ARN isalée permettaient, la transcription inverse

s’effectuait sur 2 a 5ug d’ARN.

3. Reéaction de polymérisation en chaine quantitate (QPCR)

L’amplification du fragment d’ADNc par une ADN pahgrase (Taq polymérase) est
suivie en temps réel grace a la fluorescence épasde SYBRGreen qui S’intercale dans

I’ADN double brin.
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A. Choix et validation des amorces de PCR

Apres la conception d’amorces pour la PCR, plusiedrifications sont nécessaires
afin de s’assurer du rendement de I'amplificaticar,une PCR ne pourra étre quantitative que
si 'amplification des séquences cibles (amplicpngsente une efficacité maximale de 2,

c'est-a-dire si la quantité de 'amplicon doublehaque cycle.

Les banques de données permettent de connaitsedeences d’ADNc des genes
d’intérét a amplifier (Consensus Coding Sequenaatiase, Nucleotide Database a partir du
site du NCBI « National Center for Biotechnologyformation »). Le logiciel Primer 3,

gratuit en ligne Ittp://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0jpermet de construire plusieurs couples

d’amorces a partir de la séquence d’ARN du genaélét, en fonction de critéres imposés.
La taille du fragment a amplifier (entre 80 et At¥kes), la taille des amorces (environ 20
nucléotides), le pourcentage de nucléotide G eer@ird 40 et 60%) et la température de
fusion des amorces (proche de 60°C) permettenéldetmnner le couple d’amorces adéquat.
La spécificité des paires d’amorces choisies esfié@e a I'aide du logiciel Blast (BLAST
pour « Basic Local Alignment Search Tool », httgdst.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Ce
logiciel permet, & partir des paires d’amorces sibsj de vérifier si ces amorces sont
spécifiques de la séquence d’intérét et non d’'uie &équence.

En réalisant une gamme d’ADNc (de 0 a 20ng), keftité et la linéarité de Ct par
rapport au logarithme de la concentration d’ADNmtseérifiees pour chaque couple
d’amorces. Les amorces validées pour nos condiiwas une efficacité située entre 1.9 et 2

sont présentées dans le tableau 5.

B. Méthode et analyse

La gPCR en temps réel est réalisée avec le SYBRGviaster Mix (Takara). Chaque
puits contient 20uL d’'un mélange réactionnel corépds : 1X de SYBR Green Master Mix,
0.5uM d’amorces sens et anti-sens, 5 ng d’ADNcquantité d’ADNc peut étre adaptée en
fonction de I'expression du géne (augmentée enledaible expression).

Le programme de températures utilisé est le suivantycle de 30 sec a 95°C pour
I'activation de la DNA polymérase puis 40 cycleamdplification (15 sec a 95°C, 30 sec a
60°C, 30 sec a 72°C) suivis de cycles pré-prograsnpodir la réalisation des courbes de

fusion.
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I [
GAATGTTCACCGTCGATGCG GTTCCTGGTCACAAGGGGAG
m AACATTCGACGCCCACATCT TCCTCCTCACTACGCATGGA
GTGCCTGACAGTGCAGAATC CCAGGTACAGGAAGGACAGG
GAAGATACCACAAGGCTGACA GCAGTCCTTCACTGCGTCTA
TCTCTGATCACTGGAGCCAAA GTTTTTGCCTCGGGCTTC
GACCGGTTCTGTCATGTCG ACCTGGTTCATCATCACTAATCAC
CCCTCCACCCTATGACAAGA GGTACTTCCACCCGACCTC
TCCAACGAGGCCATTGACTT CCTGGCAGTGGACAAACAC
TGCATCCCAGTGGAAGATAA GCAGTCCTTCACGGCATC
CGACTGGAACGAGAATACGG GGAGAACTCGGCTTGGAACT
TGGTCTCTTCACTCAGGTCTCA CGTGAGTTGGCATAGGGAAC
CGGAGAATGCAAATATATAGAGCAC CACCGAAATATTCTTGCTGACA
m AAGAATGGGGGTCAACCAGT TGAAGTTGGTTGCATTGACC
TTGCTGCCACTCAGAAACAG ATCTGCCACAGTCCACCTG
TGGGGCTTCTCATGTTTAGG CATGCCCAACTTCACTTTCTC
ACTGCATCAAAGGGAGATGC TCTCACACCTTGCTCCAATG
CTCCTAGCCCCTTGAGGAT GCTCGTACTCTTGGGTCGTTT
TTGCTGACCTGCTGGATTAC TATGTCCCCTGTTGACTGGT
TGACCAATAGGAAGAGCAACC AGATGCCCCACTCACAAGAT

Tableau 5. Séquences des amorces
utilisées en gPCR

NB : les amorces des génes de la
famille EGF utilisées pour I'étude de
'expression des ARNmM dans les
tumeurs mammaires de rats sont
précisées dans le manuscrit.

Les résultats sont traités avec le logiciel MylQof&d). L'expression de chaque géne

d’'intérét est normalisée par rapport & un géne é&érance dont I'expression n’est pas

modifiée en fonction des conditions (e.g. HPRT1LRIA) (ACt). Les résultats peuvent étre

exprimés en ACt (expression génique dans les tumeurs mammaitegtre quantifiés de

maniére relative par la méthode AACt (expression génique sur les modeles cellulaires

vitro). Cette méthode permet de déterminer l'effet d'trmitement (e.g. inhibiteur

pharmacologique ou siRNA) sur I'expression d’'un ARMssager spécifique. LRACt est

calculé en soustrayant ICt de la condition contréle & celui de la conditéudiée. La

variation du nombre de copie du géne cible estraétée par la valeur Q =2°'. Q estde 1

lorsque la quantité d’ARN n’est pas modifiée, siméra 1 dans le cas d’'une surexpression et

inférieur & 1 pour une sous-expression.

120



Chimiosensibilisation des cellules tumorales mammias au
docétaxel par les AGPIn-3LC

Chapitre 1. Démarche scientifique

Collectivement, les données du laboratoire suggearaa les AGPIn-3LC répondent
au besoin d’augmenter l'efficacité des chimiothé@gapsans majorer les effets secondaires
(Colaset al, 2004, 2006; Bougnougt al, 2009; Kornfeldet al, 2012). Dans un modéle de
tumeurs mammaires autochtones chez des rats, wons montré qu’'une supplémentation du
régime alimentaire en AGPIn-3LC potentialise I'efftité de la chimiothérapie docétaxel. Le
but de cette étude a été d’identifier le mécanidmehimiosensibilisation des AGPIn-3LC au
docétaxel afin d’apporter des arguments mécanesigaupplémentaires pour appuyer
I'utilisation clinique des AGPIn-3LC en tant que Mbaules adjuvantes aux agents

anticancéreux.

Le docétaxel est un agent tubulo-affin qui menena mnort cellulaire, classiqguement
aprés un blocage des cellules en G2/M. Dans cextantl’activation aberrante des voies de
survie et de prolifération constitue un mécanismelimiorésistance au docétaxel (Clatk
al, 2002; Yasumizet al, 2014; McDaicet al, 2005; Mhaidatt al, 2007b).

Des étudesn vitro ont montré que le docétaxel active la voie de aigation
MAPK/ERK1/2 impliquée dans la survie et la proldgon cellulaires (Okano J & Rustgi,
2001; Mhaidaet al, 2007b; Jeongt al, 2010). Nous nous sommes particulierement intésess
a cette voie, dont l'inhibition est associée a dnieniosensibilisation au docétaxel (Yacoetb
al, 2006; Haasst al, 2008; Holtet al, 2012; McDaicdet al, 2005).

Les mécanismes d’activation de cette voie ne sast glairs. Dans un modéle de
mélanome, il a été montré que le docétaxel actiwmie ERK1/2 de maniere dépendante des
PKCs (Mhaidaet al, 2007a). Les isoformes de la famille des nouvdlEE€'s, la PKE et la
PKGC3, sont impliquées dans la chimiorésistance (Mhatat 2007a; Dinget al, 2002; Diaz
Bessoneet al, 2011) et/ou dans l'activation de ERK1/2 (Mhaiéatal, 2007a; Jackson &
Foster, 2004; Grossomt al, 2007). De plus, il a été montré que le docétaxeélit une
production d’acide phosphatidique et de DAG dans madéle cellulaire de cancer
myéloblastique (Maestret al, 2003).
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Les AGPIn-3LC, en s’incorporant dans les membrasest susceptibles d'interférer
avec ces voies de signalisation intracellulairetréldiypothése de travail a été que le DHA
augmentait la sensibilité des cellules tumoralesimaires au docétaxel en régulant les voies
de signalisation impliquées dans la résistanceoaatexel.

Les voies de signalisation intracellulaire étangéenent interconnectées, I'exploration
conjointe des signalisations MAPK/ERK1/2 et PI3K{Ak été réalisée, ces deux voies étant
associées a des phénomenes de chimiorésistantaxames (Yasumizat al, 2014; Clarket
al, 2002; Yacoulet al, 2006; Holtet al, 2012).
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Chapitre 2. Résultats

Cette partie présente les principaux résultats 'detitle “Long chain n-3 polyunsaturated
fatty acids increase the efficacy of docetaxel emmmary cancer cells by downregulating
PKCe-6/ERK and Akt” soumis pour publication dans le joairBiochemica et Biophysica
Acta « Molecular and Cell Biology of Lipids ». Geftartie est complétée par des résultats
complémentaires non soumis pour publication. D'asitrrésultats complémentaires
présentant un intérét pour la discussion seronspnéés dans un deuxieme temps, a la suite

de l'article.

Une étudein vitro préalablement réalisée au laboratoire a mis erdeége
'augmentation de la sensibilité des cellules mamesavViDA-MB-231 a la doxorubicine par
une supplémentation du milieu de culture avec 30deMDHA pendant 6 jours (Germadh
al, 1998). Ces conditions de chimiosensibilisatiort été transposées au docétaxel. La
concentration de DHA utilisée (30 pM) correspondude dose présentant un effet
sensibilisant maximal avec une toxicité acceptatdel’ordre de 10 a 20%. Nous avons
montré qu’une supplémentation du milieu de cultavec 30 yM de DHA augmente la

sensibilité au docétaxel de plusieurs lignées lztks de phénotypes différents (MDA-MB-
231, MDA-MB-468, SkBr3) figure 32_Courbes de chimiosensibilisation). En effet, en
présence de DHA, 'EC50 du docétaxel est diminué 386 dans les MDA-MB-
231(**p<0.01), de 24% dans les MDA-MB-468 (*p<0.05Je 38% dans les SKBR3
(*p<0.05).

Nous avons étudié l'activation de la voie de siggadlon MAPK/ERK1/2 dans
difféerents modeles cellulaires traités par le daxét (MDA-MB-231, MDA-MB-468,
SkBR3). Le docétaxel induit la phosphorylation dekE/2 (P-ERK1/2) dans les lignées
cancéreuses mammaires. Une supplémentation duundiéeculture avec du DHA bloque
I'activation de ERK1/2 induite par le docétaxel ddes lignées MDA-MB-231, MDA-MB-
468 et SKBRS3 flgure 32B_Statut de phosphorylation de ERK1/Z2 Linhibition de
ERK1/2 par le DHA semble associée a la chimiosdisslion des cellules cancéreuses

mammaires au docétaxel.
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Figure 32. Chimiosensibilisation au docétaxel et glation de ERK1/2 par le DHA sur un panel de lignés
cancéreuses mammaires.

Courbe de chimiosensibilisation sur 7 jours(voir matériels et méthodes) Les EC50 sont comppedsle
logiciel (F test) (pour chaque dose,>n3, moyenne +/- SEM)Statut de phosphorylation de ERK1/2
(thr202/tyr204 / thr185/tyr187).es cellules sont co-traitées pendant 4 jours dwedocétaxel (0.5-1 nM) et du
DHA (30uM). Le lysat total est analysé par westblot puis les résultats sont quantifiés par densétoie
(moyenne +/- SEM, test Mann-Whitneyx0.05*, p<0.01**,

Le modéle cellulaire MDA-MB-231, fortement chimiosibilisable par le DHA, a été
utilisé pour poursuivre I'étude.

Notre stratégie expérimentale a été d’explorer &zanisme d’activation de la voie
ERK1/2 par le docétaxel afin d’identifier, dans sgcond temps, des cibles potentiellement

régulées par le DHA. Nous avons identifié deux tijuées d’activation de ERK1/2 par le

docétaxel :

)] une application aigué de docétaxel (un traitemesitlassociée a une augmentation
transitoire de P-ERK1/2, traduisant son activatioansitoire figure 33-Al).
L'induction de P-ERK1/2 par le docétaxel est retda dans tous les
compartiments subcellulaires analysés par fracéoment (membrane, cytosol,

noyau) (**p<0.01) figure 33-A2). Une expérience préliminaire montre que le
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docétaxel induirait aussi la phosphorylation de HERXK dans la fraction
cytosquelette (n=1, non montré).

i) une application chronique de docétaxel (cing jalgrsraitement) est associée a une
activation persistante de ERK1/g(re 33-B1). L'induction de P-ERK1/2 par le
docétaxel est retrouvée dans le compartiment meralvea (***p<0.001) et
nucléaire (***p<0.001). Le docétaxel induirait ausphosphorylation de ERK1/2

dans la fraction cytosquelette (n=2, non montré).

Traitement aigu, cinétique réalisée aprés la Traitement chronique, cinétique réalisée
1% application de docétaxel B1 aprés 4 applications de docétaxel
Al
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Figure 33.Cinétique d'activation de ERK1/2 par le docétaxel edistribution subcellulaire de P-ERK1/2

A _Traitement aigu, une application de docétaxel (1).nkAl) Cinétique réalisée sur lysat total, WB
représentatif, n=3. (A2) Fractionnement subcelielaiéalisée aprés 1 traitement de 15 min de doektax
(moyenne +/- SEM, n=6). B_ Traitement chroniqueapplications de docétaxel (0.75 nM). (B1) Cinétique
réalisée sur lysat total, WB représentatif, n=3)(Bpreés 4 traitement de docétaxel, le fractionneneellulaire
est réalisé aprés 2H d'application de docétaxelyémpe +/- SEM, n=6). Test statistique Mann-Whitney,
p<0.01**, p<0.001***). Ctle : contrble, min : minute, H : heure.

Dans notre modeéle cellulaire, I'activation de ERKphar le docétaxel est dépendante
de l'acide phosphatidigue (PA), du DAG et de I'aation des PKES. En effet, nous

montrons dans un premier temps que le docétaxeitinde production de PA concomitante a
I'activation transitoire de ERK1/2figure 34A). Le PA, en tant que second messager
lipidique, peut rapidement étre converti en DAGinhibition de la conversion de PA en
DAG (propranolol, Maestret al, 2003) comme l'inhibition de la conversion de DAG PA
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(inhibiteur de DAG kinase) contrecarre l'activatidea ERK1/2 par le docétaxdigure 34B).
Ces résultats suggérent qu’'un équilibre entre tdymtion de PA et celle de DAG est
nécessaire pour l'activation de ERK1/2 par le dmogt Par ailleurs, linhibition
pharmacologique de l'activité kinase de MEK1/2 (BDS9) et de PKCs (enzastaurine)
bloque P-ERK1/2 induit par le docétaxBtjge 34C). Enfin, nous avons identifié les PKIG
comme responsables de la phosphorylation de ERHKidRite par le docétaxel. Leur
inhibition spécifique par ARN interférents bloqueERK1/2 induit par le docétaxefigure
34D).

501 o I No docetaxel 300 * *
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Figure 34. L'activation de ERK1/2 par le docétaxekst dépendante de la signalisation PA/DAG/PKES.

A Le docétaxel induit une production de PA.Niveau relatif (% des phospholipides identifiéshade
phosphatidique (PA), de phosphatidylcholine (P@, phosphatidylsérine (PS), de phosphoinositol (B¢),
phosphatidylethanolamine (PE), de sphingomyélind)(8t de cardiolipine (CL) aprés un traitement aégi
docétaxel (10 nM). Les phospholipides sont idefgifpar HPTLC (moyenne +/- SEM, n=8, test apparié
Wilcoxon). B_L’inhibition de la conversion entre PA et DAG blgue P-ERK1/2 induit par le docétaxelle
propanolol inhibe la conversion entre PA et DAGiehibiteur de DAG kinase bloque la conversionrerlDAG

et PA. Les cellules MDA-MB-231 sont pré-traitéesng@nt 1 h avec 50 uM de propranolol et 10 uM
d’inhibiteur de DGK. Le docétaxel est appliqué égual nM, 15 min). Le lysat total est analysé pastern
blot et densitométrie (moyenne +/-SEM, n=4, teshivtsVhitney).C_L’inhibition de MEK et de PKC bloque
P-ERK induit par le docétaxel. Les cellules MDA-MB-231 sont pré-traitées pendahtavec les inhibiteurs
(enzasaturin 1 pM, PD98059 5 uM). Le docétaxelaggliquée en aigu (1 nM, 15 min). Le lysat total es
analysé par western blot et densitométrie (WB irtatif, n=4)D_L'extinction de la PKCe et de la PKGS
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par ARN interférents bloque P-ERK1/2 induit par le docétaxel. L’expression de ERK1/2 est étudiée par
western blot sur le lysat total aprés transfectiensiRNA contr6le (n=5) ou ciblant la PKE@n=5), la PK@
(n=5) et la PK@ (n=3) (densitométrie moyenne +/-SEM, test Mann-W&y). *p<0.05, **p<0.01

Collectivement nos données montrent que l'activagpwécoce de ERK1/2 par le
docétaxel est dépendante d'une signalisation PA/IPKGs-5. Le DHA est capable de
bloquer la phosphorylation de ERK1/2 induite par tteitement chronique de docétaxel
(figure 32B). Nous avons également observé l'inhibition d@hasphorylation de ERK1/2
aprées un traitement aigu de docétaxel (non montt2, voir résultats complémentaires).

Qu’en est-il de I'effet du DHA sur les différentstaurs impligués dans l'activation de

ERK1/2 par le docétaxel ? Nous montrons que le DitAbe I'activité PKC induite par le

docétaxel figure 35A) et qu’'une supplémentation en DHA bloque la tracesion
membranaire et nucléaire des PKE& (figure 35B). L’analyse quantitative des
phospholipides montre que le docétaxel n’'induit gasigmentation transitoire du PA dans
les cellules supplémentées en DHAigre 35C). Enfin, l'analyse qualitative des
phospholipides montre qu'une supplémentation avec pW de DHA méne a son
incorporation dans tous les phospholipides desulesll MDA-MB-231. La plus forte
incorporation de DHA est retrouvée dans la PC &t l@e I'ordre de 6 fois, *p<0.01jigure
35D). Dans notre étude, la production de PA induitel@alocétaxel semble générée a partir
de la PCfigure 34A). Ainsi, I'incorporation de DHA dans les PLs, erficulierement dans
la PC, peut mener a la production de seconds massépgidiques enrichis en DHA. Les
hypotheses liées au mécanisme d’inhibition dedasiocation des PKELS seront abordées

dans la discussion.
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Figure 35.Effet du DHA sur la signalisation PA/DAG/ PKCe-§

A_Le DHA inhibe I'activité PKC induite par le docétaxel. Activité kinase des PKCs (moyenne +/-SD, n=3,
Mann-Whitney). BLe DHA bloque la translocation membranaire et nucléire des PKCs-8. WB
représentatif (n=5). (A, B) Les cellules MDA-MB-23bnt traitées pendant 5 jours avec du docétaxeb (M)

+/- DHA (30uM). C_Une supplémentation en DHA contrecarre I'augmentatin transitoire de PA induite
par le docétaxel Les cellules MDA-MB-231 sont traitées pendanhladvec du DHA (30uM) puis du docétaxel
(10 nM) est appliquée en aigu (moyenne +/- SEM,,n#Bicoxon). D_Le DHA est incorporé dans le
phosphatidylinositol et dans la phosphatidylcholineLes cellules MDA-MB-231 sont traitées pendanthl8
avec du DHA (30uM). Aprés extraction des lipidestx, les phospholipides sont séparés par TLC aysés
par chromatographie gazeuse (moyenne +/- SEM, Mdhitrey). *p<0.05, **p<0.01.

Le DHA et I'enzastaurine (inhibiteur pharmacolagigde PKCs) augmentent la

sensibilité des cellules cancéreuses mammaires WMIBA231 au docétaxelfigure 36A).

L’effet sensibilisant du DHA n’est pas potentialesé présence d’enzastaurine ce qui suggere
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un mécanisme d’action commun. Afin de démontrenplication de la PKE et de la PKG
dans le mécanisme de chimiosensibilisation du DitAIs avons inhibé leurs expressions par
des ARN interférents et évalué I'effet sensibilisdn DHA. Apres transfection d’un siRNA
ne ciblant aucune protéine (siCTL) ou apres extncde la PK@ (siPKCu), le DHA
conserve son effet chimiosensibilisant en augmenteificacité du docétaxel de lI'ordre de
30%. En revanche, lorsque la PKé& la PK@ sont inhibées, I'effet sensibilisant du DHA est
diminué de moitié (*p<0.05)figure 36B). Ces données montrent que les RK&Lsont des

cibles moléculaires du DHA impliquées dans sontekasibilisant.

>

Figure 36. Implication des PKG&/§ dans la
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De maniére surprenante, alors que l'inhibition dePKCG et de la PK@ bloque
I'activation de ERK1/2 par le docétaxel (figure 34Dinhibition de ces isoformes par les
ARN interférents n'augmente pas la sensibilit¢ debules MDA-MB-231 au docétaxel
(figure 36B). De la méme maniére, I'inhibition pharmacologioge MEK1/2 (PD98059,
figure 34C) n’augmente pas l'efficacité du docétgweir résultats complémentaires).
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Ces résultats nous ont conduits a émettre I'hypsetie phénomeénes de compensation
entre voies de signalisation. Au vue des intercrioms entre les voies de signalisation
MAPK/ERK1/2 et PI3K/Akt, nous avons étudié le niuved’activation d’Akt dans notre
modele cellulaire. Linhibition de ERK1/2 par exttion des PKE/§ induit la

phosphorylation d’Akt (ser473¥igure 37A), ce qui pourrait expliquer que le ciblage des
PKCe/é n"augmente pas l'efficacité du docétaxel.

Le docétaxel induit la phosphorylation de la sédi@8 d’Akt mais n’a pas d’effet sur
la phosphorylation de la thréonine 308 (résultammémentaires). Dans le contexte de la
chimiosensibilisation, le DHA et I'enzastaurine duent a la fois I'activation de ERK1/2 et

I'activation d’Akt induite par le docétaxelfigure 37B). Ces données suggéerent que

I'inhibition concomitante de ces deux voies de slmation est requise pour augmenter

I'efficacité du docétaxel dans les cellules MDA-NPBA .
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<\ ce o ) s
& Rix %.\@z& DHA + +
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Figure 37. L'induction da la phosphorylation d’Akt (ser473) par le docétaxel est bloquée par le DHA et
I'enzastaurine

A_L’inhibition des PKC &/§ augmente la phosphorylation d’Akt (ser473) sous dettaxel. 48h apres la
transfection des cellules MDA-MB-231, 1 nM de decé&l est appliqué en aigu (WB représentatif, nB4)Le

DHA et I'enzastaurine bloquent la phosphorylation & ERK1/2 et la phosphorylation d’Akt (ser473)
induite par le docétaxel.Les cellules MDA-MB-231 sont co-traitées par dwcétaxel (0.75nM) +/- DHA
(30uM) +/- enzastaurine (1uM) pendant 5 jours. (Wprésentatif, n=4).

Aprés avoir mis en évidence l'implication des voiERK1/2 et Akt dans la
sensibilisation au docétaxel dans la lignée tureorahmmaire MDA-MB-231, nous avons
étendu cette étude au modelevivo de tumeurs mammaires chimioinduites par le NMU.

Les AGPIn-3LC apportés par l'alimentation augmentenrégression tumorale de
40% (**p<0.01) aprés six semaines de traitemenétioel {igure 38A). Le docétaxel induit
une nette augmentation de I'expression de P-ERKe&Rression qui est fortement inhibée
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dans les tumeurs de rats ayant suivi un régimeealiaire enrichi en AGPIn-3LCigure
38B). De la méme maniere et en accord avec les résintaitro, nous observons aussi une
induction de la phosphorylation d’Akt (ser473) iné¢ dans les tumeurs mammaires du

groupe nutritionnel AGPIn-3 (voir résultats compkntaires).
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Figure 38. La régression tumorale sous docétaxelotentialisée par le régime nutrionnel AGPIn-3, est
associée au niveau d’'activation de ERK1/2 régulé ptes AGPIn-3

A_ % de variation de la surface tumorale entredleutl de la chimiothérapie & WO et les semainesaiternent
docétaxel (voir contexte général, expérimentatiommale réalisée par S.Vibet) (n=8/groupe nutritielnn
moyenne +/-SEM, Mann-Whitney *p<0.05, **p<0.01). Bnalyse par western blot de I'expression de P-
ERK1/2 et de panERK1/2 des extraits protéiques tamo Les résultats sont quantifiés par densitdenétans
chimiothérapie n=6/groupe nutritionnel, sous docgitan=8/groupe nutritionnel, moyenne +/-SEM, Mann-
Whitney *p<0.05). C_Corrélation entre la réponse dmncétaxel (% de régression tumorale) et le ratio P
ERK1/2/panERK1/2. Corrélation réalisée avec lesubBeurs traitées par le docétaxel (n=8/groupe trasiriel,
Spearman, **p<0.01).

Le niveau d’activation de la signalisation ERK1fibarait critique pour I'efficacité de

la chimiothérapie docétaxel. En effet, il existeeuwgorrélation entre le niveau de

phosphorylation de ERK1/2 et la régression tumaraie fort niveau d’activation est associé

a la résistance des tumeurs mammaires aux traitsrasticancéreuxigure 38C).
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Abstract

Taxanes induce drug resistance potentially by asing signaling pathways such as
PI3K/Akt and ERK, which promotes survival and ggibwth in human cancer cells. We have
previously shown that very long chain n-3 polyuosaied fatty acids, such as
docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n-3) decrease aggistof experimental mammary tumors
to several anticancer drugs. Our objective waséeiterchine whether DHA could increase
tumor sensitivity to docetaxel by down-regulatifgege survival pathways. In docetaxel-
treated MDA-MB-231, phosphorylated-ERK1/2 levelsravencreased by 60% in membrane
and nuclear compartments cells compared to unttezdis. Our data showed that ERK1/2
activation depended on PKC activation since: i)astaurin (a pan-PKC inhibitor) blocked
docetaxel-induced ERK1/2 phosphorylation ii) dogetancreased PKC activity by 30% and
phosphatidic acid level by 1.6 fold iii) inhibitioof PKCe and PK® by siRNA resulted in
reduced phosphorylated ERK1/2 levels. In DHA-suppeted cells, docetaxel was unable to
increase membrane-and nuclear-RK@nd & levels, resulting in diminished ERK1/2
phosphorylation and potentiation of docetaxel affic Reduced membrane level of RKC
and PK® was associated with significant incorporation oA in all phospholipids,
including phosphatidylcholine which is a major smurof phosphatidic acid. Additionaly,
examination of the Akt pathway showed that DHA coulepress docetaxel-induced
Ser473Akt phosphorylation. In rat mammary tumotistasty DHA supplementation during
docetaxel chemotherapy repressed ERK and Akt salnpathways and in turn strongly
improved taxane efficacy. The ERK level is negdyiveorrelated with tumor regression.
These findings may be of potential clinical impada in treating chemotherapy-refractory

cancer.



Keywords: n-3 LCPUFA, DHA, docetaxel, tumor sensitization, BKPKC), ERK, Akt,

mammary tumors

Highlights

* Docetaxel induces phosphatidic acid leading to RKt/ation in cancer cells
* PKCe¢/d have been identified as mediators of ERK1/2 agowaby docetaxel
* P-ERK levels in tumors are correlated with poortaresponse

* Incorporation of DHA in phospholipids is associated decreased PKC activity

* DHA represses ERK and Akt pathways in mammary tgmeord improve taxane
efficacy.
1. Introduction

Breast cancer is the most common type of canceromen with~ 1.7 million new
cases diagnosed every year. Whereas chemotherapy important component of current
treatment, in a significant portion of the cancarrging patient population, the efficacy of
chemotherapy is limited by anticancer drug resistaithe mechanisms of resistance include
efflux pumps, mutation of target proteins or ovéketion of signaling pathways involved in
cell survival, cell growth and cell cycle progressireviewed in [1]).

The first-line therapy includes taxanes such ase@@oel either alone or in
combination. Docetaxel is a microtubule-stabiliziagent leading to cell cycle arrest and
subsequent cell death [1]. An increased activitf? [#FK/Akt signalling pathway by docetaxel
has been reported in prostate cancer [2]. Transfgbireast cancer cells with Akt promotes
resistance to therapies commonly used in the tema@tnof breast cancer patients [3].
Furthermore, several studies have showed that ¢axdtaxol, docetaxel) can induce a
phosphorylation/activation of ERK in various tunoetl lines such as melanoma, oesophageal
and mammary (MCF-7) tumor cell lines [4-6]. The @amation of taxol with a MEK

inhibitor resulted in increase of tumor regressiomuman lung tumors supporting that taxol



efficacy is potentiated by MEK inhibition [7]. Hower, the mechanisms by which these
pathways are activated by docetaxel are not claidat et al. have reported that the
activation of the ERK1/2 pathway by docetaxel imaun melanoma cells depends on protein
kinase C epsilon (PKE [111[8]. On the other hand, PKC delta (P&C has also been
involved in ERK activation in breast cancer ce®$. [Among the 11 members of the PKC
family, PKCe andd belong to the novel PKC isoform family and haverévolved in drug
resistance [8, 10-12]. PKC activation is well-knoar being closely influenced by
membrane fatty environment. Novel PKCs activatiepehds on membrane Diacylglycerol
(DAG) and/or Phosphatidic Acid (PA), two signalinglated products cleaved from structural
phospholipids : phosphatidylcholine (PC) or phosiglyéinositol (PIl) [13, 14]. Previous
studies have shown that the production of PA andGDA the plasma membrane facilitates
the translocation of PKC from the cytosol to theagpha membrane [15, 16]. This
translocation is associated with the catalyticvatton of the enzyme.

Among n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFArwlong chain n-3 PUFA (n-3
LCPUFA), docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n-3) armbsapentaenoic acid (EPA, 20:5n-3)
have generated increasing interest due to thdityatn decrease resistance to anthracyclines,
taxanes or radio-therapy of experimentally obtaimesmmary tumors without additional side
effects [17-20]. In two phase Il clinical studielsetary supplementation with n-3 LCPUFA
has been associated with increased survival anchatherapeutic efficacy without affecting
the toxicity profile of conventional chemotherapj24, 22]. Different molecular mechanisms
such as the amplification of oxidative stress gateel by anthracyclines or radiotherapy and
increased accumulation of anticancer agents hage peposed to account for these effects
[23—25] For the mechanism involved in the chemosensitinatibtaxanes by n-3 LCPUFA,

we have recently reported a reduction in peroxisqonaliferator-activated receptof



expression [26] and a remodeling of the tumor viadare with a decrease of intratumoral
interstitial pressure [20].

n-3 LCPUFA have some impacts on cell physiology] @7 may also interfere with
membrane-based signal transduction pathways. Famebe DHA and/or EPA have been
reported to decrease the EGFR levels in lipid réftsttenuate PI3K and Akt kinase activities
in prostate cancer cells and mammary cancer oelf las well as to reduce Ras localization to
the plasma membrane in colon tumors [28—-30]. TBeLEPUFA can also interfere with the
PKC signaling pathway as reported in non-tumorscetlprostate cancer cells [31, 32]. All of
these studies have been performed to examine tittive signal transduction pathways
and not in the course of a chemotherapeutic tra@tme

The originality of this study is to investigate tleéficacy of DHA asanticancer
adjuvantto interact with survival transduction pathwaysmoting cancer cell survivand
drug resistance. This study reports for the firsetthat DHA is able to counteract ERK and
Akt pathways induced by docetaxel chemotherapytrtreat, two pathways involved in

increased-cell survival and subsequent chemoresssta

2. Methods

2.1 Antibodies and reagents

DHA (Docosahexaenoic acid) methyl ester (Sigma-&hdr St Louis, MO) was
purified in our laboratory using thin layer chrowgtaphy to eliminate oxidized derivatives.
DHA was then aliquoted, stored under nitrogen gaklaept at -80°C for up to three weeks.
DHA was dissolved at 150 mM in 100% ethanol and wsed at 3QuM, as previously
described [32, 24]. Docetaxel and Enzastaurin werehased from Sigma-Aldrich and were
stored at -80°C as 1 mM solution in 100% ethanall &® mM solution in DMSO,

respectively. GF-109203X (Enzo life Science, Villeane, France) was stored at -20°C as a



10 mM solution in DMSO. Propanolol and DAG kinag#ibitor were purchased from
Sigma-Aldrich and were stored at -20°C as 50 mM &naM solution in DMSO, respectively.
Anti-EGF Receptor, anti-phospho ERK1/2 (Thr202/042 anti-ERK1/2 (L34F12), anti-
phospho Akt (Ser473) (D9E), anti-Akt (40D4) andi-dMEK1/2 were purchased from Cell
Signaling Technology (Beverly, MA). Anti-PK(C-15), anti-PK®@ (C-20), anti-PK& (C-
20), anti-LaminA/C (636), anti-Hsc70 (B-6), HRP-qagated goat anti-rabbit and HRP-
conjugated goat anti-mouse were purchased fromaS2miz Biotechnology (Santa Cruz, CA).

Anti-phospho Etsl (Tyr38) was purchased from Ab¢&ambridge, UK).

2.2. Céell cultureand viability assay for analysis of docetaxel efficacy

Human breast cancer cell line, MDA-MB-231 was afdi fromEuropean Collection
of Cell Culture (Catalogue No 92020424) and wagikad on 12 June 2012. This cell line
has been tested and authenticated by DNA fingampgirfShort Tandem repeat profiling) by
the EACC. After reception, cells were amplified ander to make a large reserve of
cryopreservated cells. Every 3 months, a new cegmwvated bulb was thawed and used for
this study. MDA-MB-231 cell line wagrown in Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM, Lonza, Levallois-Perret, France) supplemdmgth 5% (v/v) fetal bovine serum
(Eurobio, Les Ulis, France) and 1% (v/v) penicHitteptomycin in a 37°C humidified
incubator with 5% C@

For analysis of cell viability, cells were platedt@at a density of 5,000 cells per well
in 48-well plates. Twenty hours after plating, MDWB-231 were treated with a range of
docetaxel dose (0.35, 0.5 and 0.75 nM), DHA (30 pémgastaurin (1 pM) or combinations
of those compounds. All control conditions wereateel with an equivalent volume of the
delivery vehicle. For the cell viability of siRNAensfected cells, the dose of docetaxel was

fixed at 0.5 nM (that accounts for IC70) with orthout DHA (30 uM). The tested



compounds were renewed every day. The cells weatet for 5 days prior to MTT assay [3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliunbromide]. Basal effects of DHA or

enzastaurin were normalized at 100 % to repregsd@gttibe potentiating effect of treatment.

2.3 Small interference RNA assay

The following small interference RNA (SiRNA) dupleequences that target P&C
PKCe and PK® were referred from Lonne et al. [34]:
CCGAGUGAAACUCACGGACUUCAAU, CACAAGUUCGGUAUCCACAACUA®, and
UUUCAAAGAGCUUCUCCAGGAUGUC respectively. These dupds were ordered from
Sigma-Aldrich. A non-targeting siRNA was purchadgeain Santa Cruz Biotechnology and
used as a negative control. Adherent cells (at G@fluence) were transfected using
PepMute reagent (SignaGen, Gaithersburg, MD) witmk of siRNA for 4 hours according
to manufacturer’s instructions. Cells were therpsigized, re-plated and culturéor 96 h

before analysis.

2.4 Western Blot analysis

Cells were treated with DHA, enzastaurin (1uM) @cetaxel with concentrations
adapted to the duration of treatment. While doadtak 1 nM was used for acute treatments
(15-60 min), 0.75 nM was used for chronic treatradapplications for 5 days). Cells were
serum-starved overnight before protein extractoells were washed in cold PBS, harvested
and lysed in RIPA buffer [5S0 mM Tris (pH 7.4), 19%°MNO, 150 mM NaCl, 1ImM EDTA,
1mM EGTA, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate, 108cegol] containing protease
inhibitors (Thermo Scientific, lllkirch, France) @rmphosphatase inhibitor cocktail 2 (Sigma-
Aldrich) for 20 min at 4°C. Total protein extradtem rat mammary tumors were obtained

with the same lysis buffer. For cytosol, membraneé auclear proteins extractions, cells were



prepared using a subcellular fractionation kit (fine Scientific) with phosphatase inhibitor
cocktails in each buffer according to manufactwenstructions. Protein concentration was
determined by BCA protein assay kit (Thermo ScfentiProteins were separated by sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresisd electrotransferred to a PVDF
membrane (Millipore, France). Antibodies were inaigldl overnight and the recognized
bands were detected with the Clarity ECL Westerot [Substrate (Biorad, Marnes-la-
Coquette, France) and visualized with a CCD canfstia ChemiBIS, DNR Bio-imaging

Systems, lIsraél). The band intensity was quantifisthg the Multi Gauge v3.0 software
(Fujifilm, Tokyo, Japan). After phosphorylated ot analysis, the total amount of proteins
ERK1/2 and Akt (pan-ERK1/2 or pan-Akt) was detereainby reprobing the membranes,
after stripping, with the corresponding antibodyheT relative expression of P-
ERK1/2/panERK1/2 or Ser473P-Akt/panAkt was deterdiby dividing the corresponding
densitometric values. For PKC expression analyseversible Ponceau staining was

employed as a loading control.

2.5 PKC activity
Fresh lysates of treated MDA-MB-231 were collectedl protein kinase C activity was
determined using a Protein Kinase C Activity Assaty according to the manufacturer’'s
instructions (Enzo Life Science, Plymouth MeetiRg,). This quantification system is based
on a solid phase ELISA that utilizes a specific tegtic peptide as a substrate for
serine/threonine PKC kinases, and a polyclonabadi that recognizes the phosphorylated

form of the substrate.

2.6 Analysis of cellular phospholipid content



MDA-MB-231 (in 175 cm? flasks) were pretreated witHA or equivalent dose of
vehicle (ethanol) overnight. Then, docetaxel (10mMs applied during 15, 20, 30 or 60 min.
Total lipids from MDA-MB-231 cells and rat mammaiymors were extracted according to
Bligh and Dyer [35]. For phospholipid fatty acidneposition analysis, total lipids were
separated using preparative silica gel thin lay@omatography (one-dimensional TLC)
plates (LK5, 20x20 cm, Merck Millipore, France) aethanol/ triethylamin/ chloroform/
water as a solvent (adapted from Dorialet[36]). Phospholipids spots were scraped and
collected in screw-cap glass tubes. Fatty acidms fahospholipids were prepared as fatty
acids methyl esters to allow for gas chromatographwlysis (GC-2010plus, Shimadzu
Scientific instruments, Noisiel, France) using aXBB capillary column (60 m, SGE,
Chromoptic SAS, Courtaboeuf, France). Hydrogen used as carrier gaz with a constant
pressure (120 kPa). After an on-column injectionsample at 60°C, oven temperature
increased from 60°C to 220°C. Fatty acids weredleteby an Flame lonization Detector at
255°C and identified by comparison of their retentitimes with commercial standards
(Supelco 37 Fatty Acid Methyl Ester mix, Sigma-Atti, France). Fatty acids levels were
expressed as the percentage of total integratekk maaa using the GC solutions software
(Shimadzu, Noisiel, France).

For quantification of the phospholipid classesaltdipids were separated by High
Performance-Thin Layer Chromatography (one-dimeradjdHPTLC) and dedicated silica gel
HP-TLC plates (10x20 cm, Merck Millipore, Saint (i@ en Yvelines, France) were used to
improve sensitivity and allow standardization (noethradapted from Arvier el. [37]). The
samples were separated with the same solvent dedabove. For this study, PA separation
from the other phospholipids was set as prioritgwidver, contrary to preparative TLC plates,
HPTLC plates being shorter (10cm), the separatiche@PC/PS phospholipids was restricted

and they were quantified together. After stainisgmples and reference standards for



phosphatidic acid (PA), phosphatidylserine (PS), ogpihatidylethanolamine (PE),
phosphatidylcholine (PC) phosphoinositides (PIhisgomyelins (SM) and cardiolipine (CL)
(Sigma-Aldrich, France) were visualized by browrocation after carbonization using the
TLC-Visualiser (Camag). Densitometric analysis ywagormed using the winCATS software
(Camag). Standards were used to quantify phosptslipPhospholipids levels were

expressed as the percentage of total identifiedgihaipids weight in the sample.

2.7 In vivo model

Animal study and experimental procedures were agatdy the Animal Care and
Use Committee of Val de Loire (France). Carcinogemitiation and diets were specifically
described in Kornfeld edl. [20]. Briefly, mammary carcinogenesis was initiaiadfemale
Sprague-Dawley rats by injection of a single dos#&l-onitrosomethylurea (25 mg/kg). Rats
into the control nutritional group (n=14) were fadliet containing peanut oil (8 %), rape oil
(3 %) (%, g/100 g of diet) whereas rats within thé@ LCPUFA nutritional group (n=14) were
fed a diet containing peanut (8 %), rape (2 %) st oils (5 %). n-3 LCPUFA diet was
composed of 2.5% DHA and 1% EPA. When tumors redéhenf (week 0), 8 rats of both
groups were treated once a week with docetaxel oféa, Sanofi Aventis, France; 6
mg/kg/week intraperitoneal) for 6 weeks. Rats weramined weekly and tumor area
variation was determined. The beginning of chemmaitne was set as the reference and tumor
regression was calculated as the percentage ofrtarea variation between tumor size at the
beginning of docetaxel treatment (WO0) and at theé @ntreatment (W6). Cell cycle analysis
(as previously described [33]) and western blotngjtieation, were performed on tumors

without docetaxel treatment or after 6 chemothe@mjes (week 6).

2.8 Statistical analysis
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Statistical analyses were carried out using theld?ad Prism 4 software (La Jolla, CA). To
analyze differences in protein expressiom\ftro or in vivo), the Mann-Whitney test was
used. The significance ah vitro cell viability and phospholipid analyses were gssaby
Wilcoxon test for matched paired samples. Spearn@sinwas used for correlation. P-values

below 0.05 were considered statistically significan

3. Results
3.1 Docetaxel induces a survival signaling pathway through a PKC/ERK-

dependent mechanism in the human breast cancer cell line MDA-MB-231

Subcellular fractions of MDA-MB-231 cells were pegpd (cytosol, membrane, and
nucleus). The relative purity of each fraction veagertained by western blot analysis using
anti-EGFR, anti-MEK, anti-LaminA/C antibodies as rkexrs of membrane, cytosol, and
nuclear fractions respectively (Supplementary Fg@1). After a 5-days exposure to
docetaxel (daily treatments), P-ERK1/2 levels werereased by 60% in membrane and
nuclear fractions of docetaxel-treated cells (*3fP001) (Figure 1A). Since PKCGand PK®
were reported to be involved in chemoresistance (8;12] and PKE in activation of ERK
by docetaxel [8], we examined their expressionsrafocetaxel treatment. Their expressions
were significantly increased in membrane (by 25%R&Ce, ***P <0.001 and by 30% for
PKC9, **P<0.01) and in nuclear fractions (by ~30% for PK&hd PK®, *P<0.05) (Figure
1B). We also noticed a transient increase of phogpdited-ERK associated with an increase
in membrane PKEandd levels as early as 15 min of the first day of tmeant (Figure 1C,

1D).
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Fig.l. Docetaxel treatment of MDA-MB-231 cells increases P-ERK1/2, PKCe and PKCd levels in
membrane and nuclear fractions. (A) and (B)-Cells were treated with or without docetaxel fordays
Subcellular fractions were analysed by western blud quantified by densitometryAX A Representative
Western blot (top, MW: Molecular Weight in kDa) aralative expression of P-ERK1/2 to pan ERK1/2 (mea
values + SEM, n=6) are presente) Relative expressions of Pik@nd PK® (mean values + SEM, n=4C)
and (D)- Cells were treated with or without acute doceltaaatment C) The expression of P-ERK1/2 and pan
ERK1/2 was determined by western blot in whole dgdlat. A representative western of 3 independent
experiments is presented (MW in kDY) Relative expressions of Pl€@nd PK® (mean values + SEM, n=4)
are presented. Cells were treated with or withaatethxel for 15 min. Subcellular fractions werelgsed by
western blot and quantified by densitometry. Stigas$ differences (from no docetaxel conditions} ardicated
as followed: ***P<0.001 **P<0.01 or *P<0.05 (MannsWney test).

PKC activation is closely related to membrane fattyironment. Phosphatidic acid
(PA) and other phospholipid classes (PC, PS, PISREand CL) were quantified by HPTLC
after the addition of docetaxel (treatment for 26, 30, and 60 min) (Figure 2A). Kinetic
studies identified an ~ 1.6-fold increase in PAelsvat 15 (**R0.01), 20 min (*R0.05) and

30 min (not significant). PA levels were increasg¢dhe expense of PC/PS, as observed at 15,

20 and 30 min after the addition of docetaxel<{®®5). At these time points, PC/PS levels
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were decreased by ~ 10% &®.05). After 60 min, the percentage of PA and PG#&&ned

to basal level. No change in any of the other phobpid classes was observed at these
different time points. To analyze whether P-ERKW&s dependent of PA/DAG induced by
docetaxel, propanolol and DAG kinase inhibitor {ioitors of the conversioof PA to DAG
and of DAG to PA respectively) were used. ERK1/2gphorylation induced by docetaxel
was blocked by inhibitors showing that the produttand an appropriate balance of these

second lipid messengers are required for ERK1/Zpiarylation (Supplementary Figure S2).
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Fig.2. PKC is involved in docetaxel-induced phosphorylation of ERK1/2, and PKC inhibition increases
docetaxel efficacy in MDA-MB-231 cells. (A) Relative levels (% of identified phospholipids) ifosphatidic
acid (PA), phosphatidylcholine (PC), phosphatidyitee (PS), phosphatidylinositol  (PI),
phosphatidylethanolamine (PE), sphingomyelin (SM)d acardiolipin (CL) after docetaxel treatment.
Phospholipids were quantified by HPTLC method (meanes + SEM, n=8)B) The expression of P-ERK1/2
and pan ERK1/2 was determined by western blot imlevitell lysat. Cells were pre-treated for 1h with
enzastaurin followed by docetaxel treatment thas applied for 15 minA representative western blot (top,
MW in kDa) and relative expression of P-ERK1/2 anfERK1/2 (mean values + SEM, n=5) are presen@\d. (
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Cell viability assay:Cells were co-treated with or without enzastaurd docetaxel for 5 days prior to MTT
assay (mean values + SEM, n=8)) (The expression of P-ERK1/2 and pan ERK1/2 wassasseby western
blot in transfected cells with non-targeting siRN&\CTL, n = 5) or directed against PKEsiPKCa, n = 3),
PKCe (SiPKC, n = 5), or PK® (siPKG, n = 5) (mean values + SEM). Statistical differenaes indicated as
followed: **P<0.01 or * 0.05 (Wilcoxon paired test for A and C and Mann-¥éy test for B and D).

To determine if PKC and ERK signaling pathway weneolved in cell survival, we
used pharmacological PKC inhibitors and small feteamg RNA targeting PKG (a
conventional PKC isoform), PKCand PK®@ (novel PKC isoforms). PKC inhibition by
enzastaurin (a pan-PKC inhibitor) blocked docetéx@liced ERK1/2 phosphorylation
(**P<0.01) (Figure 2B). The inhibition of the ERK suralvpathway by enzastaurin was
associated with a potentiating docetaxel efficasypbserved by cell viability assays (Figure
2C). The cell viability decreased from 98% to 728085 nM (*R0.05), from 78% to 49%
at 0.5 nM (**F<0.01) and from 50% to 31% at 0.75 nM (&@.01). Enzastaurin increased
docetaxel efficacy by ~30% for the tested dosemil&i results were observed with GF-
109203X (1 uM), another pan-PKC inhibitor (-29%cedl viability at 0.5 nM of docetaxel,
**P <0.01). In cells transfected with SIRNA-PK®r siRNA-PKG (Figure 2D), docetaxel
was unable to induce ERK1/2 phosphorylation, dernatisg a PKE/d-dependent ERK1/2
activation. In contrast, siPKC did not interfere with docetaxel-induced ERK1/2

phosphorylation. Efficacy of RNA interference wasntolled by western blot analysis

(Supplementary Figure S3).

3.2 DHA increases the efficacy of docetaxel and blocks PKCe/6-ERK and Akt in
MDA-MB-231 cdll line.
The table shows fatty acids composition of pho$iplus (PA, PC, PI, PE, PS
and SM) in MDA-MB-231 cells with or without DHA spfementation. Analysis of
phospholipids fatty acids reveals that DHA suppletaton led to an increase incorporation

of DHA in all phospholipid classes. The highestorporation of DHA in phospholipid
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classes was found in Pl and PC, with 8 and 6 fotdeiases in DHA levels, respectively
(**P<0.01). DHA supplementation led to an increase ofADHvel by 5-fold in PA
(**P<0.01), by 4-fold in PE (**R0.01), by 3-fold in PS (*#0.05) and 2-fold in SM

(*P<0.05).
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Fatty acids
Sat. @

MUFA @

n-6 PUFA ©®
n-3 PUFA
20:5n-3 (EPA)

22:6n-3 (DHA)
Total @

Composition of PA
n=5 n=5
Control DHA

240 + 223 +1,9

329 + 318 +2,2

105 + +0,7

0,6
3,6
6,2

+0,3
£2,7%
+2,9%

0,7
3.8

Composition of Pl
n=5 n=5
Control DHA

336 £1,3 352 *£2,2

273 1,1 253 =38

151 +4,4 147 +£3,5

04 0,1
0,7 0,2
21 £05

0,6
55
7,6

+0,3
+3,1*
+3,9%

Composition of PC
n=5 n=5
Control DHA

335 =* 355 +3,3

435 + 413 +4,4

4,6 47 +1.2

0,4
05 0,2
1,7 =06

0,7
3,2
4,9

+0,3
+1,9%
+2,5*

(1) Saturates included 14:0, 15:0, 16:0, 17:0, 1830, 21:0, 22:0, 23:0, 24:0

(2) Monounsaturates included 14:1, 15:1, 16:1, 17811n-9c, 18:1n-7c, 20:1, 22:1, 24:1
(3) n-6 Polyunsaturates included 18:2 n-6¢, 18:32062n-6, 20:4n-6, 22:2n-6, 22:4n-6
(4) n-3 Polyunsaturates included 18:3, 20:3n-352-3

Composition of PE
n=4 n=5
Control DHA

214 * 199 +

329 + 319 +

112 £ 8,9

15
33 14
75 3.3

2,1
13,2
17,2

+1,2
+8,1*
+9,7*

Composition of PS

n=3 n=

Control DHA

41,6 454

351 33,8

32 2,8

04 =01
06 =01
15 %03

0,3
1,9
2,8

3

+0,1
+1,5%
+15

Composition of SM
n=5 n=5
Control DHA

56,8 *4,4 59,7 *

301 44 301 =

2,0

0,3

11
1,4

+0,1
+0,5*
+0,6

Table. Fatty acid composition of phosphatidic acid (PA), phosphoinositol (PI), phosphatidylcholine (PC), phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylserine (PC)

and sphingomyelin (SM) in MDA-MB-231 cells. Cells were treated with DHA (30 uM) or vehiculeh@tol) overnight. After total lipids extraction, ggpholipids were
separated by TLC and fatty acids composition wadyard by gas chromatography (mean values + SEM)isgcal differences (from control conditionsgpandicated as
followed: **P<0.01 or *P<0.05 (Mann-Whitney test)
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Analyses of P-ERK1/2/panERK1/2 level ratios in katallular extracts showed that
docetaxel-induced ERK1/2 phosphorylation was regg@sn DHA-supplemented MDA-MB-
231 cells (**R<0.01) (Figure 3A). The inhibition of ERK pathway BHA was associated
with an increase in docetaxel efficacy, as obsermvedcell viability assays (Figure 3B).
Docetaxel was used at 0.35, 0.5 and 0.75 nM inppismented or DHA-supplemented cells.
We noticed that the docetaxel efficacy increased~89% for the three tested doses. For
example, at 0.5 nM of docetaxel, the cell viabiligcreased from 77% to 53% in DHA-
treated cells (**R0.01). The potentiating effect of DHA on docetaedlicacy was not
enhanced in the presence of enzastaurin, suggesiingommon mechanism of
chemosensitization linked to PKC inhibition. Théeet of DHA on docetaxel efficacy was
further confirmed in two other breast cancer cieles (MDA-MB-468 and SKBR3). With
docetaxel (0.25 nM), the cell viability decreaseohf 84% to 49% in DHA-treated SKBR3
cells (*P<0.05) and from 76% to 56% in DHA-treatéddDA-MB-468 cells (*P<0.05) (data
not shown).

Assays for total PKC activity showed an increasePiKC activity by 30% in
docetaxel-treated MDA-MB-231 cells for 5 days (*P8®) (Figure 3C). In DHA-
supplemented cells, the increase of PKC activitydbgetaxel was significantly reduced by
80 % (*P<0.05). PA production was also analyzedraious time points after docetaxel
addition in DHA-supplemented-cells (Figure 3D). W&ees an increase in cellular PA level
was detected during docetaxel treatment at 15 #hanid in unsupplemented cells (as
mentioned above, Figure 2A), its production wasfadher increased in DHA-supplemented
cells after anticancer drug addition. PA level ramad stable in DHA-supplemented cells
during docetaxel treatment and the consumption@®bPPI (the major precursor of PA and

DAG) was not observed (data not shown). Althoughoa-significant increase of PA was
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noticed in DHA-supplemented cells compared to upkrpented cells (no docetaxel) (Figure

3D), PKC activity was unaffected (Figure 3C).
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Fig.3. DHA blocks PKC/ERK signaling and chemosensitizes MDA-MB-231 cells to docetaxd. (A) A
representative western blot (top, MW in kCa)d relative levels of P-ERK1/2 to pan ERK1/2 (meatues +
SEM, n=5) were assessed by western blot in whdldysates. Cells were co-treated with DHA and dagel

for 5 days. B) Cell viability assay. Cells were co-treated withwathout DHA, enzastaurin and docetaxel for 5
days prior to MTT assay (mean * SEM, n=4}) PKC activity was determined as described in Materand
Methods (mean values SD, n=3) Cells were co-treated with DHA and doxeldor 5 days D) Phosphatidic
acid levels (% of identified phospholipids) wereaqtified by HPTLC in cells after supplementationnot with
DHA and the addition of docetaxel applied for 1®, 2nd 30 min (mean values + SEM, n=6). Statistical
differences are indicated as followed: **P<0.01*8<0.05 (Mann-Whitney test for A and C and Wilcoxon
paired test for B and D).

As mentioned above, docetaxel increases the ldvBK&e andd in the membrane
and nuclear fractions (Figure 1B). However, in DHépplemented MDA-MB-231 cells,
docetaxel was unable to modify the distribution thiese PKC isoforms and ERK

phosphorylation levels in these subcellular fraddiqFigure 4A, the full western blot is

18



available in Supplementary Figure S4). The levePETS1, a well-known nuclear target of
activated ERK, was not increased by docetaxel idBddated cells.

To determine whether DHA exerts its chemosensdgizffects through PK€and d
regulation, the effect of DHA and docetaxel wasneixeed in SiRNA PKC-transfected cells
(Figure 4B). While DHA decreased cell viability B27% (**P<0.01) in docetaxel treated
siControl or PK@ transfected cells, DHA decreased cell viabilityyohy 18% (*R<0.05)
and 17% (*R0.05) in cells transfected with siRNA-PK@nd siRNA-PK® respectively.
These data indicate that PEKCand PK® are targets of DHA to mediate its
chemosensitization effect.

We have extended this study to Akt pathway, anosigmaling pathway involved in
chemoresistance. Since the crosstalk between then@jor survival signaling pathways ERK
and Akt has been shown [38], we wondered whetretatk of the increase in the docetaxel
efficacy in cells transfected with siRNA-PKQr siRNA-PKG in non-DHA conditions,
could be attributed to an activation of Akt. In BIR-PKCe or —PK® transfected cells,
whereas P-ERK1/2 is down-regulated (as describeealin Figure 2D), we noticed an
overactivation of Ser473P-Akt suggesting a survo@npensatory mechanism (Figure 4C).
Therefore, the analyse of Ser473P-Akt level wasrektd to DHA and enzastaurin treatment.
As evaluated by densitometric analysis (Figure 40jecrease by ~ 50% of Ser473P-Akt was
measured under DHA or Enzastaurin treatment (witldmcetaxel) (*R0.05). Docetaxel
induced phosphorylation of Ser473P-Akt by 60%<B5). DHA or Enzastaurin inhibited
the activation of docetaxel induced-Akt €@.05 and **R0.01 respectively). Taken together,
these data suggest that an inhibition of the batha#nd ERK pathways is required to promote

an increase of docetaxel efficacy.
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test).
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3.3 Dietary supplementation with n-3 LCPUFA prevents ERK and Akt
phosphorylation induced during docetaxel chemotherapy in rat mammary tumors

Analysis of fatty acids composition in tumor phbsfipids reveals that feeding rats with
fish oil diet led to a strong incorporation of EEPUFA in the major phospholipids. The
supplementary table 1 shows fatty acids composiiophospholipids (PC, PI, PE, PS and
SM). PC and PE were the most diet-sensitive commsneith 3.5 fold increase in n-3 PUFA
levels. DHA was increased in the other phosphddifg ~ 2-fold, except in SM fraction.

In this study, tumor regression reached -70% ie tlocetaxel/n-3 LCPUFA group
(**P<0.01) compared to -30% in the docetaxel/controfitiomal group after 6 weeks of
treatment (**R0.01) (Figure 5A). As already observed, in the abseof docetaxel treatment,
the n-3 LCPUFA diet did not modify tumor growth J2@n order to determine whether n-3
LCPUFA were able to counteract tumor chemoresigtange regulating the ERK and Akt
survival pathways, western blot and densitometnalyses were performed in mammary
tumors from rats receiving a control or a n-3 LCPRH#nriched diet before (WO0) or after 6
weeks (W6) of docetaxel chemotherapy. The levebladsphorylated Akt (Figure 5B) and
ERK1/2 (Figure 5C) was strongly increased by 5-f¢t&<0.05) and 2-fold (*R0.05)
respectively in tumors receiving docetaxel chematbe. In the n-3 LCPUFA-supplemented
dietary group, the anticancer treatment did nowvatg the Akt and ERK signaling pathway
(Figures 5B and C). Even more, a 2-fold decreas®@ HERK1/2 levels was measured in the n-
3 LCPUFA tumors without chemotherapy &®05, Figure 5C). Finally, we show a
significant correlation between P-ERK1/2 level anchor regression between WO and W6 in
tumors obtained from both nutritional groups (r63).**P<0.01; Figure 5D). No significant
correlation between Ser473P-Akt level and tumoresgjon was observed. Taken together,
these data suggest that tumors with increased Ef¥aton were more resistant to docetaxel

treatment. Since ERK modulates cellular prolifenaticell cycle analysis was performed by
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flow cytometry on tumors. A reduction in the numbércells in the S-phase was observed in
tumors receiving docetaxel chemotherapy (-27 % @eagto tumors without chemotherapy).
This reduction was accentuated in docetaxel/n-3PUGmors (-53%, *R0.05, Mann

Whitney test) (supplementary table 2).
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Fig.5. Dietary supplementation with n-3 LCPUFA prevents ERK 1/2 and Akt phosphorylation induced by
docetaxel chemotherapy in the mammary tumor rat model. Female rats carrying mammary tumors were fed
a control diet (n = 14) or a n-3 PUFA enriched diet 14). When tumors reached 2%#® rats per nutritional
group were treated once a week with docetaxel fareéks. A) The beginning of chemotherapy was set as the
reference and tumor regression was calculatedeapditentage of tumor area variation between tigizer at
the beginning of docetaxel treatment (WO0) and atehd of treatment (W6)BJ Tumor protein extracts were
analyzed by Western blot for Ser473P-Akt and pah eéxpression (MW in kDa). Results were quantifigd b
densitometryand expressed as the ratio Ser473P-Akt to pan (8ktTumor protein extracts were analyzed by
western bloffor P-ERK1/2 and pan ERK1/2 expression (MW in kCRgsults were quantified by densitometry
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(n=8/diet group) were used to determine the caiitglgSpearman test = 0,63, ** R0,01).
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4. Discussion

n-3 PUFA such as DHA have been shown to decreasstance of experimental
mammary tumors to several chemotherapic agentsocaindrease survival and chemotherapic
efficacy in cancer patients [21, 22]. This studyaes for the first time that n-3 LCPUFA are
able, during docetaxel chemotherapy treatmennterfere with ERK and Akt pathways that
are involved in increased-cell survival and subsetjichemoresistance to taxanes. DHA
supplementation led to decreased membrane-andamagsociation of PK€and PK® in
MDA-MB-231 cells treated with docetaxel and resdltén the downregulation of
phosphorylated ERK1/2. Inhibition of P-ERK1/2 andr&/3P-Akt by DHA leads to
subsequent sensitization of these cells to dockt@ikese antitumor effects of n-3 LCPUFA
were further confirmed by a decrease of ERK and aivation in mammary tumors during
chemotherapy with a strong impact of ERK regulagorce its activation level was correlated
with tumor regression.
Docetaxel treatment induced ERK activation whichngolved in functions including cell
proliferation and prevention of apoptosis (reviewed39]). This paradoxical activation of
MAPK by an anticancer drug may contribute to chessmtance by promoting survival
pathway in human cancer cells. Our present stuéyn®@ promising field of research in the
methods designed to improve taxane efficacy inlpieal and clinical studies. In this study,
we showed increased membrane-and nuclear-assodét#t€d and PK® under docetaxel
treatment alone, associated with an activation ld ERK1/2 pathway in the same
compartments. Moreover, our kinetic studies idedifan induction of cellular PA level
during docetaxel treatment. Previous studies haperted that PA production determines the
output of ERK activation and is critical for thelidery of active ERK to the nucleus of
cancer cells [40]. Moreover, an increased PA leleing docetaxel treatment has already

been reported by Maestre et al., who also showbsesent DAG production related to the
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conversion between PA and DAG [14]. DAG producttiould also be induced by docetaxel,
since the enzymatic activity of PKC was increasgd 30% in docetaxel-treated cells.
Propanolol and DAG kinase inhibitor, inhibitorstbé conversionf PA to DAG and of DAG
to PA respectively, blocked ERK1/2 phosphorylatioduced by docetaxel showing that the
production and an appropriate balance of thesensleswessengers are required for ERK1/2
phosphorylation. Since DAG and PA are involved he translocation of PKCs from the
cytosol to the plasma membrane and their activatibe mechanism regulating PK4Z5
induction by docetaxel appears to be linkethinduction of these second lipid messengers.
While the actions of the various PKCs in the cargamesis process are controversial, PKC
seems to distinguish itself by its pro-oncogenie f(oeviewed in [41]).PKCe may also have
a role in resistance of tumor cells to anticangamés [8, 10]. PK@& is generally considered
to have opposite effect to PKGwith its growth inhibitory or pro-apoptotic effec{13].
However, several studies have shown that 8kK@uld also be a pro-mitogenic kinase due to
its ability to stimulate ERK in mammary tumor céhies [9]. In the present study, PKC
appears to act in concert with tésoform.

Our data demonstrate that DHA can inhibit the dmagltinduced translocation of
PKCe and PK® to membranes and nucleus and therefore prevenks &fRvation. The
inhibitory effect of the translocation by DHA coule attributed to a lack of PA burst since
docetaxel was not able to raise PA level in DHApgemented cells. We also show that DHA
was incorporated in all phospholipids including RAd there is accumulating evidences
showing that fatty acid composition of cellular m@ane phospholipids (such as Pl and PC)
can influence intracellular signalling pathways ,[22—-44]. Fatty acid composition of DAG
and PA is determined by that of the phospholipidcprsors, and this can influence the
translocation and activity of PKCs. Our results ateording to those Madani et al. that have

shown that DAG molecules containing EPA or DHAl& sn-2 position are less efficient to
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activate PK€ and PK® than those carrying arachidonic acid [45]. In tkigdy, the n-3
LCPUFA diet used for then vivo study contained both DHA and EPA. In addition td/A
we cannot exclude a potential effect of EPA. Indeedhemosensitizing effect of EPA has
been observed “in vitro” on MDA-MB-321 cells by owroup, with a lesser efficacy
compared to that of DHA (data not shown). This @ffef EPA on taxane efficacy is
corroborated by results already reported [46]

In addition to ERK regulation, we also show that Dkepressed docetaxel-induced
Ser473-Akt phosphorylation in mammary tumor cefleevious studies have established that
phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK-1) phayhétes Akt at the Thr308 site [47].
The identity of the Ser473 kinase(s) has beenvdudio date several candidates have been
proposed, including the mTORC2 complex [47] or RKSeveral studies have suggested that
specific PKC isoforms are required for Ser473-Akbgphorylation. These PKCs include
PKCa, the novel isoform PK€and PKQ [48-50]. We cannot rule out that one or several
PKC isoforms are involved in docetaxel-induced 38&kt phosphorylation but PK&Cseems
to be excluded since its downregulation upregul&ed73P-Akt (Figure 4C). Moreover, PA
or phosphatidylinositol triphosphate would be reedifor mTORC2 assembly or activation
[51, 52]. Therefore, the incorporation of n-3 LCPAUM membrane phospholipids could
modify complex mMTORC?2 activity leading to Ser473RtAegulation.

Enzastaurin, a well-known PKC inhibitor, also tasgéhe PI3K/Akt pathway [53].
Enzastaurin has been evaluated in phase Il cliti@dlto investigate the safety and efficacy
of enzastaurin monotherapy in patients with anguiwe- and taxane-pretreated metastatic
breast cancer. However, enzastaurin, administefted eghemotherapy, did not demonstrate
any significant antitumor activity in this patiepbpulation [54]. Our results showing that
enzastaurin can block the ERK signaling pathway sewbitized mammary tumour cells to

docetaxel, may suggest that administration of d@améas in combination with docetaxel
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chemotherapy (not in monotherapy) may improve turasponse and potentially disease-free
survival in breast cancer patients.

Given the extent of overlap and interactions betwtbe two major survival pathways
that are ERK and Akt (reviewed in [38]), an emeggstrategy in breast cancer therapy is to
target both pathway, as reviewed by Saini et &].[$he major inconvenient and the main
limitation of this therapeutic strategy is the cuative toxic side effects. In that regard, our
study clearly validates the use of n-3 LCPUFA tobiloit these two major survival pathways,
and n-3 LCPUFA are safe alternatives that are sev@ated with additional side effect [17—
20].

The present study reports that n-3 LCPUFA can gtyosensitize mammary cancer cells
to a major anticancer agent used in breast caresinient by interfering with PKC-ERK and
Akt survival pathways. Our preclinical data are sistent with the findings of two published
Phase Il trial using PUFA for patients treatedidorast and lung cancer [21, 22] and reinforce
the rationale for a phase Il clinical trial tegfithe importance n-3 LCPUFA supplementation
for conventional cancer treatment. Futhermore, ethfesdings may be of potential clinical

importance in treating chemotherapy-refractory eanc
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Figure S1. Relative purity of subcellular fractions. For cytosol preparations, membrane and nuclezteins
extractions, cells were prepared using a subcelftdationation kit. The relative purity of eacladtion (40 pg)
was ascertained by western blot analysis usingEBER, anti-MEK, anti-LaminA/C antibodies as maskef
membrane, cytosol, and nuclear fractions, respalgtiv
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Figure S2. Inhibition of conversion between DAG and PA blocks ERK phosphorylation induced by
docetaxel. Inhibitors of the conversion of PA to DAG (Propotal) and of DAG to PA (DAG kinase inhibitor)
were used. Cells were pre-treated for 1h with pnopE (50 uM) and DGK inhibitor (10 uM) followed by
docetaxel treatment (1 nM) that was applied forniis. Whole cell lysate were subjected to westerat bl
analysis for P-ERK1/2 and panERK1/2. Relative esgians of P-ERK1/2 to panERK1/2 (mean values +MSE
n=4) are presented. Statistical differences arieaeld as followed: *P<0.05 (Mann-Whitney test).
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Figure S3. Efficacy of RNA interference targeting PKC isoforms in MDA-MB-231 cells. Cells were

transfected with siRNA targeting PKQ(siPKCa), PKCe (siPKC), PKG (siPKG) or a non-targeting siRNA
used as a control (siCTL). 96H after transfecticgl)s were subjected to western blot analysis €& and

PKCd expression. After stripping, the same membrane repsobed with PK@ antibody and with Hsc70
antibody for loading control. A representative veestblot of 3 independent experiments is presented.
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Figure S4. DHA represses docetaxel-induced P-ERK1/2, PKCg, and PKCd&in membrane and nucleus.
Cells were co-treated with DHA (30 pM) and docetg®e75nM) for 5 days. Subcellular membrane andearc
fractions were analysed by western blot as destribefigure legend 4A. The non-cropping westernt bigo
shown. NA= not applicable.

34



Composition of Pl Composition of PC Composition of PE Composition of PS Composition of SM

n=6 n=5 n=5 n=3 n=4 n=6 n=4 n=5 n=4 n=6

Control Diet  FishOil Diet Control Diet FishOil Diet Control Diet  FishOil Diet Control Diet FishOil Diet Control Diet FishOil Diet
Fatty acids
Sat. @ 482 +43 485 +54 422 £52 445 *40 229 *19 254 =*49 457 =272 470 =5,0 645 =33 66,1 =*=3,3
MUFA @ 124 %22 148 *3,1 265 +52 253 +4.4 17,7 +*22 16,7 %26 298 *3,5 294 *54 270 *34 264 4,1
n-6 PUFA @ 304 6,8 264 =55 239 *272 203 *2.1 325 *£2,8 284 =50 139 *17 108 *2,8 24 +10 1,7 04
n-3 PUFA
20:5n-3 (EPA) 0,1 +0,04 08 +0,7* 01 +003 18 +06* |01 +01 30 £1,5* 01 +005 05 =<+02* |01 0,02 02 01
22:6n-3 (DHA) 1,0 +0,3 20 0,7 |10 0,1 21 +03* (2,7 06 6,0 +£21* 15 104 33 +£13* |02 +005 03 0,1
Total @ 15 *04 32 =13 |14 £0,2 49 *08* |33 +05 115 =£3,9% 20 0,6 55 +19* |06 0,1 08 +0,2

(1) Saturates included 14:0, 15:0, 16:0, 17:00,130:0, 21:0, 22:0, 23:0, 24:0

(2) Monoinsaturates included 14:1, 15:1, 16:1, 1781n-9c, 20:1, 22:1, 24:1

(3) n-6 Polyinsaturates included 18:2 n-6c¢, 18:38@2n-6, 20:3n-6, 20:4n-6, 22:2n-6, 22:4n-6
(4) n-3 Polyinsaturates included 18:3, 20:3n-35823

Table S1. Fatty acid composition of phosphoinositol (Pl), phosphatidylcholine (PC), phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylserine (PC) and sphingomyelin
(SM) in rat tumors. After total lipids extraction, tumor phospholipidé rats fed a control or a n-3 LCPUFA-enriched dfesh oil diet) were separated by TLC and fatty
acid composition was analysed by gas chromatogré@pkegan values + SEM). Statistical differences (frmomtrol conditions) are indicated as followed: £®01 or *P<0.05
(Mann-Whitney test).
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Docetaxel chemotherapy

Control diet

n-3 L CPUFA diet

Control diet

n-3 L CPUFA diet

% of cdlin S 6,1+ 4,5
phase

5,9+ 1,2

4,5+ 0,8

2,9+ 0,6 ()

Table S2 Dietary supplementation with n-3 LCPUFA accentuates the reduction in the number of celthen

S-phase in tumors under docetaxel chemotherapy.cgele analysis was performed by flow cytometrythwi
propidium iodide labeling on tumor extracts frone tB nutritional groups (mean values + SEM). Statbt
differences are indicated as followed: *P<0.05 (Makhitney test).
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Chapitre 3. Résultats complémentaires

1. Chimiosensibilisation au docétaxein vitro

Le DHA augmente la sensibilité au docétaxel d’'emvi30%. Les effets de I'EPA
(autre AGPIn-3LC : 20 :5n-3) et de deux acides gnaso-insaturés : I'acide palmitoléique
(16 :1n-7) et I'acide oléique (18 :1n-9) ont étetés. L'EPA (20 :5n-3) présent dans le régime
alimentaire des rats de I'étude animale, sensibiéigalement la lignée cellulaire MDA-MB-
231 au docétaxeCependant, comparé au DHA, son pouvoir sensibtlisamble moindre : a
une dose de 0.35nM de docétaxel, 'TEPA diminueiddiiité cellulaire de 11% (*p<0.05)
contre une diminution de 22% (**p<0.01) en présedeeDHA (igure 39). Les acides gras
mono-insaturés testés, l'acide palmitoléique (X671 et l'acide oléique (18 :1n-9)
n'augmentent pas l'efficacité du docétaxel.

Figure 39. Comparaison de I'effet
Docetaxel 0.35nM chimiosensibilisant de plusieurs acides gras a
1001 longues chaines de carbone.

*

** Test de chimiosensibilisation sur 7 jours. Les
cellules MDA-MB-231 sont co-traitées avec 0.35
nM de docétaxel +/- 30 uM d'acide gras. Pour
chaque condition, le résultat est exprimé en % de
viabilité cellulaire par rapport au contrdle apmiép

(non représenté sur la figure). M, moyenne +/-
AO

NN

80+

o
L

N
o ©
— |

Viabilité cellulaire
(%/controle)

\
\

% & SEM, *p<0.05, *p<0.01 (Mann-Whitney)

)
Controle DHA EPA AP
22:6n-3 20:5n-3 16:1n-7 18:1n-9

Précédemment au laboratoire, il a été montré qeadss oxydant était impliqué dans
I'effet sensibilisant des AGPIn-3LC aux anthracyeb (Colast al 2005, 2006; Germaiet
al, 1998; Vibetet al, 2008) et a la radiothérapie (Coktsal, 2004). Dans la lignée MDA-MB-
231, l'effet sensibilisant du DHA a la doxorubiciest aboli en présence d’'un antioxydant,
I' a-tocophérol (Germairet al, 1998). L'EC50 du docétaxel en présence de DHAdome
combinaison DHAd-tocophérol n’est pas modifié (respectivement, OndT et 0.29 nM)
(figure 40).
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Figure 40. Effet chimiosensibilisant
du DHA en présence d'a-tocophéroal,

100 —=— Contréle molécule anti-oxydante.

9 +—DHA . S .
g 80+ -& Contréle + a-tocophérol T,es.t d,e chimiosensibilisation sur 7 Jours
= :g 604 ©-DHA + a-tocophérol réalise avec une gamme de docétaxel.
o 6 Les cellules MDA-MB-231 sont co-
= g 40+ traitées par du docétaxel +/- DHA (30
§ =~ 20 . A UM) +/- a-tocophérol (10 pM). N =3,

- ~Secsessaoooy
> moyenne +/- SEM.

0

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Docetaxel (nM)

L’ a-tocophérol, connue pour ses propriétés anti-oxgdamt son effet protecteur
contre la peroxydation lipidique des phospholipide®bler et al, 1986), ne modifie pas
I'effet sensibilisant du DHA. Les différences dewilité cellulaire observées sur la figure 40
entre les cellules contrbles et les cellules tesitgara-tocophérol ne sont pas statistiqguement
différentes. Nous pouvons noter quetbcophérol tend & diminuer I'efficacité du docéthx

Une deuxiéme molécule anti-oxydante a été test@gout de thiourée (10 pM) ne

semble pas avoir d'impact sur I'effet du DHA (ns®&n montré).

Ces données suggerent que le stress oxydant miesmpliqué dans la sensibilisation
des cellules MDA-MB-231 au docétaxel par le DHA.

A. Effets biologiques de la chimiosensibilisation

Le MTT est un test couramment utilisé permettadvaluer la quantité de cellules
viables. Dans notre étude, ce test réalisé en fiogitaprés 7 jours de culture, ne permet pas
la distinction entre mort cellulaire et prolifé@ii La chimiosensibilisation est réalisée avec
de faibles doses de docétaxel et une applicatioon@fue correspondant a 4 traitements avec
un traitement par jour. Afin de mieux comprendeetion du docétaxel et d’étudier I'effet du
DHA dans notre modeéle, nous avons évalué : i) papee en mesurant I'activité des caspases
effectrices 3 et 7 et, ii) la prolifération celluka en évaluant I'incorporation de BrDU par
ELISA.

134



Ces parametres ont été évalués apres chaque jtnaitdenent. Les résultats présentés
dans la figure 40 correspondent aux effets @4 &t du 4™ traitement docétaxel+/-DHA.

L'objectif étant d'étudier le mécanisme de potdigaion, les conditions
docétaxel+DHA sont normalisées par rapport a ladicmm DHA seul. Le DHA seul, a
20uM, ne diminue pas l'incorporation de BrDU daes tellules MDA-MB-231 et augmente
I'activité caspase d’environ 20%. L'analyse desultass se concentre sur les faibles doses de
docétaxel, 0.35 nM et 0.5 nM, conditions dans lefiga on observe I'effet sensibilisant du
DHA (voir figure 32A, courbe de chimiosensibilisat).

Au deuxiéme jour de traitement, le docétaxel téndugmenter la prolifération

cellulaire figure 41A_BrDU). Cet effet précoce du docétaxel a égalerégnbbservé grace a
un systéme d’analyse cellulaire en temps réel (X@gdnce, Ozyme) (n=2, non montre). Un
co-traitement avec du DHA tend a contrecarrer defprolifératif précoce du docétaxel
(figure 41A_BrDU). A ce temps de traitement, le docétaxel dih pas d’apoptosdigure
41A activité caspase). Le test MTT de viabilité celitd, réalisé en parallele, ne serait pas
assez sensible pour traduire I'effet précoce olésau la prolifération cellulairefigure
41A viabilité cellulaire).

Au 4°™¢jour de traitement, aux doses de 0.35 et 0.5 eMiocétaxel tend a diminuer

la prolifération cellulaire figure 41B_BrDU) et induit de I'apoptosefiure 41B_Activité
caspase). Cela se reflete par une diminution deidhilité cellulaire globale figure
38B viabilité cellulaire). Le DHA tend a potentialiseeffet anti-prolifératif du docétaxel
(figure 38B_BrDU) mais ne semble pas potentialiser I'effetl&poptose induite par 'agent
anti-cancéreuxfigure 38B_activité caspase).

Ces expériences ont été réalisées avec une dosdgitle de DHA (20 uM) par
rapport aux expériences de chimiosensibilisatiassiue (30 UM de DHA) et n'ont pas été
reproduites un nombre de fois suffisant pour oleedes effets robustes et significatifs.
Malgré cela, ces données suggerent que l'effetopeedu docétaxel sur la prolifération est
moindre en présence de DHA alors que l'effet tadiifdocétaxel sur I'apoptose n’est pas
modifié en présence de DHA. Ainsi, l'effet sensg@ht du DHA serait le reflet d’'une
modification de la prolifération cellulaire. L’etfeensibilisant du DHA, a 20 uM, commence

a étre mesurable par le MTT a partir de 4 traitesen
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A Traitement Docétaxel+ DHA (20 uM)
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Figure 41.Evaluation de I'apoptose, de l'incorporation de BrOJ et de la viabilité cellulaire au cours du
protocole de chimiosensibilisation.

A_Schéma expérimental. Les cellules MDA-MB-231tsumtraitées avec du docétaxel et du DHA (20uM). L
BrDU est ajoutée au milieu de culture au momentrditement docétaxel+/-DHA et son incorporation slan
I’ADN est évaluée 18 h aprés. L'activité caspasketiabilité cellulaire par un test MTT sont évéhis environ
18 h apres le traitement docétaxel +/-DHA. B_ Ipcoation de BrDU, activité caspase et viabilitéludalre
correspondant a I'effet du 2éme traitement docétakeDHA. C_ Incorporation de BrDU, activité casgaet
viabilité cellulaire correspondant & I'effet dti"d traitement docétaxel +/- DHA. Moyenne +/- SD.
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Le protocole de chimiosensibilisation classiquereswond a 4 jours de co-traitement
docétaxel +/-DHA et un test MTT réalisé a J+7 (voatériels et méthodes). Les effets du
DHA semblant précoces, nous avons concu un praqoalr évaluer I'effet du DHA sur la
chimiosensibilisation au docétaxel a chaque joutrailement alors que le docétaxel continue

d’étre appliqué chaque jouigure 42A).

A la dose de 0.35 nM de docétaxel, la viabilitdutaire aprés 7 jours de culture est
diminuée de 15% avec un seul traitement DHA (n8)2@% avec deux traitements (ns), de
28% avec 3 traitements (*p<0.05) et de 31% averadetnents DHA (**p<0.01) f{gure
42B).

Les trois premiers jours de co-traitement appagaissuffisants pour observer un effet
sensibilisant maximal du DHA de 30%. UA"Sou 6™ co-traitement n'augmentent pas son

effet sensibilisant (non montré, n=3).

A Docétaxel B
| —a— Controle
= 1 TT DHA
1 TT DHA Jo | ..J1|J2| J3IJ4|J5|_|6|J7 T
M 3 T 1009~ I 27T DHA
ENS /I\ MTT £ ‘@ 3TTDHA
+ DHA 30uM S 80- =
DHA 30uM § B i i TR
£ eo S
3 i = T
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T [ S
o ~
\[/ V \b o !
2TTDHA | .n[ le J3[J4| J5| Jsl.n T'au 204 -
4 3 S 5
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docetaxel (nM)

Figure 42. Chimiosensibilisation des MDA-MB-231 awdocétaxel en fonction du nombre de traitements
DHA.

A_ Protocole de chimiosensibilisation sur 7 joucsrespondant aux conditions 1 et 2 traitements DHA.
Viabilité cellulaire obtenue par un test MTT a J«{A=4, moyenne +/- SEM, Test Mann-Whitney)T :
traitement

2. Etude des voies de signalisation

L'objectif de cette partie est de présenter destagpces complémentaires afin de
mieux comprendre I'effet du docétaxel et du DHA kg différentes signalisations, malgré
des données parfois fragmentées et préliminaires.

Deux types d'effets et d’expériences sont a diskmg i) des effets aigus observés

aprés une application de docétaxel sur les celtdaeséreuses mammaires MDA-MB-231 et
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i) des effets chroniques observés aprés plusieppdications de docétaxel sur les cellules
MDA-MB-231 ou dans le modeéle de tumeurs mammairasvo.

A. Etude de la signalisation PKC/ERK1/2

Modéle cellulaire MDA-MB-231

Nous avons montré qu’un traitement chronique paloleétaxel méne au recrutement
membranaire et nucléaire des PKS et augmente I'activité kinase des PKCs, ce qui est
associé a l'activation de ERK1/2. Le DHA bloquerezrutement, I'activité PKCs et la
phosphorylation de ERK1/2 induits par le docétaxsds données figurent dans la partie
résultats et correspondent a des traitements acuesi Nous avons verifie que l'effet du
DHA était également observable dans des conditiengaitement aigu (une application de
docétaxel).

Un pré-traitement de 2 h avec 30 uM de DHA sentiddguer les effets aigus du
docétaxel (1 nM de docétaxel appliqué pendant 1%).nkin effet, dans ces conditions, le
DHA semble inhiber i) la phosphorylation de ERKir@uite par le docétaxefigure 43A),

ii) le recrutement membranaire des PKS (figure 43A) et iii) I'activité kinase des PKCs

induite par un traitement aigu de docétakigufe 43B).
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Figure 43.Effet du docétaxel et du DHA sur 'activation de ERK1/2 et des PKCs aprés un traitement aigu.

Les cellules MDA-MB-231 sont pré-traitées avec 30 gie DHA pendant 2 h. Le docétaxel (1 nM) est api
pendant 15 min. A_ Fractionnement subcellulair@netlyse de la fraction membranaire par western(lala&
représentatif de deux expériences). B_ Activité RK€L).
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Modéle de tumeurs mammaires in vivo

Nous avons exploré la signalisation PKC dans le éldle tumeurs mammaires
chimioinduites chez des rats. L'expression geénigies PKCs a été évaluée par PCR
quantitative et la localisation subcellulaire dd§CPs/6 a été analysée par fractionnement

subcellulaire et western blot.

A Expression des ARNm de la PKCe B Expression des ARNm de la PKCS
1 1
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Docetaxel Docetaxel

Figure 44.Expression des ARNm des PK&/é dans les tumeurs mammaires de I'étude expérimentakhez
les rats.

Apres extraction des ARN des tumeurs enrichiesaupar des AGPIn-3LC et traitées ou non par du tdaeé
I'expression des genes d'intérét (PKCs) est quaetipar q-PCR puis normalisée par rapport a la moyales
Ct des génes de référence RPL13A et HPRT1 (doxpiriession n’est pas modifiée entre les différemtaipes
de rats) (n=6/groupes de rats, médiane)r la figure 29, p.118 pour la méthodologie dexpérimentation
animale.

Les AGPIn-3LC ne régulent pas I'expression des ARMwhant pour les PK4Z5 dans
les tumeurs mammaires de rafgyre 44). En ce qui concerne l'expression protéique,
I'expression membranaire des PKE& ne semble pas modifiée dans les différents grodpes
rats figure 45). Une tendance est a noter concernant une augioentde la PKE
membranaire sous docétaxel (p=0.154) et sa régnlaar les AGPIn-3LC (p=0.242). De
plus, nous ne notons aucune modification d'expoessies PKE/§ dans les fractions

cytosoliques et nucléaires (non montré).
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Figure 45.Expression membranaire des PKG et §
20 mg de tissu tumoral (n=6/groupes de rats) anipétlevés a partir de tumeurs mammaires consedares
I'azote. Un fractionnement subcellulaire a étéisgahvec le kit « subcellular protein fractionation cultured
cells ». La qualité de I'enrichissement des diffiées fractions a été validée sur quatre tumeurssigisode
maniére aléatoire, en utilisant comme marqueur meanaire l'anticorps anti-EGFR, comme marqueur
cytosolique I'anticorps anti-MEK1/2 et I'anticormmti-LaminA/C comme marqueur nucléaire. L'expressio
membranaire des PKCs est normalisée par rappant@réssion de la R-adaptine (médiane, test stpiessMann
Whitney). La régulation de P-ERK1/2 a été validéagices fractionnementsoir la figure 29, p.118 pour la
méthodologie de I'expérimentation animale.

En amont de ERK1/2, nous avons également étuatiéité de Ras (en collaboration
avec H.Bénédetti, CBM Orléans) et le niveau d’egpien de P-MEK1/2 dans les tumeurs
mammaires. L'activité de Ras n’est pas modifiée lpachimiothérapie ou par le régime
nutritionnel igure 46A). De plus, dans les tumeurs mammaires ayant §ésérs au
docétaxel, le niveau d’expression de P-MEK1/2 njgs$ régulé par le régime nutritionel
enrichi en AGPIn-3LC f{gure 46B). Ainsi, alors que l'augmentation de P-ERK1/2 par
docétaxel et la régulation par les AGPIn-3LC sdmgarvées une semaine apres la derniére
injection de chimiothérapie, I'activité de Ras &xpression de P-MEK1/2 en amont de

ERK1/2 n'apparaissent pas étre modifiées.
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Figure 46.Activité Ras et phosphorylation de MEK dans les turaurs mammaires in vivo.

A _Activité Ras évaluée a I'aide du kit Millipord_LESA (ref 17-497) a partir de tumeurs mammairessesnées
dans l'azote (n=12/groupe nutritionnel) B_Niveaupt®sphorylation de MEK1/2. L'expression de P-MEK1/
et MEK1/2 est analysée par western blot a partiysias totaux de tumeurs mammairésir la figure 29, p.118
pour la méthodologie de I'expérimentation animale.

B. Expression des phosphatases spécifiques de ERKIIRJISPs/MKPS)

Les DUSPs (ou MKPs pour MAPK phosphatases) sontireges de maniere
physiologique en réponse a lactivation de ERK1f{2participent a éteindre le signal
d’activation en déphosphorylant ERK1/2. Aprés uiémiothérapie par le docétaxel, la
diminution de I'expression de DUSP4/MKP2 dans désogreffes de tumeurs mammaires
(MDA-MB-231) est associée a une résistance aletraht et a I'activation de la signalisation
ERK1/2 (Balkoet al, 2012). De plus, il a été montré que le DHA augmdiexpression de
DUSP1/MKP1 (ARNm et protéine) dans un modéele caitalde cancer du poumon (Sewhi
al, 2008).

Dans notre modele cellulaire MDA-MB-231, un traitmh chronique de docétaxel
induit une activation prolongée de ERK1/2 qui peedyusqu'a 24 h apres le dernier
traitement (voir figure 33B). De maniére similaidgns les tumeurs mammaires, le signal
ERK1/2 induit par le docétaxel perdure une semaipees la derniere injection. Notre
hypothése était que le signal ERK persistant etigbibition par le DHA pouvait étre da a
une régulation des phosphatases. Nous avons étndi® isoformes connues pour
déphosphoryler ERK1/2 : DUSP1/MKP1, DUSP4/MKP2 éiSP6/MKP3 (Ducrueet al,

2005).
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Traitement aigu

Suite a un traitement aigu de docétaxel, nous agtudié I'expression protéigue des

DUSPs/MKPs. Il semblerait que le docétaxel induise augmentation de I'expression de
DUSP1/MKP1, DUSP4/MKP2 et DUSP6/MKP8glre 47). Ce signal physiologique serait

associé a l'inactivation progressive de ERK1/2 s traitement aigu par le docétaxel.

Docetaxel (1nM) Figure 47. Expression des DUSPs/MKPs en réponse a

un traitement aigu de docétaxel.

0 5 10 15 30 60 (min)

P-ERK1/2 — — = Les cellules MDA-MB-231 sont sevrées puis traitaesc
> ——— 1 nM de docétaxel. L’expression des différentes B/8st
DUSPL/MKPL PP PP — analysée par western blot (WB représentatif, n=2).

Des expériences controles ont été réalisées avec un
DUSP4/MKP2 — induction EGF (n=2, non montré).

!
DUSP6/MKP3 e -

Hsc70

Traitement chronique

La régulation de I'expression des ARNs des DUSPdMIKa été étudiée dans le
modele cellulaire MDA-MB-231 apres un traitementarhique avec le docétaxel. Nous
n’observons pas de mofication de I'expression desdith des DUSP1/MKP1, DUSP4/MKP2
et DUSP6/MKP3 quelle que soit la condition tesfégife 48).

Un traitement chronique de docétaxel ne semble ipdsire d’augmentation de
I'expression des ARNm des DUSPs/MKPs. Contraireraelidtude de Seriret al montrant
que le DHA augmente I'expression de DUSP1/MKP1 (ARMBt protéine) dans des lignées
cancéreuses d’origine pulmonaires, nous n'obserpasd’effet du DHA sur la régulation de
ce gene. Il conviendrait de réaliser une cinétidedraitement DHA sur le modéle cellulaire
MDA-MB-231.
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Figure 48. Expression des ARN de DUSP1, DUSP4 et BP6 dans le modeéle cellulaire MDA-MB-231

apres un traitement chronique.

Les cellules MDA-MB-231 sont traitées avec du dagét (0.75 nM) +/- DHA (30uM) pendant 4 jours et
récoltées aprés une application de 2 h du derragemnent. L'expression des MKPs est exprimée dauva
relative (Q=2“", géne de référen¢¢PRTJ) (n=2, moyenne).

Dans le modele de tumeurs mammairegivo, aprés 6 semaines de chimiothérapie, le

régime alimentaire enrichi en AGPIn-3LC ne modifexpression des ARNs d’aucune des

DUSPs/MKPs étudiéesigure 49). L'expression protéique de DUSP1/MKP1 a égalendé&it

analysée par western blot. Nous n’observons padiftirence d’expression protéique de

DUSP1/MKP entre les deux régimes nutritionnels shiiiothérapief{gure 49).
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Figure 49. Expression de DUSP1, DUSP4 et DUSP6 ddesnodeéle de tumeurs mammaires aprés 6

semaines de chimiothérapie.

L'expression des DUSPs/MKPs a été évaluée par gRERrésultats sont exprimés enGt (gene référence
HPRT1,n=12/ groupes nutritionnels, moyenne). L'expresqotéique de MKP1 a été évaluée par western blot
et quantifiée par densitométrie (normalisation deetiveau d’expression de Hsc70).
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Collectivement, ces données suggerent que la rigulale P-ERK1/2 par les
AGPIn3LC n’'impliquerait pas de régulation positivdes phosphatases DUSPs/MKPs

étudiées.

C. Etude de la signalisation PI3K/Akt

Modele cellulaire MDA-MB-231

L’hypothése de travail initiale ciblait la voie MAPERK1/2 dans la
chimiosensibilisation au docétaxel. Cependant, @aurscde notre étude, nous avons mis en
évidence une interconnexion entre la voie MAPK/ERXK@t la voie PI3K/Akt. Ainsi, dans
notre modele cellulaire, la chimiosensibilisatigdtessiterait I'inhibition concomitante de ces

deux voies de signalisation (voir chapitre 2 Réds)t

Un traitement aigu (une application) de docétaxeimide augmenter la
phosphorylation d’Akt sur la sérine 473 avec uneétique différente par rapport a la
phosphorylation de ERK1/2. En effet, alors queHagphorylation de ERK1/2 est induite par
le docétaxel dans les premiéres minutes d’apptioate docétaxel semble induire la P-Akt
ser473 a partir de 30 minutes d’applicatiigure 50A).

En revanche, la phosphorylation de la ser473 diAdtite par le docétaxel aprés un
traitement chronique semble perdurer de la mémeemamue le signal ERK1/Zigure
50B).

A_Traitement aigu n=1 B_Traitement chronique n=1
Docetaxel (1 nM)
15 min 2h 6h 18h
Ctle 5 10" 15 30" 1H
docé docé docé doce
P-ERK1/2 e - 3 ¥ ¥ ¥
LB = Pseri73Ak  N—— *
—— ~ - ——
P-Akt (ser473) R —
— — e S S Rouge
Rouge | ponceau |

Ponceau | M S S

Figure 50. Activation de la phosphorylation d’Akt r473 par le docétaxel dans les cellules MDA-MB-23
A Le statut de phosphorylation de la ser473 d’Adt &udié aprés un traitement aigu de docétaxdl)(rg-_
Statut de phosphorylation de la ser473 d’Akt apnédraitement chronique avec du docétaxel (4 aptidios,
0.75 nM, n=1) (mémes échantillons que le westeshrésenté figure 31_B1) * : membrane découpée.
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Deux événements de phosphorylation majeurs someseéires a I'activation
maximale d’Akt : la phosphorylation de la sérine84ia mTORC?2 et la phosphorylation de
la thréonine 308 via PDK1. Nous montrons que leethoel induit P-Akt ser473. Qu’en est-il
du statut de phosphorylation de la thr308 ?

Le statut de phosphorylation d’Akt a été exploréeapun traitement chronique avec
du docétaxelfigure 51). Dans ces conditions, le docétaxel n’'induit @apHosphorylation de
la thr308 d’Akt.

Figure 51. Statut de phosphorylation d'’Akt aprés un
traitement chronique avec du docétaxel dans les dales
P-Akt ser473 MDA-MB-231.

Densitométrie de WB (n=3)

2504
Aprés 4 jours de traitement avec 0.75 nM de doeétdrs

cellules MDA-MB-231 sont récoltées 2 h apres lendar
1504 P-AktThr308 traitement et le statut de phsophorylation d’Akerds3 et
L T - = thr308) est analysé par western blot sur lysat | tota
(densitométrie, n=3).

2004

P-Akt/Akt
% induction/controle

50+

n=3

Controle

docetaxel

Modéle de tumeurs mammaires in vivo

Le niveau de phosphorylation d’Akt (ser473 et @&Ba été étudié dans le modéle de

tumeurs mammairds Vvivo.

A_ Ser473 P-Akt/panAKt B_ Thr308 P-Akt/panAkt
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thr308 P-Akt/ pan Akt

Docetaxel Docetaxel

Figure 52. Statut de phosphorylation d’Akt dans lemodeéle de tumeurs mammaires de I'expérimentation
animale chez le rat.

20 mg de tissu tumoral ont été prélevés a partitudeeurs mammaires conservées dans 'azote (nxfigro
nutritionnel sans chimiothérapie et n=8/groupe intitmnel). Le lysat total a été analysé par western blot. Le
niveau de phosphorylation d’Akt est normalisé paxgdression d’Akt total (Mann-Whitney, *p<.0.05,
**p<0.01). Voir la figure 29, p.118 pour la méthodologie dexpérimentation animale.
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Le docétaxel, aprés 6 injections, induit la phasplation d’Akt ser473 et ne modifie
pas le niveau d'expression d’Akt phosphorylée surrdsidu thr308. Ces résultats sont
concordants avec ceux obtenus dans le modele aigdiutle MDA-MB-231 (figure 50).
L’induction de P-Akt serd73 est fortement inhibé&msl les tumeurs de rats ayant suivi un
régime alimentaire enrichi en AGPIn-3L@gure 52A). Le niveau d’expression de P-Akt
thr308 tend a étre inhibé dans les tumeurs mammalee rats ayant suivi un régime
alimentaire enrichi en AGPIn-3LC sous docétaxel(p53) {igure 52B).

3. Inhibiteurs pharmacologiques

A. Inhibiteurs pharmacologiques des PKCs

Nous avons montré que I'enzastaurine (inhibite@rptacologique de I'activité kinase
des PKCs) augmente la sensibilité des cellules MIEBx231 au docétaxel (voir chapitre 2,
Résultats). Nous avons testé I'effet sensibiligiioh second inhibiteur de I'activité kinase
des PKCs, le GF-109203X, sur les lignées celldai®A-MB-231 et MDA-MB-468. Dans
la lignée MDA-MB-231, cet inhibiteur augmente lieficité du docétaxel de 21% a 0.35 nM
(*p<0.05), de 28% a 0.5 nM (**p<0.01) et de 26%.250nM (**p<0.01) figure 53A). Un
nombre d’expériences inférieur a été réalisé darighée cellulaire MDA-MB-468 mais le
GF-109203X tend également a augmenter I'efficashit@océtaxel aux doses testées (-21%, a
0.25nM, p=0.625 et -18% a 0.35 nMig(re 53B).

MDA-MB-231 B MDA-MB-468

>

~
[3,]
1

Viabilité cellulaire
(%/controle)
3
Viabilité cellulaire
(%/contréle)

254 —*— Control 254 —=—Contréle 3
- ¥- GF-109203X n=6 -4- GF-109203X
c T L] T c L] L)
0 035 0.5 0.75 0 0.25 0.35
docetaxel (nM) Docetaxel (nM)

Figure 53. Chimiosensibilisation des cellules tumaies MDA-MB231 et MDA-MB-468 par un inhibiteur
de PKC, le GF-109203X.

Test de chimiosensibilisation sur 7 jours en présale GF-109203X (1 uM). A_MDA-MB-231 (n=6, moyenn
+/- SEM). B_MDA-MB-468 (n=3, moyenne +/- SEM). Tegiparié Wilcoxon, p<0.05*, p<0.01**,
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B. Inhibiteurs pharmacologiques de MEK1/2 et d’Akt

Inhibiteur pharmacologique de MEK (PD98059)

Le PD98059 est un inhibiteur de I'activité catajyie de MEK1/2. Son effet a été
étudié apres un traitement aigu (une applicatiodn)ages un traitement chronique (4
applications). Aprés une application de docétabeeRPD98059 bloque P-ERK1/2 induit par
une application aigué de docétax@jfre 54A). En revanche, le PD98059 ne bloque pas P-
ERKZ1/2 apres un traitement chroniqdigre 54B). Dans les deux conditions de traitements
(aigué et chronique), il semblerait le PD98059 isdua phosphorylation de la ser473 d’Akt
(figure 54A/B). Ces données suggerent que la voie MEK/ERK1/2cexen controle négatif
sur la voie Akt : l'inhibition de la voie ERK1/2 e le contrble négatif ce qui induit la

phosphorylation d’Akt (phénomene de « cross-inkohit> décrit par Mendozet al, 2011).

A Traitement aigu B Traitement chronique (4 applications, n=2)

Docétaxel 1nM
_— P-ERK/panERK

Ctle PD98059 Ctle  PD98059 P-serd73 Akt/Akt

4 et

P-MEK1/2 | - s e ‘ |— —— |
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Figure 54. Effet du PD98059, inhibiteur de MEK, sur’activation de ERK1/2 et d’Akt dans les cellules
MDA-MB-231.

A_Les cellules MDA-MB-231 sont pré-traités 1H avedD98059 (5uM), puis le docétaxel est ajouté pahd
15min a 1 nM (n=5 pour I'expression de MEK et dekKBR, n=1 pour I'expression d’Akt-P serd73, les xleu
western blot sont séparés par un trait pointilE)Les cellules MDA-MB-231 sont co-traitées pendénoburs
avec du docétaxel (0.75nM) +/- PD98059 (5uM). 2phea le dernier traitement, les cellules sont téesl
Quantification de P-ERK1/2 et de P-Akt (ser473) gansitométrie, normalisation par rapport a ERKet/2kt
respectivement (n=2, moyenne +/- //SD). C_ Testhdmiosensibilisation sur 7 jours (n=3, moyenneSEM).
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Par ailleurs, le PD98059 n'‘augmente pas leffiégadiiu docétaxel sur la lignée
cellulaire  MDA-MB-231 f(igure 54C). De la méme fagon, un autre inhibiteur
pharmacologique de MEK1/2 (UO126) n‘augmente l&fité du docétaxel sur la lignée
cellulaire MDA-MB-231 (n=3, non montre).

L’absence de chimiosensibilisation au docétaxgbr&sence d’un inhibiteur de MEK
(PD98059) pourrait étre expliquée par l'augmentatite la P-ser473 d’Akt et/ou par
I'absence d’inhibition de P-ERK1/2 lors d’un traitent chronique.

Inhibiteur pharmacologique d’Akt

Le MK2206 inhibe sélectivement I'activité kinaseAHtl, 2 et 3. Dans la lignée
cellulaire MDA-MB-231, l'inhibition d’Akt a été éwiée en présence de docétaxel. Le MK-
2206, inhibiteur d’Akt, éteint I'expression de P+{A&er473 en absence et en présence de
docétaxel sans affecter le niveau de phosphorylate ERK1/2 figure 55). Nous n’avons

pas de données d’efficacité du docétaxel en présgmcet inhibiteur.

Traitement chronique

Docetaxel Figure 55. Effet de [Iinhibiteur d’Akt MK2206 sur la
phosphorylation de ERK1/2 et d’Akt.

- +
P‘Emﬁ[ ———-—- ‘ Les cellules MDA-MB-231 sont co-traitées pendafbdrs en présence

MK2206 - +

ERK1/2 de docétaxel (0.75nM) +/- MK2206 (0.5uM). 2h apieés dernier
traitement, les cellules sont récoltées puis latlystal est analysé par
western blot (n=2).

P-Akt (serd73)

N=2

La sensibilité au docétaxel des cellules MDA-MB-28%té évaluée en présence de
l'inhibiteur VIII d’Akt, ciblant les isoformes 1 €2 d’Akt. L'inhibiteur d’Akt VIII n"augmente

pas la sensibilité des cellules cancéreuses mamsndilDA-MB-231 au docétaxel.
L’efficacité de cet inhibiteur n'a pas été testém mvestern blot dans des conditions de
traitement chronique.

Figure 56. Effet de l'inhibiteur VIII d’Akt sur la
MDA-MB-231 au

Stads sensibilisation des cellules
docétaxel.
754 o o i
Test de chimiosensibilisation sur 7 jours, 4 co-

s0{ =2 traitements, inhibiteur d’Akt VIII utilisé a 1pM A3

Viabilité cellulaire
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25 - Contréle R . e,
—a— inhibiteur Akt VIII De la méme maniére, la sensibilité

o
v

0 025 0.35 0.5 des cellules MDA-MB-231 a été évaluée en
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présence d’inhibiteur de MEK (PD98059) et d'inhdit VIII d’Akt. Le co-traitement des
cellules avec le PD98059 et linhibiteur VIII d’Akpendant 4 jours n'augmentent pas

I'efficacité du docétaxeffigure 57).

Viabilité cellulaire
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—a— Controle
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Figure 57. Effet de la combinaison PD98059 et
inhibiteur VIII d’Akt sur la sensibilité des cellul es
MDA-MB-231 au docétaxel.

Test de chimiosensibilisation sur 7 jours, 4 co-
traitements, inhibiteur d’Akt VIII utilisé a 1uM et
PD98059 a 5uM
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Chapitre 4.  Discussion et perspectives

Apres six cycles de traitement par le docétaxelrégime nutritionnel enrichi en
AGPIn-3LC augmente la régression tumorale d’envid@% dans un modele de tumeurs
mammaires autochtones chez le rat. L’analyse die ©glulaire réalisée sur les tumeurs, une
semaine aprées la derniere injection de docétaxahtna que le docétaxel diminue le nombre
de cellules en phase S et que cette réduction cestnmée par le régime AGPIn-3LC.
L’hypothese associant I'effet sensibilisant des AGBLC a une inhibition de la prolifération
est appuyée par des données préliminaires danedélencellulaire MDA-MB-231 montrant
que le DHA tend a diminuer la prolifération desldes au cours d’un traitement par le
docétaxel alors que le DHA ne semble pas augmdaoptose induite par le docétaxel
(figure 41).

Nous avons montré que linhibition concomitante demalisations ERK1/2 et Akt
par les AGPIn-3LC est nécessaire pour augmenticleité du docétaxel. Le mécanisme
d’activation de la voie ERK1/2 induite par le daoédl a été exploré dans un modele de
lignée cancéreuse mammainevitro. Collectivement, nos données montrent que I'atitva
précoce de ERK1/2 par le docétaxel est dépendamte dignalisation PA/DAG/PKES.

Le docétaxel induit une production de PA

Le doceétaxel induit une production d’acide phosioligiie (PA) transitoire et cette
synthese s’effectue au détriment de la PC. La giwyiation de ERK1/2 par le docétaxel
dépend d'un équilibre entre les seconds messagadiqlies DAG et PA, car l'inhibition
pharmacologique de la DAG kinase et de la PA phospatase bloque I'activation de
ERK1/2. Ainsi, I'équilibre entre PA et DAG permeiilr d’induire le recrutement des PKCs,
leurs activités et la phosphorylation de ERKL1ijufe 58). Nous pouvons envisager
d’étudier I'effet de I'inhibition de la DAG kinaset de la PA phosphatase sur le recrutement
membranaire des PKG et sur I'activité enzymatique PKC afin de compidigtude.

Nous avons identifié les PK® comme PKCs activées par le docétaxel, qui induit
leur recrutement membranaire. De plus, leur inkmbitpar ARN interférents bloquent P-
ERK1/2 induit par le docétaxel. Nous ne pouvons @adure pour l'instant que d’autres

PKCs soient recrutées et activées par le docétheelr identification pourrait passer par
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I'utilisation d’ARN interférents avec mesure de ci@ité enzymatique des PKCs sous

docétaxel.
PI(4,5)P2 PC PC
PLC PLD ) . o
Figure 58. Effet du docétaxel sur la signalisation
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La voie meétaboligue conduisant a la production de gar le docétaxel reste a
éclaircir. Plusieurs enzymes, PLCs ou PLDs, peugart activées pour hydrolyser les PCs.

Des arguments suggerent que la PLD et la PA phtesgdhgaont responsables de la production

du PA puis du DAGf{gure 58). Premiérement, des expériences préliminaires mongue le

docétaxel n’induit pas de variation de calcium aoglilulaire dans les cellules MDA-MB-
231(docétaxel 1nM et 10 nmM, n=2, non montré). tadpction de PA ne s’effectuerait donc
pas par la PI-PLC car la métabolisation du PI deumduire la synthese concomitante d’lIP3,
conduisant a un relargage de calcium du réticul@ms résultats sont confortés par la
quantification des phospholipides qui montrent colesommation de PC. Cependant, il existe
aussi une PLC (PC-PLC) qui peut hydrolyser la PQrpobtenir du DAG et une
phosphocholine. L’inhibiteur qui peut étre prop@sir de futures expériences est le D609,
inhibiteur de PC-PLC. Cependant, dans des cellldesémiques, il a été montré que le
docétaxel induit une production de PA suivie d'ymmeduction de DAG. Cette derniére est
bloquée par un inhibiteur de PA phosphatase (prapo§ alors que I'inhibiteur de PC-PLC
(D609) n'a pas deffet (Maestret al, 2003). Collectivement, ces résultats suggéereet qu
I'activation de PLD et non de PLC serait responsalal la production de PA.

La littérature est en faveur de cette voie métgpeli La production de PA par le

docétaxel serait dépendante de I'activité PLD. tet,al a été montré que le docétaxel induit

une activitt PLD (Choet al, 2008a). Le mécanisme de cette activation semritalix
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microtubules. En effet, leur perturbation modugetivité PLD (Dhonukshet al, 2003; Chae
et al 2005). L'interaction entre la PLD2 et la tubuliifere est associée a une diminution de
I'activité PLD. Le paclitaxel, en favorisant la goiérisation des microtubules, diminue la
quantité de tubuline libre et augmente l'activitéDP(Chaeet al, 2005). Ainsi, le principe
méme du docétaxel figeant les microtubules polyséériinduirait une production de PA.
L'utilisation d’inhibiteur pharmacologique de PLB.¢. BML-279, inhibiteur de PLD1 et de
PLD2) pourrait permettre de le confirmer, en quétt le PA et/ou en évaluant le niveau de

phosphorylation de ERK1/2 sous docétaxel.

Mécanisme d’inhibition de la voie PA/DAG/PKC par [BHA

Nos données montrent que le DHA bloque l'augmemtatransitoire de PA, le
recrutement des PKS, l'activité PKC et,in fing, la phosphorylation de ERK1/fidure 59).

Effet du DHA PC  Figure 59. Effet du DHA sur la signalisation
. 33 PA/DAG/PKC/ERK1/2
DAG kinase s L/

DAG PA
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kinase PKC

m==] Recrutement PKCe/8

Wie/ o\ 'V

\%
we] P-ERK1/2

La premiere hypothese pour expliquer ces résudisttsjue le DHA inhibe I'activité
PLD, ce qui bloquerait la production transitoire BA induite par le docétaxel. Il a été
rapporté que linhibition des PLDs provoque une raegtation basale de PA par un
mécanisme de compensation impliquant les DAG kmé&atonesclet al, 2010; Bechouat
al, 1998). Dans notre modele cellulaire, nous obserwvque le DHA augmente la quantité
basale de PA (figure 35C). Nos données sont dompatbles avec un effet inhibiteur du
DHA sur l'activité PLD. Malgré cette hausse de RActivité PKC n’est pas induite sous
DHA. Cette absence d’induction pourrait étre assm@ un pool de PA métabolique, sans

fonction de signalisation. En effet, la signalisatiest déclenchée par une variation
152



guantitative transitoire de seconds messagersdiyeg et non par une augmentation globale
et constante.

L’inhibition de la PLD par le DHA pourrait s’expliger par la modification de la
localisation membranaire de I'enzyme. Il a été morgue le DHA exclut la PLD1 des
radeaux lipidiques (Diazet al, 2002). Ainsi, en s’intégrant dans les phosphdépi
membranaires et en désorganisant les nanodomaimgsbnanaires, le DHA pourrait
perturber la localisation et I'activité des PLDksérait intéressant d’évaluer I'activité PLD

dans notre modéle cellulaire pour confirmer I'effatdocétaxel et I'effet du DHA.

Une deuxieme hypothese est liée a la compositicaitgtive des phospholipides
membranaires, qui pourrait également expliquefdtedu DHA sur le recrutement des PKCs.
Il est connu que la composition en acide gras d@DAodifie I'activation de la signalisation
en aval (Madanet al, 2001, 2004). En effet, une molécule de DAG efsterien sn-2 avec du
DHA induit une activité¢ moindre de la PK@t de la PK@ par rapport a une molécule de
DAG contenant de I'acide arachidonique en sn-2 @naet al, 2001). Cette hypothese est en
accord avec nos données puisque le DHA est incdrgans les phospholipides précurseurs
des seconds messagers lipidiques. Par conségu &, ét/ou le DAG produits en réponse au

docétaxel seraient enrichis en DHA, ce qui blogtiégaecrutement des PKCs.

Signalisation PI3K/Akt induite par le docétaxel etgulée par le DHA

Nous avons montré que le docétaxel induit la sigsmizon MAPK/ERK1/2 ainsi que
la phosphorylation de la ser473 d’Akt. De maniétengante, le docétaxel ne semble pas
affecter le niveau de phosphorylation de la thr8@%&t. Actuellement, la littérature présente
le complexe mMTORC2 comme responsable de la phogglion de la ser473 d’Akt, mais

certaines PKCs ont aussi été impliquées dans ettgphorylation.

Des données expérimentales associées aux donnéés lieerature permettent
d’émettre plusieurs hypothéses quant aux mécanismgdosphorylation de la ser473 dAkt
par le docétaxel et de sa régulation par le DHA :

)] Mécanisme lié a la production de PA: le PA seraduis pour I'assemblage du
complexe mTORC2 et linhibition de PLD bloque laogphorylation de la ser473
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d’Akt (Toschi et al, 2009). Le DHA en inhibant la PLD et/ou en modifida
composition du PA pourrait réguler négativementtsginement.

i) Mécanisme lié aux PKCs : certaines isoformes de KA été impliquées dans la
phosphorylation de la ser473 d’Akt comme la R{@a DNA-PK, Luet al 2006), la
PKCo (Partovian & Simons, 2004) et la PKCAederet al, 2004). Nous avons montré
gue I'enzastaurine, inhibiteur de I'activité catajye des PKCs bloque P-Akt ser473
induit par le docétaxel. Cependant, cet inhibitpourrait exercer une inhibition
directe d’Akt, indépendante des PKCs (Greaff al, 2005). Il serait intéressant
d’identifier toutes les isoformes de PKCs activges le docétaxel en réalisant un
criblage par ARN interférence et une mesure ddiVid¢ PKC sous docétaxel. Dans
ce contexte, le DHA pourrait inhiber la P-ser473ld’en perturbant le recrutement
des PKCs, comme décrit précedemment.

1)) Des mécanismes de « cross-inhibition » entre lesswde signalisation ERK1/2 et Akt
ont été decrits (Mendozet al, 2011). Classiquement, ce mécanisme est révelé par
linhibition chimique d’'une voie de signalisationle blocage d'une voie induit
I'activation de I'autre (Hoeflictet al, 2009; Mendozat al, 2011). Dans notre étude,
l'inhibition de la voie ERK1/2 par un inhibiteur me& a 'augmentation du niveau de
phosphorylation de la ser473 d’Akt. Nous pouvonseira I'hypothése que la
signalisation ERK1/2 exerce un rétrocontrole négaii Akt. L’inhibition de ERK1/2,
physiologique ou chimique, léverait ce rétrocorrél conduirait a I'activation d’Akt.
Notons que cette hypothése ne semble valide quewtaoontexte de traitement aigu.

Plusieurs études montrent que les AGPIn-3LC régukersignalisation PI3K/AKkt.
Cependant, les mécanismes moléculaires de cetidatién restent trés élusifs. Une étude
montre que les AGPIn-3LC inhibent l'activité kinade PI3K et d’Akt et associe cet effet a
'augmentation de I'expression de la quantité d’ARNle PTEN (Ghosh-Choudhuet al,
2009). Gu efal. associent la régulation d’Akt-P thr308 a la rel@ation cytoplasmique du
PIP3 et a l'inhibition du recrutement membranaieeRDK1 induite par le DHA (Get al,
2013). Enfin, deux études montrent que le DHA ietibAkt ser473 (Schlest al, 2005; Sato
et al 2013) et suggerent une régulation liee a linooagon du DHA dans les
phospholipides, qui affecterait I'interaction enftkt et la ser473 kinase.

Afin d’éclaircir le mécanisme de phosphorylationldeser473 d’Akt par le docétaxel
et d’identifier le mécanisme de régulation du DHAgconviendrait d’identifier la kinase
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responsable de cette phosphorylation dans notr&lmadllulaire. L'implication de mTORC2
et/ou de PKCs dans ce mécanisme pourrait étre earpar ARN interférence.

Dynamique et localisation du signal

Actuellement, nos données n’ont pas permis deikmralle maniére précise, au niveau
cellulaire les acteurs moléculaires mis en jeu (PHRCD, ERK, Akt). Un aspect tres
important de la signalisation lipidique et prot@gest la localication sucellulaire des signaux
et leur dynamique. Des expériences dimmunocytofiscence (marquage PKC) ont éte
réalisées sans succes. Les anticorps utilisés sergepas avérés suffisamment spécifiques
et/ou les techniques de fixation et de perméakibisgpas adéquates. Dans le contexte de la
signalisation, l'utilisation de techniques permettd’'analyser la signalisation en temps réel
sur des cellules vivantes serait plus pertinents t&chniques basées sur I'imagerie FRET
permettent de suivre l'activation ou l'activité desases ERK1/2, Akt et PKC (Oldach &
Zhang, 2014). Le laboratoire d’Alexandra Newtoreaalisé dans I'étude de la signalisation
PKC, a également développé des sondes permettastivde la production de DAG au
niveau des difféerentes membranes biologiques (ptasan Golgi, noyau) (Gallegos &
Newton, 2008; Gallegost al, 2006). De tels outils demandent un effort de tigpmement
mais les avantages résultant de leur utilisatioteemes de compréhension de la signalisation
sont considérables.

Par rapport a nos données issues de fractionneswdntellulaire, si le terme
« membrane » est associé de maniére instinctisengembrane plasmique, le fractionnement
membranaire englobe les protéines associées a fabrape plasmigue mais aussi aux
endomembranes (réticulum endoplasmique, golgi dbamondrie). Il serait intéressant
d’étudier la localisation précise des PKCs activgémsle docétaxel. En effet, il a été montré
que l'activité des PKCs suit la cinétique de praaucdu DAG : rapide et transitoire a la
membrane plasmique, plus tardive et persistante radmbrane golgienne (Gallegekal,
2006; Satoet al, 2006). De plus, il serait intéressant d’étudeeddcalisation des PKCs au
niveau du cytosquelette. En effet, il a été suggéeél'activation de ERK1/2 par le docétaxel
pourrait étre associée a la redistribution subtzételi de la PKE induite par la stabilisation
des microtubules (Mhaidat al, 2007a).
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Chimiosensibilisation au docétaxel

La sensibilité de la lignée cellulaire MDA-MB-2311 docétaxel est augmentée par le
DHA et par I'enzastaurine. En présence de docétéex&HA comme I'enzastaurine inhibent
P-ERK1/2 et P-Akt ser473.

Nous n’avons pas observé d’effet sensibilisant aeéthxel en combinant un
inhibiteur de MEK (PD98059) et un inhibiteur d’AKinhibiteur VIII sélectif d’Aktl et
d’Akt2). Afin de pallier le manque d'efficacité dénhibiteur de MEK, il conviendrait
d’utiliser un inhibiteur de I'activité kinase de ER/2, récemment découvert (Morr al,
2013). De plus, l'utilisation d’'un inhibiteur cibiales trois isoformes d’Akt (e.g. MK-2206)
serait plus judicieux, car Akt3 pourrait jouer uerimportant dans la lignée celulaire MDA-
MB-231 (lacovidet al, 2013; Rebecca Chat al, 2015).

Les études rapportant une augmentation de l'eff&€adu docétaxel (et/ou du
paclitaxel) par le ciblage pharmacologique de MEX&6nt dans un contexte apoptotique
(traitement aigu de 24/48 h avec de fortes dosdaxa@me, de 10 nM a 1uM) (Seidmeinal,
2001; MacKeigaret al, 2000; Yuet al, 2001; MacKeigarmet al, 2002).

Dans nos conditions, nous avons montré que I'ageptoest pas impliquée dans le
mécanisme de sensibilisation (figure 41, Activigsmase). En effet, nous utilisons de faibles
doses de docétaxel et un traitement long. Cepenciaprotocole semble pertinent par rapport
a la clinique puisqu’une étude pharmacocinétiquatreoque 8 jours aprés une injection de
docétaxel (35mg/A), la concentration plasmatique de I'agent est.8enM (médiane) (Baker
et al, 2004).

Microtubules et signalisation

Une des difficultés majeures pour étudier le miéstae de chimiosensibilisation au
docétaxel par le DHA a été la différence entredgutation de la signalisation aprés un
traitement aigu et un traitement chronique, illéstpar la cinétique de phosphorylation et de
déphosphorylation de ERK1/2 (transitouersuspersistant).

La régulation de ERK1/2 induite par un traitemefiguade docétaxel semble
« physiologique » avec la présence d’'un mécaniseneéttocontréle négatif, probablement
via les phosphatases DUSPs/MKPs. Dans ce contes, avons montré que le DHA inhibe

les événements qui ménent a I'activation de ERK1/2.
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Suite a un traitement chronique avec du docétakattivation des voies de
signalisation semble persister dans le temps, ceuggére un défaut de rétrocontrdle négatif
et/ou une signalisation figée, non dynamique. No@ipouvons pas exclure des mécanismes
associés a la perturbation de la dynamique desotulmles. Il est méme tentant de
rapprocher [I'activation persistante des signauxragdllulaires a la dynamique des
microtubules qui doit étre figée apres plusieurggade traitement avec de faibles doses de
docétaxel. De maniére intéressante, il existe idas kentre les microtubules et les difféerentes
signalisations étudiées (PLD, PKC/ERK et Akt).

Ainsi, comme décrit précédemment, la stabilisaties microtobules augmente
I'activité PLD (Chaeet al, 2005). La stabilisation des microtubules pouraai$si participer a
la relocalisation des PKCs (Schmadt al, 1996; Mhaidatet al, 2007a) et a l'activation
subséquente de ERK1/2 (Mhaiddtal, 2007a). Enfin, il a été montré que l'interactabAkt-

P ser473 avec les microtubules protége Akt de phakphorylation et mene a l'activation
prolongée d’Akt (Jaet al, 2014). Ainsi, la stabilisation des microtubuleduite par un agent

tubulo-affin pourrait altérer la signalisation itellulaire en modifiant la disponibilité des
protéines de signalisation (exemples de la PLD eelad PKG) et/ou en séquestrant des
protéines dans un état actif (exemple d’Akt).

Nous avons montré que le DHA régule négativementsignaux persistants induits
par le docétaxel. Nos analyses préliminaires njmag permis de mettre en évidence une
augmentation des phosphatases spécifiques de ER{IEPs/MKPs). Cependant, il
conviendrait de réaliser des expériences de cunétie traitement DHA en examinant le
niveau d’expression des ARN et des protéines DUNBIRBS. De plus, le DHApourrait aussi
réguler des phosphatases non spécifiques impliggges I'inactivation de ERK (e.g. PP1,
PP2A) et/ou d’Akt-Pser473 (PHLPP). L'étude des phasases pourrait s'avérer intéressante
car il a été montré que le PA diminue I'activité B1 et PP2A (Jones, 2002; Jopes,
2005a; Gaet al, 2013).

Si les effets d’'une modification de la compositi@m acides gras des PLs
membranaires sur la signalisation intracellulagest bien documentés, a ma connaissance, il
n'existe pas de données sur l'effet de la compmosign acide gras des phospholipides
membranaires sur la régulation de la dynamique ytosquelette et cela ouvrirait une
perspective intéressante. Le DHA limite-t-il la gégtration des protéines ERK ou Akt sur les
microtubules ce qui pourrait permettre leur déphosgation plus active ? Au vue de la

157



connexion entre cytosquelette et membrane, ilregssageable d’émettre une hypothése quant
a la régulation de la dynamique des microtubulesipa supplémentation en DHA.

Nos données étayent I'hypothese que les effets élA Bur la signalisation

intracellulaire sont liés a son incorporation dessphospholipides membranaires des cellules

cancéreuses MDA-MB-231. Cette hypothese impliqudlonage de la signalisation des son
origine, a la membrane plasmique. Il est établipgjusieurs jours d’exposition au DHA méene

a son incorporation dans les phospholipides menaimesdans différentes lignées de cellules
cancéreuses humaines (Mahébal, 2005; Guet al 2013). Cependant, une exposition
cellulaire courte (3 h) avec du DHA suffit a leroetver sous forme estérifié dans les

phosholipides membranaires (Richardson & Wurtman/2.

Les effets de lincorporation du DHA dans les PLenmbranaires peuvent avoir
d’autres conséquences biologiques que celles déadians cette étude. En effet, en I'état
actuel, ces travaux de thése ne permettent pa<ldiexlimplication d’'une régulation
génique via les PPARSs et/ou la modification du toéiame des AGPI dans le mécanisme de

sensibilisation des cellules tumorales mammairedoa@taxel par le DHA.
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L'épiréguline, membre de la famille EGF, une nouvé¢ cible

moléculaire des AGPIn-3LC

Chapitre 1. Contexte et démarche scientifique

Une supplémentation nutritionnelle en AGPIn-3LC homé la réponse tumorale aux
agents anticancéreux (Bionaxa al 2008; Calvielloet al, 2009; Bougnouxet al, 2010b;
Kornfeld et al, 2012). Il a été rapporté un effet antiangiogéaiges AGPIn-3LCLC ou de
leurs dérivés métaboliques (Coktsal, 2006; Rose & Connolly, 1999; Szymczetkal, 2008;
Zhanget al, 2013). Au laboratoire, il a été montré que l'aggration de la sensibilité des
tumeurs mammaires a I'épirubicine (anthracyclintediedocétaxel (taxane) est accompagnée
d’'une diminution de la vascularisation tumorale l@Set al, 2006; Kornfeldet al, 2012).

Alors que la vascularisation tumorale permet lavdéhce de I'agent thérapeutique,
'apparente contradiction entre I'augmentation dxffitacité de la chimiothérapie et la
diminution de la vascularisation est expliquée lgaconcept de normalisation vasculaire
(Jain, 2005)figure 60).

Vascularisati Vascularisation  Figure 60. Modéle de normalisation
ascularisation i i . L .
Veseulansation tumorale vasculaire  par une thérapie

hysiologique isé . S .
py WSS i normalisée 4 htiangiogénique anti-VEGFR2.

A
fu

A Modeéle schématique de
vascularisation.  B_Microscopie  bi-
photonique de réseaux vasculaires. De
droite a gauche : vaisseaux sanguins
normaux de muscle squelettique,
vaisseaux sanguins d'un carcinome
colorectal humain, vaisseaux sanguins
d’'un carcinome colorectal humain trois
jours aprés Il'administration d'un
anticorps anti-VEGFR2. C_Schéma
représentant le recouvrement des
vaisseaux sanguins par les péricytes (en
vert) et la membrane basale (en bleue).
Modifié d’apres Goel et al. 2011.
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Sous l'action de facteurs pro-angiogéniques erdrdirune prolifération et une
migration incontrélées des cellules endothéliales,vascularisation tumorale est moins
fonctionnelle. En effet, elle présente des vaissdatiueux, dilatés et tres perméables (Goel
et al, 2011). A la difference d’'un arbre vasculaire pblgjique structuré en vaisseaux de
gros calibre, en artérioles, puis en capillaires, réseau vasculaire tumoral n’est pas
hiérarchiséfigure 60A).

Les capillaires (micro-circulation) constituent urane d’échanges pour les molécules
comme 'oxygéne, les nutriments ou encore les nubéscthérapeutiques. La mauvaise qualité
de la vascularisation tumorale méne a un flux sengetérogene, avec des zones non
perfusées, et peut affecter la délivrance des nécthérapeutiques (Fukumura & Jain,
2007). Des données expérimentales indiquent quéraigsments antiangiogéniques peuvent
« normaliser » la structure et la fonction des seasix tumoraux (Goedt al 2011). La
normalisation vasculaire est caractérisée par imendtion de la perméabilité des vaisseaux
et une meilleure architecture menant a une dinonutie I'hypoxie tumorale et de la pression
interstitielle (qui s’oppose a la délivrance deg€at anticancéereux) (Goet al, 2011). Il a été
montré que la normalisation vasculaire induite pae thérapie anti-VEGF augmente la
délivrance intra-tumorale des molécules thérapaatig(Tonget al 2004; Chauharet al,
2012; Jain & Stylianopoulos, 2010).

Au laboratoire, il a été montré qu'une supplémeomanutritionnelle en AGPIn3LC
diminue la vascularisation tumorale avant mémeéleutl de la chimiothérapie (Colas al,
2006; Kornfeldet al, 2012). Kornfeld etal. montrent que les AGPIn-3LC réduisent la
pression interstitielle qui forme une barriere adiivrance de l'agent anticancéreux, et
diminuent la résistance des tumeurs mammaires aatalel (Kornfeldet al, 2012). Ces
données suggerent que les AGPIn-3LC, par leurraetiti-angiogénique, pourraient réguler
la vascularisation tumorale sur le plan fonctiorgtebermettraient d’augmenter la délivrance

des agents chimiothérapeutiques.

Dans le modele de tumeurs mammaires chimioindyis le NMU utilisé au
laboratoire, la vascularisation tumorale a été @aga par une technique d’échographie avec
agent de contraste au cours d’'une chimiothéragiasi® de docétaxel. Le développement
d'une nouvelle méthode d’'analyse a permis de disngr les différents compartiments
vasculaires tumoraux (micro-, médium et macro-vias@ation) (Mahéeet al, 2012) (Vibet,

2008, Thése de Doctorat). Afin d’'identifier desleth moléculaires régulées par le régime
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nutritionnel enrichi en AGPIn-3LC, I'expression d@ centaine de genes impliqués dans
I'angiogénése a été évaluée par puce a oligonidéso(Kornfeld, 2011, These de Doctorat).

Une forte diminution du géne de I'épiréquline (ERES® été identifice dans les tumeurs

mammaires AGPIn-3LC sous docétaxel. L'épirégulippaatient a la famille des facteurs de

croissance EGF. L'étude de I'expression géniquet &é&ndue aux membres de cette famille.
Cette étude révéle également la régulation de t&sgion de I'amphiréguline (AREG) dans

les tumeurs mammaires AGPIn-3LC sous docétaxel.

La famille des facteurs de croissance EGF peut ftbelivisée en trois groupes en
fonction de leur affinité pour les récepteurs déalmille EGF (EGFR1, ERBB2, ERBB3 et
ERBB4) : i) 'EGF, le TGl («transforming growth factor »,) et 'AREG se nia
spécifiguement a EGFR1, ii) la R-celluline (B-cellHB-EGF (« heparin-bound EGF ») et
'EREG montrant une double spécificité pour EGFRIE®BB4, et iii) les neurégulines
(NRG1, NRG2, NRG3, NRG4) ou hérégulines se lialERBB3 et/ou ERBB4 (Hynes &
Lane, 2005)f(gure 61).

EGF, TGFa, B-cell, HB- NRG1 NRG3
AREG EGF, EREG NRG2 NRG4

PI3K/Akt, Ras/MAPK, Stat, PLCy

Figure 61. Ligands et récepteurs de la famille EGF

Modifié d’aprés Hynes & Lane 2005. Les membresadiainille EGF sont des ligands pour les réceptE@ER
(ERBB1, « 1 »), ERBB2 (« 2 »), ERBB3 (« 3 ») et HRB(« 4 »). La liaison d'un ligand-récepteur irtdia
changement de conformation du récepteur, son hamohétéro-dimérisation et I'activation intrinséqde
domaine kinase du récepteur par autophosphorylatiesphosphorylations de ce domaine intracellelaont a
I'origine de I'activation de voies de signalisatifprincipalement les voies PI3K/Akt, Ras/MAPK, S¢atPLC).
EGF : epidermal growth factor, TGF transfroming growth factor, AREG : amphiregulifiecell: 3-celluline,
NRG: neureguline., EREG:épiréguline
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L’activité oncogénique de I'épiréguline et de lahiréguline a été décrite dans
plusieurs carcinomes comme le cancer du poumorgothn ou encore le cancer du sein
(Busseret al, 2011; Riese & Cullum, 2014). Plusieurs étudedigoent le rdle fonctionnel de
'EREG et de 'AREG dans la tumorogénése et leunplications dans la prolifération
cellulaire, les métastases, I'angiogénese, etdsteice aux thérapies (Busstral 2011;
Riese & Cullum, 2014).

Les tumeurs sont composeées de cellules cancérmmsssussi de cellules formant le
microenvironnement tumoral (cellules vasculairdsoblastes et cellules immunitaires). De
plus, dans le contexte mammaire, les adipocytesdamacteurs cellulaires non négligeables
du microenvironnement tumoral. Une expression &REG en réponse au VEGF a été
rapportée dans les cellules endothéliales (Waral, 2003). Dans les cellules tumorales,
'expression de 'EREG est sous le controle deswadigations MAPK/ERK1/2, p38 et
PI3K/Akt (Babaet al, 2000; Cheet al, 2008b; Zhangt al, 2008).

Nous avons étudié I'expression de 'EREG et de E&Rdans les cellules cancéreuses
mammaires MDA-MB-231 et MDA-MB-468 ainsi que damsmodéle de culture primaire de
cellules endothéliales (HUVECS). Ces étudesitro ont été complétées par différents tests
fonctionnels afin d’identifier 'impact de la régtion de 'EREG et de 'AREG par les
AGPIn-3LC sous docétaxel : i) implication de 'ERBElans les propriétés angiogéniques des
HUVECSs et ii) implication de 'EREG et de 'AREG da la sensibilisation des cellules

tumorales mammaires au docétaxel par le DHA.
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Chapitre 2. Résultats

Cette partie présente les principaux résultats 'detitle “Remodelage of vascular
architecture in n-3 PUFA supplemented mammary temorcrease taxane efficacy :
epiregulin, a new target of n-3 PUFA ». Cet artialegroupe des données obtenues et
analysées avant mon arrivée au laboratoire avedaies de mes travaux de these. Les
résultats de I'étude in vivo ont été obtenus dutlastthéses de Sophie Vibet et de Sophie
Kornfeld encadrées par C.Goupille et K.Mahéo. Matipgation a ce travail a été de
compléter I'étude chez I'animal par une étude ittovde la régulation de I'expression de

'EREG et de 'AREG dans des lignées tumorales manesiet des cellules endothéliales.

1. Modelein vivo de tumeurs mammaires

Dans le modeéle de tumeurs mammaires chimioindpaéese NMU, la vascularisation
tumorale a été explorée par échographie de coati(@8bet, 2008, These de Doctorat).
L'injection de Sonovue® (microbulles d’hexafluorude soufre) dans le réseau vasculaire
puis I'analyse échographique des tumeurs mammpieaset de déterminer les parametres
dynamiques de la vascularisation tumorale (e.gess@ d’entrée du flux sanguin). Une
nouvelle méthode d’analyse des images obtenuefgargraphie de contraste, hommeée
ARCHIVASC, a permis de discriminer les différentsmpartiments vasculaires (macro-,
medium- et micro-circulation). Cette méthode estée sur la quantification de l'intensité des
pixels. L’accumulation des bulles de Sonovue® dansvaisseau de gros calibre est plus
importante que dans un vaisseau de petit calibede Guperposition de bulles conduit a une
intensité plus forte des pixels de contraste damsvaisseau de gros calibre. Ainsi, la
discrimination des pixels de contraste en fonctienleur intensité permet de quantifier les
vaisseaux larges (macro-circulation), les vaissedaixliametre moyen (medium-circulation)
et les petits vaisseaux (micro-circulation). La signglobale des pixels, quelle que soit leur
intensité, correspond a la densité vasculaire ¢gopdahéoet al, 2012).

Une premiére analyse échographique a été réalisdesstumeurs mammaires des rats
ayant suivi un régime alimentaire enrichi en AGBLE€, ou contréle, avant le début de la
chimiothérapie. Dans le groupe de rats AGPIn-3LCpbserve une diminution de 80% de la
macro-circulation (*p<0.05) et une augmentation3@8 de la micro-circulation (*p<0.05)

par rapport au groupe controfeggire 62A/B). La diminution de la macro-circulation dans les
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tumeurs AGPIn-3LC est également observable dans despreintes vasculaires
tridimensionellesfigure 62C). Le régime nutritionnel enrichi en AGPIn-3LC rfedte par la
densité vasculaire globale mais induit un remodel#gla vascularisation tumorale en faveur

de la micro-circulation.
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Figure 62. Le régime alimentaire enrichi en AGPIn-8C induit un remodelage de la vascularisation
tumorale en faveur de la micro-circulation.

Analyse de la vascularisation des tumeurs mammaiee® cri portées par des rats ayant suivi un régime
alimentaire contréle (n=14) ou enrichi en AGPIn-3({=14). A_ Les compartiments vasculaires sont tifiés
aprés échographie avec agent de contraste (médme@eguartile Mann-Whitney, *p<0.05). B_Représ¢iota

en histogramme de la densité globale des pixeldigighs par les trois compartiments présentés émédianes

et interquartiles). C_Empreintes vasculaires 3luxdemeurs régime contréle et deux tumeurs régirGe k-
3LC) obtenues aprées anesthésie des rats et imjeditim polymére et d’'un agent de contraste pouglasition
rayon-X.

L’évolution des compartiments vasculaires a étgiswu cours d’'une chimiothérapie
a base de docétaxel. Aprés la deuxieme semaine @&/8pitement, le docétaxel induit une
augmentation de 6 fois de la macro-vascularisatipr0.05) figure 63A W2 comparée a
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WO0). Aprés 6 injections (W6), le docétaxel présemeeffet antivasculaire avec une dimution
de la densité globale de la vascularisation (-28§%0.05, W6 comparée a Weigure 63A).
Cet effet est associé a une diminution de la maitoedation (*p<0.05) et de la médium-
circulation (***p<0.001) comparée a la vasculanigatavant le début de la chimiothérapie
(figure 63A).

A =1 MACRO B
= MEDIUM
CTRL = MICRO AGPIn-3LC
100 A 125 -
F
20 24[1-7] 14971251 () 100 1 -
='=
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Figure 63. La micro-circulation est prépondérante @ns les tumeurs AGPIn-3LC au cours de la
chimiothérapie.

Analyse de la vascularisation des tumeurs mammaioeiges par des rats ayant suivi un régime aliament
contréle (n=14, A) ou enrichi en AGPIn-3LC (n=14) &u cours d’'une chimiothérapie docétaxel (pendant
semaines, 1 injection par semaine). Mesures écpbigpaes réalisées avant le début de la chimiotie(&g0),
aprés la deuxiéme injection de docétaxel (W2) eéspa 6™ injection de docétaxel (W6). Histogrammes
représentant les différents compartiments vasadan % (a droite, médiane et interquartiles).sTeppariés :
*p<0.05, **p<0.001 (comparé a WO dans le méme geuutritionnel) ; Mann whitney : #p<0.05, ##p<0.01
(comparé au régime nutritionnel contréle a la m&esmaaine de traitement)/ : week

Comparées au régime controle, les tumeurs AGPIn-tdSentent une architecture
tres différente aprés deux injections de docétabeemicro-circulation est augmentée de 50%
(##p<0.01) et la macro-circulation diminuée de 8@¥p<0.01) figure 63A/B, W2 régime
AGPIn-3LC comparée a W2 régime contrble). Danstieseurs AGPIn-3LC, la micro-
circulation est le compartiment prépondérant taulomg du traitement docétaxel. A la fin de
la chimiothérapie, I'effet antivasculaire du dos&leest légerement accentué dans les tumeurs
AGPIn-3LC de maniére non significative (W6 régim&RIn-3LC comparée a W6 régime
contrdle).

Concernant I'efficacité de la chimiothérapie, nawens montré que les AGPIn-3LC
apportés par l'alimentation augmentent la régressimorale de I'ordre de 40% apres Six
semaines de traitement avec le docétaxel. La mvigsoularisation avant le début de la

chimiothérapie est corrélée a la taille tumoralesunée apres 6 semaines de traitement
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docétaxel (=0.54, *p<0.05). Ainsi, plus la micro-circulationsteimportante avant la
chimiothérapie, plus la taille tumorale est pedita fin de la chimiothérapie.

Figure 64. Corrélation entre la micro-circulation avant la

g chimiothérapie et la taille tumorale aprés 6 semaies de
= " chimiothérapie.

60 -
:.% 50 4 .'l.. Points : données individuelles (n=14 groupe coatrbln=14
N 40 - groupe AGPIn-3). Micro-circulation (%) avant le délde la
g oy : L chimiothérapie (WO) et taille tumorale (Eaprés 6 cycles de
e 30 [ chimiothérapie. (Spearman, **p<0.05)
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Les capillaires représentant la micro-circulatioonts des zones d’échanges de
molécules. Cette corrélation suggére que la digioh intra-tumorale du docétaxel pourrait
étre améliorée dans une tumeur présentant une gosfmrtion de micro-circulation, ce qui

meéneraitjn fine, a une augmentation de la réponse tumorale.

La concentration sériqgue du VEGF-A, facteur majéerl’angiogénéese, a été doséee
chez les rats du groupe contrble et du groupe AGBQ, aprés six semaines de
chimiothérapie. Alors que le docétaxel diminue yatsese du VEGF, le régime nutritionel
AGPIn-3LC n’a pas d’effet sur le taux de VEGF cleo.

Pour essayer d’'identifier des cibles régulées paégime AGPIn-3LC, I'expression
de plus de 80 genes impliqués dans I'angiogéné&té axplorée par puce a oligonucléotides
aprés 6 cycles de chimiothérapie. Une analyse ativaude I'expression des geénes régulés
par les AGPIn-3 et identifiés par la puce a olighéatides a été étendue aux tumeurs non
traitées par le docétaxel.

Seule la régulation du géne de I'épiréguline par A&PIn-3 sous docétaxel a été
confirmée sur un nombre plus important de tumeuemmaires figure 65A). Nous
observons une diminution de 4.5 fois de I'exprasgie I'épiréguline dans les tumeurs du
groupe AGPIn-3LC comparées aux tumeurs du groupgae, sous docétaxel (***p<0.001,
figure 65A). Sans chimiothérapie, le régime AGPIn-3 tend woimiler I'expression de

I'épiréguline (diminution de 1.6 fois).
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Figure 65. Régulation de I'expression de I'épiréguie dans les tumeurs mammaires de rats

A_ Analyse de I'expression de I'épiréguline par PGRmitative exprimée em\Ct (HPRT1, géne de référence
pour la normalisation, n=14 par groupe nutritioreetc et sans chimiothérapie, Mann Whitney, ***B3{l).B

et C_Corrélation entre I'expression de I'épiréguline salocétaxel et la régression tumorale (B) ou laranic
circulation (C) apreés 6 cycles de docétaxel (Spaar *p<0.05, ***p<0.001).

L’expression de I'épiréguline est fortement coreeééla régression tumorale apres six
cycles de docétaxel °4-0.6, ***p<0.001) figure 65B). Parmi les paramétres vasculaires
mesurés, I'expression de I'épiréguline est uniquenuerrélée a la micro-circulation’&
0.41, p<0.05) figure 65C). Collectivement, ces données suggérent que landiian de
I'expression de I'épiréguline est associée a unepgtion plus importante de micro-

circulation dans la tumeur et a une meilleure répaau docétaxel.

L’étude de I'expression des ARNm des tumeurs mamesa été étendue aux autres
membres de la famille EGF (EGF, amphiréguline, hiegaound EGF, TG&, neuregulin 1).
L’amphiréguline est le seul gene de cette famillét@ régulé par les AGPIn-3 dans les
tumeurs mammaires sous docétaxel. L’expressioradghiréguline est diminuée de 2 fois
dans les tumeurs mammaires de rats AGPIn-3 soustad@dt (*p<0.05figure 66A). De la
méme maniere que pour I'épiréguline, I'expressien’@mphiréguline est fortement corrélée
a la régression tumorale aprés six cycles de dosléd=-0.6, ***p<0.001) figure 66B). Il
n’existe aucune corrélation entre I'expression'amphiréguline et les parametres vasculaires

étudiés.
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Figure 66. Régulation de I'expression de I'amphirégline dans les tumeurs mammaires de rat

A_ Analyse de I'expression de I'amphiréguline par PfiRintitative exprimée e\t (géne de référence pour
normalisation HPRT1, n=14 par groupe nutritionaeéc et sans chimiothérapie, mann whitney, *p<0.B5)
_Corrélation entre I'expression de I'amphirégulireus docétaxel et la régression tumorale aprés <ye
docétaxel (Spearman, ***p<0.001).

L’expression des différents membres de la famil&FEa aussi été analysée dans des
tumeurs mammaires de rat apres 6 cycles de chiénagile a base d’épirubicine (famille des
anthracyclines) ayant suivi un régime alimentaimgodi en AGPIn-3 ou un régime controle.
Aucune différence d’expression n'a été observé®/@roupe nutritionnel, non montré). La
régulation de I'expression de I'épiréguline et Gamiphiréguline par les AGPIn-3 dans les

tumeurs mammaires de rat semble spécifique danaiathérapie a base de docétaxel.

2. Modeéle in vitro : régulation de I'expression dd’épiréguline et de

I'amphiréguline dans les cellules endothéliales

Le potentiel anti-angiogénique du DHA a été évaliads un modelén vitro de
cellules endothéliales issues de veines ombilidalesaines (HUVECS).

L’expression de I'épiréguline a été rapportée pitoe fortement induite par le VEGF
dans les cellules endothéliales (Waaly al, 2003). Nous avons exploré la régulation de
I'expression de I'épiréguline et de 'amphirégulidens les cellules endothéliales en réponse
au VEGF, puissant facteur pro-angiogénique. Le VE@Ikit I'expression de I'épiréguline et
de I'amphiréguline, d’environ 5 fois (*p<0.05)dure 67). L’enrichissement en DHA bloque
'expression de I'épiréguline induite par le VEGFp<0.05) mais n'a pas deffet sur
I'expression de I'amphiréguline. Des expériencesilaires ont été realisées sur des cellules
traitées par le docétaxel. Le docétaxel n’induis paxpression de l'epiréguline et de
I'amphiréguline dans les cellules endothéliafegufe 67).
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A_ Expression des ARNm de I'épiréguline B_ Expression des ARNm de I'amphiréguline
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Figure 67. Expression de I'épiréguline et de 'ampinéguline dans les cellules endothéliales HUVECs

Résultats exprimés en quantité relative de mMRNAG, géne de référence HPRT1, n=3, moyenne +/- SEM,
Mann-Whitney, *p<0.05). Les HUVECs sont cultivéasg sles supports recouverts de gélatine (0.2%). Les
cellules sont sevrées sur la nuit et traitées 80geM de DHA (ou éthanol). Le VEGF (20 ng/ml) etllecétaxel

(1 nM) sont appliqgués pendant 2 h +/- DHA (30 pMisples cellules récoltées et les ARN purifiés avan
I'analyse par qPCR.

L'effet de la régulation de I'épiréguline, dontXjgression est induite par le VEGF et
inhibée par le DHA, a été évalué par un test fometel de prolifération cellulairdigure 68).

- Figure 68. Le DHA et la neutralisation de
I'épiréguline bloquent la prolifération cellulaire
des HUVECSs induite par le VEGF.

(n=3, moyenne +/-SEM, Mann Whitney *p<0.05,
**p<0.01). Les HUVECs sont sevrées pendant 4 h
puis la prolifération cellulaire est évaluée par
incorporation de BrDu (100 uM ) pendant 24 h en
présence de VEGF (20 ng/mL), de DHA (30 puM),
b anti-E[F)aE/éa - * N - * N d’anticorps neutralisant dirigé contre I'épirégeli(lL0
—  ug/mL).

BrdU incorporation
(% of control)
2
o
1

N
2%
i

o

Le VEGF augmente la prolifération des HUVECs de 25%%<0.01). Le DHA et l'inhibition
de I'épiréguline membranaire et/ou secrétée danslieu de culture bloquent la prolifération
cellulaire induite par le VEGHiQure 68).
Dans ce modéle cellulaire, I'effet antiangiogémeigdu DHA a été démontré par
d’autres expériences réalisées au cours de la tleeSeKornfeld :
) Le DHA diminue la formation de pseudocapillaireguite par le VEGF.
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i) Le DHA diminue la perméabilit¢ d’'une mono-coucheHdVECs induite par le
VEGF.

i) Le DHA diminue la migration des HUVECSs induite paVEGF.

iv) Le DHA bloque la migration trans-endothéliale ddlutes cancéreuses mammaires
MDA-MB-231 induite par le VEGF.

3. Modeélesin vitro : régulation de I'épiréguline et de I'amphiréguline dans les

cellules cancéreuses mammaires

Les tumeurs mammaires sur lesquelles a été rédiidade de I'expression génique
sont composées de cellules stromales et, majenitaint, de cellules épithéliales cancéreuses.
L’expression de I'épiréguline et de I'amphirégulirgbles des AGPIn-3 identifiees grace a
cette étude, peut ne pas étre restreinte aux egleridothéliales. Nous avons donc exploré la
régulation de leur expression dans deux lignéestales mammaires MDA-MB-23Tiure
69) et MDA-MB-468.

A_ Expression de 'ARNm de I'épiréguline B_Expression de I’ARNm de I'amphiréguline
2.0+ 2.0+

1.5+ 154

1.0 =t - -

0.5+ 0.5

Expression EREG (mMRNA)
fold increase/contréle
P
1

Expression AREG (mRNA)
fold increase/contrdle

0.0

& &

Figure 69. Expression de I'épiréguline et de 'ampinéguline dans la lignée cellulaire MDA-MB-231.

Les résultats sont exprimés en quantité relative2d“, géne de référence HPRT1) (A, Expression ARNm
épiréguline : moyenne +/- SEM, n=3) (B, ExpressidfNm amphiréguline : moyenne +/- SEM, n=3 sauf pour
les conditions VEGF n=2). Les cellules sont sevsigda nuit et traitées avec 30 uM de DHA (ou Btia Le
VEGF (20 ng/ml) et le docétaxel (1 nM) sont appégpendant 2 h +/- DHA (30 uM) puis les celluleatso
récoltées et les ARN purifiés avant I'analyse faCR.

Le DHA, le docétaxel et le VEGF ne régulent paxpression de I'épiréguline et de
I'amphiréguline dans la lignée cancéreuse mamnmdibA-MB-231 (figure 69). Aucune
modification de I'épiréguline et de I'amphirégulin@a été observée dans les cellules
tumorales MDA-MB-231 quelle que soit la conditiogstee. Les mémes résultats ont été
obtenus sur la lignée MDA-MB-468 (n=3, non montré).
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Nous avons montré que le DHA augmente la sengbdis cellules cancéreuses
mammaires MDA-MB-231 et MDA-MB-468 au docétaxel ifviRésultat partie 1). Nous
avons évalué l'efficacité du docétaxel en présatedifférents anticorps neutralisants dans
les cellules MDA-MB-231 flgure 70) et MDA-MB-468 (non montré). L’efficacité du
docétaxel n'est pas modifiée par l'inhibition de2diréguline et de I'amphiréguline.
Collectivement, ces résultats suggérent que ces €bmteurs de croissance ne sont pas

impliqués dans la sensibilisation des cellules taes mammaires au docétaxel par le DHA.

Figure 70. Test de chimiosensibilisation des cellules
C_Test de chimiosensibilisation au docétaxel tumorales MDA-MB231 au docétaxel en présence
docétaxel 0.5nM d'anticorps dirigés contre I'épiréguline, 'amphiréguline et
108 'EGFR.
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Test de chimiosensibilisation sur 7 jours en présede
d’anticorps neutralisants anti-amphiréguline (n53pg/mL),
anti-épiréguline (n=2, 5 pg/mL), anti-épiréguline anti-
amphiréguline (n=2) et anti-EGFR (erbitux®, n=4, i§/mL)
(moyenne +/- EC). Pour chaque condition, le résudtst
exprimé en % de viabilité cellulaire par rapport @antrble
approprié (non représenté sur la figure).
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Notre premiere analyse sur ARN tumoraux nous ened’identifier I'épiréguline et
I'amphiréguline, cibles régulées par les AGPIn-3eCfortement associées a la régression
tumorale. Cependant, la tumeur est composée demeambypes cellulaires. L'utilisation de
modelesn vitro nous a permis i) de montrer une régulation dentgécules dans les cellules
endothéliales dont la réponse au VEGF est pertugsele DHA ; ce blocage de la
signalisation VEGF pourrait expliquer, en partes kffets inhibiteurs du DHA sur les tests
fonctionnelsin vitro et I'effet antiangiogéniquén vivo et ii) de montrer que les cellules
tumorales ne semblent pas présenter de régulabmnges génes en réponse au docétaxel ou
au VEGF, suggérant que les cellules tumorales ne s impliquées directement dans la

régulation de ces genes dans les tumeurs.
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ABSTRACT
n-3 Long Chain Polyunsaturated Fatty Acids (n-3 UER) have generated increasing

interest for their capacity to improve the efficarfystandard chemotherapy without additional
side effects. We hypothesized that n-3LCPUFA webée @0 induce a remodelage of
vascularization in mammary tumors in favor of miascularization leading to enore
efficient drug deliveryWe used an original contrast-enhanced ultrasoueithod to access to
the quantification of large, medium and small vess@his vascular architecture was
monitored during docetaxel treatment of mammaryaarin rats fed with two nutritional
diets (control or n-3LCPUFA). A remodelage of vdacuarchitecture was observed in the n-
3LCPUFA tumors before and mainly during docetaxelatment, with a preponderant
microvascularization in n-3LCPUFA tumors (46% incdtaxel/n-SLCPUFA and 24% in
docetaxel-tumors after 2 weeks of chemotherapy,qdg0Microvascularization is correlated
to anincreased response to docetaxel chemotherapy §%=0<0.01). Gene analysis with
angiogenesis arrays allowed to identify new targetsn-3LCPUFA, epiregulin and
amphiregulin, 2 members of EGF family known to Imoived in cancer progression,
resistance to cancer treatments and angiogend®sEREG and AREG mRNA levels were
reduced by ~ 4.5 and 2-fold respectively in docelfax3LCPUFA tumors. The expression of
both genes was correlated to tumor regression (@04Q. In vitro studies showed that EREG
expression is strongly induced by VEGF in endo#ietiells. The VEGF-induced EREG
expression and its pro proliferative effect can teunteracted by the n-3LCPUFA
docosahexaenoic acid (22:6n-3) supplementationseTllpeeclinical data reported here and
previously strengthen the findings that n-3 LCPUEd&uld be a complementary clinical
strategy to improve drug delivery by remodeling ctdarization and in turn decrease

anticancer drug resistance.



INTRODUCTION

Among n-3 long chain polyunsaturated fatty acidSI(&PUFA), docosahexaenoic acid
(DHA, 22:6n-3) and eicosapentaenoic acid (EPA, 23phave generated increasing interest
for their abilities to decrease resistance of expental mammary tumors to anthracyclines,
taxanes or radio-therapy without additional sidea$ (reviewed in (Biondo et al., 2008;
Bougnoux et al., ; Calviello et al., 2009)). It Hasen previously reported by us and others
that n-3 LCPUFA, or their metabolites derived frolpid metabolism display an
antiangiogenic effect (Colas et al., 2006; Rose é@nlly, 1999) (Szymczak et al., 2008;
Zhang et al., 2013). We previously reported that bduction in tumor vascularization was
accompanied by an enhancement of tumor sensitiwignthracyclines or taxanes (Colas et
al., 2006; Kornfeld et al., 2012).

There is an apparent paradox between antiangioganlecule that destroy the tumor
vasculature and intravenous chemotherapeutic agéministration that require adequate
tumor perfusion for effective delivery. Vascularatjty of tumor is recognized to be poor,
with highly dilated and permeable vessels leadmdpigh interstitial fluid pressure. Unlike
normal vessels, tumor vessels lack an orderly lwagchierarchy from large vessels into
successively smaller vessels (microvascularizatioaf) feed a regularly spaced capillary bed
involved in the exchange of molecules such as axygetrients or therapeutic molecules.
These differences affect the delivery of molecualed leave unperfused regioffakumura &
Jain, 2007) These structural abnormalities of the tumor vikdowe have far-reaching
consequences for poor response to anti-cancerpibsraSeveral experimental evidences
indicated that antiangiogenic treatments ‘normalizbe abnormal structure and functions of
tumor vasculature. The tumor vessels become smaldiameter, less tortuous and are more

efficient for oxygen and drug delivefyong et al., 2004).



In a previous study, we have demonstrated the pateof n-3 LCPUFA to reduce
interstitial fluid pressure that forms a barrierdiog delivery and hence, resistance to therapy.
(Kornfeld et al., 2012) These data suggested tHRatLCPUFA were able to “normalize”
tumor vascularization by an improvement in themmdional efficiency. The objective of this
study was to examine whether n-SLCPUFA were ablendoice a remodelage of vascular
architecture in mammary tumors in favor of micraxaarization prior or during docetaxel
chemotherapy (a major anticancer drug used in cdinpractice). We used an original
contrast-enhanced ultrasound method (CEUS), usimp\8ué (microbubbles of sulphur
hexafluoride) as ultrasound contrast agent, to sscte the quantification of large, medium
and small vessels. Microbubbles, present a dianeefeivalent or inferior to red blood cells
(10 um). Owing to the important echogenicity andcsjic properties of this agent, functional
vessels, from large to small vessels, can poténtid visualized by CEUS. Larger vessels
contained more contrast agents than the smalles, éeeding to a scaled intensity of contrast
enhancement. This method of discrimination and tiiigation of macro-, medium- and
micro-vascularization densities was validated ndard immunohistological analysis and
was applied in a clinical setting to detect changds vascular architecture during
chemotherapy of human breast carcinoma. (Mahed.,e2Gl2). The purpose of this study
was to identify genes involved in angiogenesis la&gd by n-3LCPUFA and correlated to
vascular parameters and anti-tumor efficacy of tho@d in rat mammary tumors. Lastly, the
relevance of the selected targets was evaluated) @sidothelial cells and mammary cancer

cell lines for in vitro studies.



MATERIAL AND METHODS

Experimental design

Animal study and experimental procedures were agatdy the Animal Care and
Use Committee of Val de Loire (France). Carcinogenaitiation and diets were specifically
described in Kornfeld eél.(Kornfeld et al., 201p Briefly, mammary carcinogenesis was
initiated in female Sprague-Dawley rats by injectaf a single dose of N- nitrosomethylurea
(25 mg/kg). Rats into the control nutritional gro{rp=28) were fed a diet containing peanut
oil (12 %), rape oil (3 %) (%, g/100 g of diet). tRavithin the n-3LCPUFA nutritional group
(n=28) were fed a diet containing peanut (8 %)ergp%) and fish oils (5 %), that finally led
to a diet composed of 2.5% DHA and 1% EPA. Whenonsmeached 2 cfriweek 0), 14 rats
of both groups were treated once a week with deeétZaxoter&, Sanofi Aventis, France; 6
mg/kg/week intraperitoneal) for 6 weeks. Tumor anemiation, measure of vascular
parameters and gPCR analysis were performed onrsuwithout docetaxel treatment or after

chemotherapy treatment.

Functional vascular quantification and determination of micro, medium and

macr ovascularization

Tumor vascularization was investigated with Cortthanced Ultrasound (CEUS).
CEUS ultrasound data were acquired with a dedic&ed™ technology (Contrast Tuned
Imaging, Esaote, Italy) using a Technos scanneippgd with a 5-10 MHz probe (LA 532,
Esaote, Italy). Microbubbles of SonoVu@Bracco Imaging SpA, Milano, Italy) were used as
contrast agent (0.3 mL, 45ug/mL, i.v. bolus injexji (Broillet et al., 2005). In manually
drawn region of interest, CEUS signal on video eligs analyzed using Visilog.6 software

(Noesis, France). Two frames, one before the Soa@rrival and one at the peak of contrast
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enhancement were selected from the CEUS video PBlixels from the first frame (non-
canceled tissue signal) were subtracted from thak peame. All contrast-enhanced pixels
were quantified and defined the global pixel dgngEPD) corresponding to a vascular
density. Larger vessels contained more contrasttagban the smaller ones, leading to a
scaled intensity of contrast enhancement. Disciation of the CEUS signal according to the
pixel intensity under MATLAB software, as described in ref (Maheo et al., 2G1RWws to
determine High-, Medium and Low Pixels Densitieflexing vascular architecture with

large, medium and small vessels (macro, mediunmaodbvascularization).

Casting of vascularization

Anesthetized rats were perfused (Perfusion'®nmyNeuroLab, St Louis, MO) with
50 mL of polymer PU4ii (VasQtec, Switzerland) mixedh Lipiodol (X-ray contrast agent,
Guerbet, Francef-or theX-ray scanacquisition(lmaging Center, CIPA, Orléans, Franca),
desktop CT system (CT 120, General Electric Healcwas used with a nominal isotropic
voxel size of 50 um. The X-ray tube was operate@akVp and 50 mA. Per scan, 720
projection images were acquired with an integratiore of 20 msand additional four times
frame averaging for improved signal-to-noise rd8tR). Raw data were reconstructed with
a modified Feldkamp cone-beam reconstruction algwori resulting in 16-bit gray-scale
images, with 50 prhisotropic voxels (Micro View Analysis and release3.a7; GE

Healthcare).

Oligonucleotide PCR arrays and real-time quantitative PCR analysis
Total RNA from tumor samples was extracted with AdRlreagent (Invitrogen,
France), and then, reverse transcribed using a cBlAthesis kit (“Ready-to-go”, GE

Healthcare) following the instruction provided thetmanufacturer. The cDNA were used for
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real-time PCR analyses withe Angiogenesis RT? ProfilerTMCR Array (Superarray). The
84 genes of PCR arrays are involved in modulatightiological processes of angiogenesis
(gene list in supplementary data 1). The expressibr84 pathway specifigenes was
compared between the two nutritional groups.

Total RNA from cultured cells was extracted usingchéoSpin ®RNAII Columns
(Macherey-Nagel, Hoerdt, France) and reverse-tridoest using PrimeScript RT Reagent kit
(Takara).

Real-time gPCR was carried out with MyiQ thermoeyc(Biorad, France) using
Platinunf SYBR® Green gqPCR SuperMix-UDG kit (Invitrogen, Franc@he reaction
protocol was: 10 min start at 95°C, followed byd@les of 15 sec at 95°C, 30 sec at 60°C,
and 30 sec at 72°C. Relative gene expression @sofiere determined according to th€T
method by normalizing to the endogenous referenere gHPRT1 (rat hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1) (CT gene of intere€T-HPRT1). The primer sequences for
EREG, AREG Celluline, Heparin Binding-EGF, Tumor Growth Factg neuregulinl and

reference gene HPRT1 (Sigma-Aldrich) are as follownBREG forward, 5'-

CCGTGATTCTCGTTTTCCTC -3 and reverse 5-TTTACTTTT@&ATTTCTGTACCA-
3, AREG forward, 5- GGTGAATGCAGATACATCGAGA -3'and reverse 5'-
CGTTCGCCAAAGTAATCCTG -3 B Celluline forward, 5'-
TGAAACCAATGGCTCTCTTTG and reverse 5- CGATTTCTGTCTFGGGTGGT -3
Heparin Binding-EGF : forward, 5-TGGGGCTTCTCATGTAGG-3' and reverse 5'-
CATGCCCAACTTCACTTTCTC-3, Tumor Growth Factora : forward, 5'-
TTGCTGCCACTCAGAAACAG-3' and reverse 5-ATCTGCCACAEICACCTG-3,
neuregulinl : forward, 5- CTGCTAGCCCCTTGAGGAT-3' n@ reverse 5'-
GCTCGTACTCTTGGGTCGTTT-3’, HPRT1 forward, 5- GAC @GSTTC TGT CAT GTC

G-3 and reverse 5'- ACC TGG TTC ATC ATC ACT AAT @A-3;



In vitro studies

Human breast cancer cell line MDA-MB-231 was obkgdifromEuropean Collection
of Cell Culture (Catalogue No 92020424). After mgoen, cells were amplified in order to
make a large reserve of cryopreservated cells.yE¥anonths, a new cryopreservated bulb
was thawed and used for this study. MDA-MB-231 de&le wasgrown in Dubelcco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM, Lonza, Levallois-Ret, France) supplemented with 5%
(v/v) fetal bovine serum (Eurobio, Les Ulis, Frapaad 1% (v/v) penicillin-streptomycin in a
37°C humidified incubator with 5% GOHuman Umbilical Vein Endothelial cells (HUVEC)
(Promocell, Germany) were cultured in M199 medigif$) supplemented by 20% SVF, 100
pg/mL Heparin, 50 pg.mL endothelial cell growth pglement (Sigma) and 1%
penicillin/streptomycin. HUVECs were used up to 2 passage. For gPCR and BrdU
experiments, HUVECs were seeded on coated plat2%o(@elatin) and they were cultured
overnight in M199 with 10% SVF, 1% PS, 100 pg/mpdwne (without ECGS). BrdU
incorporation (100 pM) was determined with Cell IRecation ELISA BrdU Roche 24H after
cell treatments. For pseudo-capillary formatiendothelial cells were seeded on Matrigel®
(BD, France). Pseudo-capillaries structures weretqgraphed (5 field) and then counted.
Representative images at 10x magnification of pseapillary network in control cells or
after VEGF and DHA treatment

DHA (Docosahexaenoic acid) methyl ester (Sigma-igldr St Louis, MO) was
purified in our laboratory using thin layer chromgitaphy to eliminate oxidized derivatives.
DHA was then aliquoted, stored under nitrogen gaklkaept at -80°C for up to three weeks.
DHA was dissolved at 150 mM in 100% ethanol and wsed as previously described [24,
34]. VEGF was purchased from Sigma-Aldrich and stased at -20°C as 10ug/mL solution

in PBS. Anti-EREGwas purchased from R&D Systems stoded at 4°C after reconstitution



in PBS (stock 0.2mg/mL). Cells were treated with ADK10-30 uM) or with vehicle

(Ethanol), VEGF (20 ng/mL), anti-EREG (10 pg/mL).

Satistical analysis

Statistical analyses were carried out using thead Prism 4 software (La Jolla, CA).
Mann-Whitney test, paired test and t test were uSeearman test was used for correlation.

P-values below 0.05 were considered statisticadjyiicant.



RESULTS

n-3LCPUF A supplementation induced a remodelage of mammary tumor vascularization

Female rats carrying mammary tumors were fed arabdiet or a n—3 PUFA enriched
diet and tumor vascularization was quantified WitBUS when the tumors reached 2 cm?
(Week 0 :WO0, no docetaxel). Discrimination of thgnsal CEUS according to the pixel
intensity allowed to access to vascular architectuith the quantification of large, medium
and small vessels. Images of tumors of the 2 mnat groups showing the global vascular
density detected by CEUS (GPD) and high intensikglp density reflecting
macrovascularization are presented in Figure 1Aemodelage of mammary tumor vascular
architecture was observed in the n-3LCPUFA groupith wan enrichment of
microvascularization by 31% (p<0.05) and a decrease of macrovasculanzé#at.8 fold
change between medians for larger vessels, p<@drapared to control diet tumors (figure
1B). Throughout the article, histograms have bdwsen to represent the GPD subdivided in
three compartments micro, medium and macrovasealaon (median values, bar
interquartiles) (Figure 1C). Two rats per nutriogabup were perfused with polymer mixed
with X-ray contrast agent and three dimensionatuks casting were obtained bye X-ray
scanacquisition A decrease of the larger vessels can also benausén the two vascular

casting of n-3LCPUFA tumors compared to control dusn(figure 1D).
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Figure 1 A n-3LCPUFA-enriched diet induces a remodeling of tumor vascularization in favor of
microvascularization. Female rats carrying mammary tumors were fed arabdiet or a n—-3 PUFA enriched
diet and tumor vascularization was quantified whew®e tumors reached 2 cm? (no docetaxel-W0)
(n=14/nutritional group). Microbubbles of SonoVuegere used as contrast agent. The global vascutsitgie
was detected by contrast-enhanced ultrasound (ClEUd&)the % of the three vascular compartments micro
macro and microvascularisation were quantifiedraftscrimination of the sonographic signal CEUSaading

to the pixel intensity under MATLAB software A-Example of images obtained by CEUS showing GPDédupp
panel) and High intensity-pixel density reflectingacrovascularization (lower paneB- The three vascular
compartments micro, macro and microvascularisatiere quantified in control and n-3 PUFA tumors (med
values, bar interquartile§)-The results are summarized by histograms repreggtite GPD subdivided in three
compartments micro, medium and macrovascularizgtoadian values, bar interquartile§)-3-dimensionnal
images of tumor vascularization after casting af t@ntrol and two n-3LCPUFA tumorsP<0.05 (compared to
control group, Mann-Whitney test).

Tumor microvascularization remained preponderant in n-3LCPUFA along docetaxel
treatment and is correlated to tumor regression

When the tumor reached 2 £(V0), docetaxel was injected each week for 6 weelds
the evolution of vascular compartments was followgd CEUS after 2 and 6 weeks of
chemotherapy (W2 and WS6). Figure 2A shows the dwmiu of the size and
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macrovascularization of a representative tumor athenutritional group before treatment
(W0) and at W2 and W6. As expected and as alreadgribed in a previous study (Kornfeld
and al, 2012), n-3 LCPUFA improve the efficacy akdnes by increasing tumor regression
after 6 weeks of chemotherapy. In this presentystiaimor regression under docetaxel
chemotherapy (between WO and W6) reached -70%eimiBLCPUFA group compared to -

40% in the control nutritional group (*49.01).
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Figure 2 Microvascular compartment is preponderant in n-3L CPUFA-tumors along docetaxel treatment.
When the tumor reached 2 &ndocetaxel was injected at 6mg/kg/week each week6fweeks and tumor
vascularization was quantified by CEUS before (\af) after two (W2), or 6 weeks (W6) of docetaxelrdpy
(n=14/nutriotional group).A- Examples of CEUS-images of High intensity-pixel nsigy reflecting
macrovascularization during a tumor follow-up ofcleanutritional group.B- Histogramms showing GPD
subdivided in three compartments: micro, mediummadro in control and n-3LCPUFA groups at W0, W@ an
W6. On the right, medians and interquartiles. *P80***P<0.001 (compared to YMn the same dietary group,
paired test)”P<0.05,P<0.01 (compared to control nutritional group a& torresponding time points, Mann-
Whitney test).C- Correlation between microvascularization measuefdre chemotherapy at W0 (%) and the
tumor size at the end of chemotherapy treatmentg)\\Roints: individual data (Spearman test).

At W+2, docetaxel led to an enrichment in largesseds in control nutritional group (a 6-
fold median-change) (p<0.05) (Figure 2B). At W2, the tumor vasculachatecture is

considerably different between the tumors of theufitional groups, with a preponderant
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microvascularization in n-3LCPUFA tumors comparedcbntrol nutrional group (median
values : 24 in control group and 46 in n-SLCPUFAW, p<0.01). After 6 weeks of
chemotherapy (W+6), docetaxel induced an antivasaifect with a reduction of GPD by
~28% (p<0.05) compared to WO, and a decrease ofan@ad medium compartments (a
decreased median fetthangeof 8-fold (p<0.05) and of 2.8-fold (p<0.001) respeely). At
the end of chemotherapy, the anti-vascular efféatioretaxel on macrovascularization is
slightly accentuated in n-3LCPUFA-tumors but théfedences between the 2 nutritional
groups observed for the three vascular compartnvesits not significant.

Since capillaries are involved in the therapeugerda distribution, we wondered wether
the efficacy of docetaxel was enhanced in tumorth whe highest microvascularization.
Without nutritional group consideration a signifitanegative correlation existed between
tumor microvascularization at y¥nd the tumor size measured after 6 cycles of otterapy
(r2=0,54, p<0.01, figure2C), suggesting that tunvaith an initially high microvascularization

may have a better distribution of anticancer drug.

Epiregulin and amphiregulin, new molecular targets of n-3LCPUFA correlated to
docetaxel efficacy

To determine angiogenesis molecular targets regilay n-3LCPUFA involved in the
therapeutic efficacy of docetaxel, we used angiegenPCR arrays. The 84 genes of PCR
arrays are involved in modulating the biologicabgesses of angiogenesis (growth factors
and receptors, adhesion molecules and matrix ptgiroteases and their inhibitors,
cytokines and chemokines) (gene list in supplemmgrdata 1). The analysis was performed
on tumors without chemotherapeutic treatement (merdnutritional group) and after 6 cycles
of chemotherapy (n=7 per nutritional group). Notisteal difference between the 2

nutritional groups was observed by PCR arrays erttumors without chemotherapy. Under
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chemotherapy treatment, the fold up or down reguiabf genes in n-3LCPUFA group are
presented in table 2 (supplementary data 1). Theresgion of the major proangiogenic
factors VEGF (a, b and c) has been studied. OnlgMEis slightly increased by 1.9 fold in
n-3LCPUFA tumors (p<0.05). Epiregulin (EREG), mktptotease 3 (MMP3) and tumor
necrosis factora (TNFa)were the genes showing differences that were ttatiy
significant and > to 2old between the 2 nutritional groups. EREG and Md#ere down-
regulated by 6-fold (p=0.0019) and 3-fold (p=0.8pectively in n-3LCPUFA group. TNF
was upregulated by 3-fold in n-3LCPUFA (p=0.03). &yntrast to EREG (an EGF family
member), epithelial growth factor (EGH) not show significant differencesn expression
levels between the two nutrional groups. An exhaustive [gR@alysis on a larger number of
tumor at W+6 has been performed (n=14 per nutaliogroup). The exhaustive gPCR
analysis on a larger number of tumors did not aklaiby significant differences in VEGFDb,
MMP3 and TN expression between the two nutritional groups & BY contrast, on a
larger number of tumors, EREG expression remaitiexhgy reduced by ~ 4.5 fold in n-
3LCPUFA tumors compared to control diet at W6 (880Q.). Analysis was also performed on
tumors without chemotherapeutic treatement and ERKfsession was slightly decreased by

1.6- fold in n-3LCPUFA tumors (p<0.05) (figure 3A).
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Figure 3: Epiregulin and amphiregulin, new molecular targets of n-3 PUFA correlated to docetaxel
efficacy

A and D- Epiregulin (EREG) and amphiregulin (AREG) mRNA éévn mammary tumors of two nutritional
groups before (WO0) and after docetaxel treatmen®)(VfPCR results are expressed ACt, with lines as
median values, n=14 per group. **P<0.001, Man Weéit. B and E- Correlation between the response to
chemotherapy (% tumor regression) and EREG (B) BEG (E) mRNA level at W6The beginning of
chemotherapy was set as the reference and tumpgssign was calculated as the percentage of tunear a
variation between tumor size at the beginning afedaxel treatment (WO0) and at the end of treatné(g).
Points: individual data (Spearman test, *** p<0.p@- Correlations between the microvascularization and
EREG mRNA level at WBMicrovascularization was obtained by CEUS. Poiimdividual data (Spearman test,
* p<0.05).

Correlation of EREG expression at W6 with tumorresgion or vascular parameters has
been studied. A significant negative correlatiors&d between EREG expression and tumor
regression between WO and W6 in tumors in bothitrartal groups (r?=0.6 p<0.001, figure

3B). Among the vascular parmeters measured with £EBtUW6, EREG was only correlated

with microvascular compartment (spearman coefficiér-0.41, p<0.05). Taken together,
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these data suggest that tumor EREG expressiorsigiased to a lower microvascularization
and poor response to docetaxel.

This study was extended to the other EGF familynimers. No changement of mMRNA
level expression was detected for heparin-bound BE~EGF), 3 celluline, tumor growth
factor a (TGFa) and neuregulinl (supplementary data 2). Only Amgghilin (AREG)
expresssion was down regulated in docetaxel/n-3LERtumors by 2-fold compared to
docetaxel-tumors (p<0.05) (Figure 3D). A signifitaregative correlation existed between
AREG expression and tumor regression between WOVd@dn tumors in both nutritional
groups (r2=0.6 p<0.001, figure 3E). No correlatwas found between the vascular parmeters

measured and AREG expression.

DHA blocked VEGF-induced expression of EREG in endothelial cells and displayed in
vitro antiangiogenic activity

The expression of EREG has been reported to begiranduced by VEGF in
endothelial cells (Wary et al., 2003). The regolatof EREG and AREG expression by
VEGF and docetaxel was studied in DHA-supplemeetadbthelial cells. VEGF strongly
induced the expression of EREG (t-fold, p<0.05 ok) and AREG (by-fold, p<0.05 ok)
in endothelial cells (Figure 4A) whereasdocetaxatl mo effect on EREG and AREG
expression. DHA blocked only the VEGF -induced EREfpression and not AREG
expression. The study of EREG and AREG expressias @xtended in the MDA-MB-231
mammary tumor cell line. VEGF and docetaxel didinduce the expression of these 2 EGF
family members and no variation of their expressias observed whatever the conditions
tested (data not shown).

Endothelial cell proliferation measured by BrdUarnmoration was increased by 20%

in presence of VEGF during 24h (p<0.001) (Figurg #Be increased proliferation by VEGF
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was significantly reduced by 70 %<@01) in DHA-supplemented cells. In presence of a
neutralizing antibody against EREG, the increasproliferation by VEGF was significantly

reduced by 80 % g0.05).
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Fig. 4: DHA blocked the VEGF-induced EREG expression in endothelial cells

A-EREG and AREG mRNA expressiam endothelial cells. Cells were treated DHA (30uMYidg 24h and
VEGF (20 ng/ml) and docetaxel (1nM) were addedtiier 2 last hours. EREG mRNA amount was expressed,
relatively to HPRT1 mRNA expression and control dition, as relative quantity Q = 24! (mean values +/-
SEM, n-=3, mann whitneyB-Brdu incorporation in endothelial cells. HUVECsared with DHA (30um),
VEGF (20ng/mL), antiEREG (10pg/ml) and BrDu (100pfiegl) 24h.(mean values +/- SEM, n=3, man-whitney)
The anti-angiogenic potential of DHA was evaluateging conventionain vitro

pseudo-capillaries formation assd&ndothelial cells grown on Matrigel are able tonfor
pseudo-capillaries spontaneously. The capacityWVHC to elaborate pseudo-capillaries on
Matrigel was evaluated 4 hours after cell-seedm®HA-supplemented or control cells. As
expected, VEGF stimulates the formation of pseusjuHaries by~ 4-fold in control cells.
By contrast, VEGF was not able to induce pseuddiaapformation in DHA-supplemented

HUVEC. Representative images on pseudocapillarwaordt in control- and DHA-cells are

shown in Figure 5.
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Fig. 5: DHA blocked the VEGF-induced HUVEC pseudo-capillary formation Pseudo-capillary formation.
HUVECs were pretreated with vehicule or DHA (5uMy 6 days and then reseeded in BD Matrigel matrix.
Pseudo-capillaries structures were photographedie(d) and then counted. Representative imagesOat 1
magnification of pseudocapillary network in conteells or after VEGF and DHA treatment

Discussion

In this study, we used an original contrast-enhdndérasound method to access to the
quantification of large, medium and small vess&lis method allowed to demonstrate that
n-3LCPUFA are able to induce a remodelage of vascarchitecture in favor of
microvascularization. This effect was particulartjear after 2 weeks of docetaxel
chemotherapy. At this time, an enrichment in langggsels was observed in docetaxel-treated
tumors of rats fed with control nutritional groulm human breast carcinomas, docetaxel
chemotherapy induced a similar sequential effeith wessel enlargement after two cycles of
docetaxel treatment (Maheo et al., 2012). The Vesskrgement can be attributed to a
vasodilator effect of docetaxel on tumor vessetspieviously mentioned by us and others
(Griffon-Etienne et al., 1999) (Giustiniani et &Q09; Su et al., 2002) (Kornfeld et al., 2012).
Interestingly, in n—-3LCPUFA nutritional group tredtby docetaxel, the vessel enlargement
induced during docetaxel treatment was not detettechammary tumors. As previously
described, the effect of n-3LCPUFA can be attridute a decreased of endothelial NO
synthase activity and subsequently NO productian isnknown for its vasodilator properties.

(Kornfeld et al., 2012).
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Inadequate drug delivery and hypoxia are the megoises of drug resistance. Jain
et al brought several experimental evidences tmat“quality” of tumor vascularization is
more important thathe “quantity”. It was proposed by Jain et al that agesould transiently
normalize the abnormal structure and function @hdu vessels, so they provide improved
blood flow and more efficient local delivery of agn and therapeutic agents to tumor cells,
thereby increasing their sensitivity to chemothgréipukumura & Jain, 2007; Jain, 2005)
VEGF and its mediator NO are the key mediatbangiogenesis in cancer and they increase
both vessel density, vessel diameter and vesserpgpmeability. Vessels can be normalized
with restoring nitric oxide gradients (Fukumura ak, 1997). In this study, tumor
microvascularization remained preponderant in nfBUEA along docetaxel treatment and is
correlated to an increased response to docetaxahatherapy. (Kashiwagi et al., 2008;
Stylianopoulos & Jain, 2013) It is well establishtbdt anti-VEGF agents decrease vascular
density and vessel diameter and reverse functamabrmalities in tumor vessels. In turn, the
anti-VEGF are able to improve tumor vessel perfusamd chemotherapy efficacy (Jain,
2005). Some studies have reported a reduced guaftiessels in n-3LCPUFA-enriched
tumors (Colas et al.,, 2006; Rose & Connolly, 19@%ncerning the quality of tumor
vascularization, a decrease in interterstitial dflygressure and an improvement of tumor
oxygenation were reported in mammary tumors offetsvith n-3LCPUFA diet (Kornfeld et
al., 2012). Taken together, these observationgdavor of tumor vascular normalization by
n-3LCPUFA diet. The use of n-3LCPUFA as an adjuvemtchemotherapy could be a
complementary clinical strategy to improve drugivily in mammary tumors and decrease
anticancer drug resistance.

Among molecular targets of angiogenesis analyz&E®&, a member of the EGF family,
has been identified to be strongly reduced in doadttreated tumors in n-3LCPUFA

nutrional group. Its weak expression is correlateda better response to docetaxel
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chemotherapy. Among EGF family members, only ERE@ AREG in the lesser extent
were down-regulated by n-3LCPUFA in tumors. Theawanic activity of AREG and EREG
has already been described in the most common hepitdrelial malignancies, such as lung,
breast, colorectal, and prostate carcinomas (R§e€gullum, 2014) (Busser et al., 2011).
Various studies have highlighted the functionakrol AREG and EREG in several aspects of
tumorigenesis, including self-sufficiency in gengrg growth signals, metastasis,
angiogenesis, and resistance to various chemothgiapagents (Riese & Cullum, 2014)
(Busser et al., 2011; Farooqui et al., 2015) (Eshkstt al., 2008). These 2 members have also
a clinical relevance since their mMRNA expressionpiimary tumors predicts outcome in
metastatic colorectal cancer (Jacobs et al., 2009).

Thein vivo data showing that EREG was correlated with micsoudar compartment in
mammary tumors data suggested a potential roleR&& in vascular effect of n-SLCPUFA.
In endothelial cells, the expression of the bothminers is strongly induced by VEGF, but
only the induced EREG expression is down reguldtgdDHA supplementation. The
neutralization of EREG by antibody decreased tlodifprative effect of VEGF. These data
indicate that EREG whichctsas anautocrinéparacrinefactor can mediate theroliferative
activity of VEGF. Thein vitro studies were also extended to mammary tumor cell lineks cel
and the expression of EREG or AREG remained unathnfhese data suggest that EREG
regulation by n-3LCPUFA observed in mammary tummoey affect only the endothelial cells
and not the cancer cells.

A wealth of functional data indicates that EREGyplanportant roles in angiogenesis
and vascular remodeling, particularly during infraation (Riese & Cullum, 2014). Gupta et
al. showed that EREG, together with the other tlyemes (cyclooxygenase COX2, and the
matrix metalloproteinases 1 and 2) have reportethtditate the assembly of new tumor

blood vessels in mammary tumors and mediates bcaaser metastasis to the lungs (Minn et
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al., 2005) (Gupta et al., 2007). In the combinedvktiown tumours, the blood vessels have
smaller lumens and the vascular permeability wehaated. In addition to EREG, we cannot
exclude a potential role of COX2 in n-3LCPUFA vdsceffects. Indeed, COX2 is known to
be down-regulated by n-3LCPUFA (mMRNA and proteipression) (Hamid et al., 1999).
(Rose & Connolly, 1999; Szymczak et al., 2008)this study, we quantified the expression
of COX2 at the mRNA level and no difference wasestsed in mammary tumors between
both nutritional groups. The lack of Cox2 regulation this study can not exclude the
involvement of a decrease of pro-angiogenic 6-sgtestaglandins produced by COX2 from
arachidonic acid. Indeed, as previously describfadty acids composition of tumor
phospholipids showed that n-3LCPUFA enrichmentosnterbalanced by a decrease of n-6
PUFA especially arachidonic acid (Kornfeld et 2a012).

In conclusion, this study reports that n-3 LCPUFApthyed an effect of vascular
normalization in mammary tumors. The down-regutatiy n-3LCPUFA of two new targets
with clinical relevance have been identified and known to be involved both in cancer
progression, resistance to cancer treatments agubgemesis.Despite the major clinical
advances provided by cytotoxic, hormonal and tady¢herapies, the median survival after
diagnosis of metastatic breast cancer with viscergn invasion remains less than 2 years.
n-3LCPUFA could be a complementary clinical strgtedg improve drug delivery in
mammary tumors and decrease anticancer drug msgst&he preclinical data reported here
and previously strengthen the findings of two psiiid Phase 1l trial using n-3LCPUFA for
patients treated for breast and lung cancer (Bougeoal., ; Murphy et al.) and reinforce the
rationale for a phase Il clinical studies testing3LCPUFA supplementation during

conventional cancer treatment.
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SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary Data 1. Genelist of angiogenesis PCR arrays and fold-up or down regulation of
gene expression in n-3LCPUFA tumors compared to control tumors at W6. (n=7/group). If the
fold change is positive, it means up-regulatitihthe fold change is negative, it means down-

regulation
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Fold Up- or

Symbol Gene name Down- t-TEST
Regulation
p value
Angpt2 Angiopoietin 2 2,16 0,3756
Aktl V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 1,78 0,0289
Angptl Angiopoietin 1 -1,18 0,5561
Anpep Alanyl (membrane) aminopeptidase 1,69 0,5352
Bail_predicted Bimilar to Brain-specific angiogenesis inhibitor 1 precursor (LOC362931), mRNA| 1,90 0,0404
Ccl2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 -1,02 0,9799
Cdh5 predicted Cadherin 5 (predicted) 1,52 0,4340
Coll8al Collagen, type XVIII, alpha 1 -1,26 0,6348
Col4a3 Collagen, type 1V, alpha 3 -3,53 0,0819
Ctgf Connective tissue growth factor 1,07 0,8843
Cxcll Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 -1,24 0,7312
Cxcl2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 1,81 0,5694
Cxcl9 Chemokine (C-X-C maotif) ligand 9 1,15 0,9043
Ecgfl Endothelial cell growth factor 1 (platelet-derived) 1,15 0,5416
Edgl Endothelial differentiation sphingolipid G-protein-coupled receptor 1 1,40 0,4984
Efnal Ephrin A1 1,60 0,5404
Efna2 Ephrin A2 1,92 0,0646
Efna5 Ephrin A5 1,30 0,3729
Egf Epidermal growth factor 2,06 0,0987
Eng Endoglin 1,66 0,0944
Epasl Endothelial PAS domain protein 1 1,80 0,1275
Ereg Epiregulin -6,18 0,0019
F2 Coagulation factor 2 -1,10 0,8435
Fofl Fibroblast growth factor 1 -2,14 0,4921
Fgf16 Fibroblast growth factor 16 1,89 0,3439
Fgf2 Fibroblast growth factor 2 1,72 0,1996
Fgfé Fibroblast growth factor 6 1,59 0,0520
Fgfr3 Fibroblast growth factor receptor 3 1,26 0,7778
Figf C-fos induced growth factor (vascular endothelial growth factor D) -1,15 0,8079
Fltl FMS-like tyrosine kinase 1 1,22 0,8092
Fnl Fibronectin 1 -1,12 0,7910
Fzd5 Frizzled homolog 5 (Drosophila) 1,20 0,6217
Hgf Hepatocyte growth factor 1,00 0,9964
Hifla Hypoxia inducible factor 1, alpha subunit 1,01 0,9474
1d1 Inhibitor of DNA binding 1, helix-loop-helix protein (splice variation) -1,06 0,9043
1d3 Inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-loop-helix protein 1,65 0,3728
Ifnal Rattus norvegicus similar to Interferon alpha-1 precursor (LOC298210) 1,59 0,0543
Ifnbl Interferon, beta 1 1,59 0,0520
Ifng Interferon gamma 1,56 0,3019
1gfl Insulin-like growth factor 1 1,01 0,9931
111b Interleukin 1 beta 1,16 0,7178
116 Interleukin 6 -2,12 0,2142
Itga5 Integrin alpha 5 1,39 0,1351
Itgav_predicted ptegrin, alpha V (vitronectin receptor, alpha polypeptide, antigen CD51) (predicte -1,20 0,4721
Itgh3 Integrin beta 3 1,91 0,0933
Jagl Jagged 1 1,05 0,8681
Kdr Kinase insert domain protein receptor 1,42 0,4083
Lama5 Laminin, alpha 5 1,19 0,7167
Lectl Leukocyte cell derived chemotaxin 1 1,08 0,8598
Lep Leptin 1,08 0,9388
Mapk14 Mitogen activated protein kinase 14 1,02 0,9774
Mdk Midkine 1,31 0,5223
Mmp19_predicted Matrix metalloproteinase 19 (predicted) -1,19 0,5645
Mmp?2 Matrix metallopeptidase 2 -1,00 0,9944
Mmp3 Matrix metallopeptidase 3 -3,38 0,0362
Mmp9 Matrix metallopeptidase 9 2,77 0,1003
Nprl Natriuretic peptide receptor 1 1,28 0,4819
Nrpl Neuropilin 1 1,18 0,6640
Nrp2 Neuropilin 2 1,72 0,1285
Pdgfa Platelet derived growth factor, alpha 2,02 0,0734
Pdgfb Platelet derived growth factor, B polypeptide 1,18 0,9176
Pecam Platelet/endothelial cell adhesion molecule 1,79 0,1559
Pgf Placental growth factor -1,03 0,9323
Plau Plasminogen activator, urokinase 1,18 0,7891
Plg Plasminogen -1,49 0,4100
Ptgsl Prostaglandin-endoperoxide synthase 1 -1,08 0,8337
Serpinb5 Serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B, member 5 -1,63 0,2476
Serpinfl Serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade F), member 1 1,17 0,8138
Sphk1 Sphingosine kinase 1 2,12 0,0582
Tbhx4_predicted T-box 4 (predicted) -1,47 0,2583
Tek Endothelial-specific receptor tyrosine kinase 1,60 0,3283 21




Supplementary Data 2 : heparin-bound EGF, 8 celluline, tumor growth factor a and
neur egulinl mMRNA level in mammary tumors of two nutritional groups before (WQ0) and after
docetaxel treatment (W6). gPCR results are expressedAtt, with lines as median values, n=14 per

nutritional group

HB-EGF g celluline
1 - 2 .
0 _ 14
A 4 o ] L
5 2 'I' o] T
I 3.
G 4 | I 2491
2] 3
= 5 4 | e |
== 1
S 5
S 9 .
9 7
CTRL n-3PUFA CTRL n-3PUFA CTRL n-3PUFA CTRL n-3PUFA
Without chemotherapy Docetaxel (W) Without chemotherapy Docetaxel (W6)
TGFa NRG1
y 1.5 1 _
- 10 4 T
y 0.5 4
. 0.0 4

L T 0.5 4
‘%%‘li S

2.0 4

2.5
CTRL n-3PUFA CTRL  n-3PUFA CTRL n-3PUFA CTRL n-3PUFA

Without chemotherapy Docetaxel (W6) Without chemotherapy Docetaxel (W6)

b kb Ao am
"

- 26 -



Chapitre 3.  Discussion et perspectives

La distribution inadéquate des agents chimiothérigpees est une cause de résistance
aux traitements, et les stratégies favorisant &ridution des molécules dans les tumeurs
solides présentent un intérét dans le traitemesicdacers (Jain & Stylianopoulos, 2010). Le
réseau vasculaire tumoral est décrit comme anarehayec une architecture de l'arbre
vasculaire perturbée, des vaisseaux dilatés et rpgpaéables ce qui conduit a une
fonctionnalité diminuée du réseau vasculaire. Leérapies antiangiogéniques peuvent
normaliser le réseau vasculaire tumoral ce qui mm@éla « qualité » vasculaire et favorise la
délivrance intra-tumorale de molécules (Tomg al, 2004; Kornfeldet al 2012). La
normalisation vasculaire est caractérisée par (6toad) 2011):

) Une diminution de la perméabilité vasculaire.
i) Une diminution de I’hypoxie tumorale.
i) Une diminution de la pression interstitielle.

Iv) Une meilleure architecture vasculaire.

Dans I'étude de Kornfeldt al et dans I'étude présentée dans cette these, fe @H
un régime nutritionnel enrichi en AGPIn-3LC agidsenr les difféerents parametres de la
normalisation. Ainsi, le régime nutritionnel eniichn AGPIn-3LC diminue I'expression
d’'une enzyme induite par I'hypoxie (anhydrase caitpoe IX) dans les tumeurs mammaires
sous docétaxel, la pression intra-tumorale du digumterstitiel est rapidement et durablement
réduite dans le groupe AGPIn-3LC aprés une injactie docétaxel, et le DHA diminue la
perméabilité d’'une monocouche de cellules endatlesliHUVECs (Kornfeldet al, 2012).
Dans I'étude présentée dans cette these, il estirénaue les AGPIn-3LC modifient
I'architecture vasculaire en faveur de la micraaiation.

Collectivement, ces données suggerent fortementlepiAGPINn-3LC apportés par
I'alimentation normalisent la structure des vaissetumoraux. Il aurait été intéressant de
compléter ces travaux en approfondissant I'étudel'd@echitecture des vaisseaux par
immunohistologie, afin d’évaluer le recouvremensawdaire par les péricytes et la membrane

basale, décrit pour étre plus continu et strucaprés une normalisation vasculaire.

Sur le plan mécanistique, il a été montré que Etixel induit I'activation de la NO

synthase endothéliale dans les tumeurs mammairedames$ les cellules endothéliales
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(Kornfeld et al, 2012). Cette voie de signalisation mene a la yetidn de NO, médiateur
impliqué dans la dilation et la perméabilité desseaux (Morbidellet al, 2003). Aprés deux
semaines de chimiothérapie, une forte augmentalgola proportion des gros vaisseaux est
observée. Plus qu'une augmentation du nombre devaisseaux, notre hypothése est que
nous mesurons plutdt une vasodilatation des vaigsean effet, I'activation de la NO
synthase endothélial par le docétaxel pourraitigupt son effet vasodilatateur observé a la
deuxieme semaine de chimiothérapie chez le ratirfi®@3A) ainsi qu’aprés deux cycles de
chimiothérapie dans des tumeurs mammaires huméMabkéo et al, 2012). En bloquant
I'activation de la NO synthase endothéliale, lesPAG3LC limiteraient la vasodilatation

induite par le docétaxel et permettraient de cargsarne micro-vascularisation dominante.

L’étude de I'expression génique des tumeurs manawmahimioinduites chez le rat
nous a permis d’identifier deux cibles moléculamegulées par les AGPIn-3LC, I'épiréguline
et 'amphiréguline. Seule I'expression de I'épirligel est associée a la micro-circulation.
Plusieurs études fonctionnelles associent I'éplndgua I'angiogénése et au remodelage

vasculaire et, plus particulierement, pendantléimimation (Riese & Cullum, 2014).
Epiréguline et cellules endothéliales

In vitro, la régulation de I'expression des ARNm de I'égiréne par le DHA est
retrouvée dans les cellules endothéliales en ré&pansVEGF. Dans ce modéle cellulaire, le
VEGF est connu pour activer les signalisations PARK PLCy, Raf/MEK/ER1/2 et Src
(Olssonet al, 2006). Suivant les modeles cellulaires, la trepson de I'épiréguline a été
montrée sous la dépendance des voies MAPK ou PIBK(Babaet al 2000; Choet al,
2008b; Zhanget al, 2008). Il a aussi été montré que I'inhibition d#€Cs bloque I'activation
de ERK induite par le VEGF dans les cellules enélales (Wuet al, 2003; Takahaslet al,
1999).

Une expérience préliminaire montre que I'enzastaeurbloque I'expression de
I'épiréguline induite par le VEGF dans les HUVE®@s 1, non montré). Ainsi, hous pouvons
emettre I'hypothése que les AGPIn-3LC, en bloquandignalisation PKC/ERK1/2 et Akt,
inhibent I'expression de ce gene induit par le VHGgure 70).
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Figure 71. Modéle daction de
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Dans le modele de cellules endothéliategitro, nous montrons que le DHA ainsi que
la neutralisation de I'épiréguline, bloque la pigdation des cellules endothéliales induite par
le VEGF. Ces données montrent que l'action autecon paracrine de I'épiréguline est
impliquée dans la prolifération cellulaire stimulgar le VEGF. En effet, les HUVECs
expriment les récepteurs Erbb2, Erbb3 et ERbb4 (Aabial, 2006). Le DHA diminue la
transcription de I'épiréguline mais des mesures pdaifération avec un co-traitement
anticorps neutralisant anti-épiréguline plus DHApettraient de suggérer un meécanisme

d’action commun.

In vitro, la modélisation de la vascularisation tumoraleigstmpléte et peut paraitre
encore insatisfaisante. Cependant, plusieurs éfiadetionnelles ont été mises en place avec
I'étude de la perméabilité d’'une monocouche endiatlie¢ la prolifération ou la formation de
pseudocapillaires avec un modele cellulaire deulesl endothéliales humaine d’origine
ombilicale (HUVECS). L'utilisation de cellules ertiéliales dérivées de tumeurs mammaires
serait un modele plus pertinent pour étudier Itetfa DHA in vitro. En effet, ces cellules
présentent des caractéristiques différentes corapaaéx cellules endothéliales ayant pour
origine un environnement non tumoral (e.g. rést#a@d I'apoptose, surexpression du
récepteur au VEGF et a I'EGF) (Hidzt al 2011; Aminet al 2006). De plus, suite a
I'identification d’'une cible moléculaire du DHA tel que I'épiréguline, il conviendrait
d’étudier son role dans les processus angiogénimuiests par le VEGF (e.g. formation de

pseudocapillaires, migration des cellules endadledi perméabilité).
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L’inhibition de la prolifération des cellules entétiales par les AGPIn-3LC pourrait
contribuer a la normalisation vasculaire observéesdes tumeurs mammaires. En inhibant
I'expression de facteurs solubles, les AGPIn-3LCurpmient atténuer le signal pro-
angiogénique au niveau de la tumeur. CependantprBssion de I'épiréguline dans les
tumeurs mammaires n’est que faiblement corréléa @itro-circulation aprés 6 cycles de
chimiothérapie. Le remodelage de l'architecturecutsre des tumeurs mammaires par
AGPIn-3LC résulte probablement d’'une combinaisompldsieurs effets moléculaires dans le
contexte du microenvironnement tumoral. Par exemfads cellules du stroma tumoral
(fibroblastes et cellules immunitaires) jouent auss réle important dans I'angiogénese et
inflammation (Quail & Joyce, 2013) et sont debles cellulaires potentielles des AGPIn-
3LC.

Régulation de I'expression génique de I'épirégulieede 'amphiréguline par les AGPIn-3

Une hypothese, impliquant les eicosanoides dangdalation de I'expression de
I'épiréguline et de I'amphiréguline dans les tunseumammaires, semble particulierement
pertinente au vu de la littérature.

COX2 et les eicosanoides dérivés des AGPIn-6 sempketiculierement impliqués
dans le signal pro-angiogénique et sa persistaBoeefieet al, 2011; Hugoet al, 2015). La
prostaglandine E2, eicosanoide dérivé de I'acideradonique (AGPIn-6), est un facteur pro-
inflammatoire impliqué dans le signal angiogénigida vasodilatation (Finetét al, 2009;
Ricciotti & FitzGerald, 2011). Plusieurs études mment que la prostaglandine E2 induit
I'expression de I'épiréguline et de I'amphiréguli(@haoet al, 2003; Oshimaet al, 2011),
notamment dans un modéle de cellules murines dipit® mammaires (Chargg al, 2005).
De plus, un ensemble de données suggeéere que Iealisagions EGFR et COX2 sont
interconnectées (Dannenbetgal, 2005).

Les AGPIn-3LC sont connus pour diminuer la produciile PGE2 et/ou I'activité de
COX2 (Sawyer & Field, 2010; Szymczai al 2008). Ainsi, on peut raisonnablement
imaginer que la modification du métabolisme des A&t impliquée dans la régulation de

I'expression de I'épiréguline et de 'amphirégulii@ns les tumeurs mammaires.
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Epiréguline et amphiréguline dans le contexte duaroenvironnement tumoral

L’expression de I'épiréguline et de l'amphirégulirest fortement corrélée a la
régression des tumeurs mammaires sous docétaxediefts études soulignent le réle
fonctionnel de I'épiréguline et de 'amphirégulidans la tumorogénése et leurs implications
dans la prolifération cellulaire, les métastasesaatésistance aux thérapies (Busseenl,
2011; Riese & Cullum, 2014).

Nous avons étudié leur implication dans la sensdiibn des cellules tumorales
mammaires au docétaxel. L’hypothése de travail éuae I'épiréguline et 'amphiréguline
seraient impliquées dans la résistance des cellulesrales au docétaxel et que les AGPIn-
3LC augmenteraient la sensibilité des tumeurs mdremau docétaxel en inhibant une
signalisation autocrine EGFR/ERK1/2/Epiréguline-Anmpguline. Ni le docétaxel ni le DHA
ne régule I'expression de ces deux facteurs damgdéeix lignées tumorales mammaires
étudiées (MDA-MB-231 et MDA-MB-468). La neutraligat de [|'épiréguline et de
I'amphiréguline par des anticorps ne sensibilisg lga lignées tumorales MDA-MB-231 et
MDA-MB-468 au docétaxel. A I'état basal, ces factesemblent étre peu synthétisés par les
cellules tumorales car les anticorps neutralisaritthibent que~10% de la prolifération
cellulaire (données non montrées). Il aurait ét€ressant d’étudier I'effet d’'un apport
exogene d’épiréguline et/ou d’amphiréguline sursknsibilité des cellules cancéreuses
mammaires au docétaxel. Actuellement, les donméestro sur les cellules cancéreuses
seules ne permettent pas d’exclure I'implicatiorcde deux facteurs dans la sensibilisation au
docétaxel des cellules tumorales au sein des temewammaires par les AGPIn-3LC.
L’épiréguline et 'amphiréguline pourraient étreoguits par le microenvironnement tumoral
et agir comme facteurs paracrines pour favorisepréifération et la survie des cellules
tumorales.

En effet, les cellules du stroma tumoral jouentr@ie important dans la progression
tumorale (Quail & Joyce, 2013). Les tumeurs somhposées de plusieurs types cellulaires
(par ordre quantitatif) : cellules tumorales, fiblastes associés aux tumeurs, cellules
immunitaires, cellules endothéliales.

Les fibroblastes ont été identifiés comme étanpaomsables de la production de
I'épiréguline dans des néoplasmes colorectaux @teef al, 2013) et de VEGF dans des
tumeurs autochtones murines (Fukumuia al, 2001). De plus, il a été montré que
I'amphiréguline produit par des fibroblastes joureréle essentiel dans la croissance tumorale

en exercant un effet autocrine sur les fibroblagteslifération, recrutement, activation) et un
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effet paracrine en favorisant la survie des cdluiemorales mammaires (Rajaragh al,
2013).

D’aprés les données de la littérature, les fibrstiela associés aux tumeurs seraient un
type cellulaire particulierement intéressant a igtudans le contexte de la sensibilisation des
tumeurs mammaires aux chimiothérapies. En effeq #té suggéré que les fibroblastes
contribuent a la chimiorésistance des cancers idulseeffler et al, 2006; Andreet al, 2010).

Le ciblage spécifique des fibroblastes associes aumeur augmente l'efficacité de la
chimiothérapie dans un modele de xénogreffes delegltumorales mammaires résistantes et
améliore la délivrance intra-tumorale de la chitméstipie (Loeffleret al, 2006). De plus,
apres un traitement de docétaxel, les cellulesétanses mammaires cultivées en présence de

fibroblastes montrent des capacités invasivesaifgnatives augmentées (Roagal, 2013).
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Perspectives générales et conclusion

Améliorer I'efficacité des agents cytotoxiques, samajorer leurs effets secondaires,
constitue un objectif prioritaire dans le traiterhdn cancer du sein, afin d’améliorer la survie
et de préserver la qualité de vie des patientefiec@iwement, les données du laboratoire
suggerent que les AGPIn-3LC possedent ce poteritiérapeutique, sans toxicité
additionnelle, puisqu’ils augmentent I'efficacitésdchimiothérapies sans majorer les effets
secondaires délétéeres (Coktsal, 2004, 2006; Bougnouet al, 2009; Kornfeldet al, 2012).
Deux études clinigues de phase Il menées sur désnigs atteintes de cancer du sein
métastatique et chez des patients souffrant deecgndmonaire avancé (Bougnoex al,
2009; Murphyet al, 2011) ont confirmé l'effet chimiosensibilisantsd&GPIn-3LC sur les
tumeurs, et ce sans majorer les effets secondaisea la toxicité des chimiothérapies Ainsi,
I'environnement lipidique, et pas seulement la reatdes altérations génomiques de la
tumeur, contribue a la sensibilité de celle-ci agents anticancéreux utilisés (Bougnaix
al, 2010a). Alors que les mécanismes moléculaireshiteiosensibilisation des AGPIn-3LC
impliquaient le stress oxydant pour des agentsapieitigues générant un stress oxydatif
(chimiothérapie par anthracyclines ou radiothéngpieu de données étaient disponibles en ce
qui concerne les agents tubulo affins. L'objecéfrdes travaux de thése a été d’identifier les
mécanismes moléculaires par lesquels les AGPIn-8u@nentent I'efficacité du docétaxel,
afin d’apporter des arguments complémentaires @iyagy leur utilisation clinique en tant que
molécules adjuvantes aux principaux agents ant&anx utilisés en clinique dans le

traitement du cancer du sein.

Nous avons identifié un effet direct des AGPIn-3IsGr les cellules tumorales
mammaires au cours d’'une chimiothérapie avec détdrel. L'incorporation des AGPIn-
3LC dans les phospholipides membranaires appaoaiime un mécanisme majeur pour
bloquer les signalisations PKG/ERK1/2 et Akt activées par un traitement docétaxel
L’inhibition de ces signalisations, qui sont impl@ps dans la prolifération et la résistance aux
traitements, est associée a une augmentationflled®té du docétaxel.

Plusieurs essais clinigues sont en cours pour évdlafficacité des taxanes en
combinaison avec des inhibiteurs de voies de dgataln comme ERK1/2 et PI3K/Akt.
Alors que l'utilisation individuelle d’inhibiteurdiit apparaitre des mécanismes d’échappement
(Carracedeet al, 2008; Hoeflichet al, 2009; Serr&t al, 2011), la combinaison des inhibiteurs
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augmente le risque d’additionner les toxicités vidlielles des inhibiteurs (Shimizet al,
2012; Sainiet al 2013). Les AGPIn-3LC exercent une action pléjpdroen tant que
modulateurs de la signalisation intracellulairgpetmettraient de limiter les mécanismes de
compensation et/ou d’échappement souvent rappdoiess de ['utilisation d’inhibiteurs
spécifiqgues d’une kinase effectrice. De ce fadtpitésentent des avantages certains comparés
a des inhibiteurs ciblés de transduction du sigh&bsence de toxicité et I'inhibition
combinée des signalisations PKC/ERK1/2 et Akt parAGPIn-3LC représenteraient de réels
atouts.

Une supplémentation nutritionnelle en AGPIn-3 ngomeapas les effets secondaires
liés aux chimiothérapies conventionnelles (Bougneusal 2009; Murphyet al, 2011). Les
mécanismes impliqués dans la sensibilisation setedu tissu tumoral par les AGPIn-3LC
ne pas sont élucidés. llIs refléteraient des difiges entre la biologie du tissu tumoral et celle
du tissu sain (Hajjaji & Bougnoux, 2012). Des difféces d’expression et d’activation de
voies de signalisation pourraient contribuer a igx@r cette observation. Au-dela de la
compréhension des meécanismes, explorer cet aspmorapp mettre en évidence des
différences de fonctionnement entre tumeurs etudissains exploitables a des fins

thérapeutiques.

La mortalité associée au cancer du sein résulteipalement d’'une résistance aux
traitements et/ou de rechutes métastatiques. Hits@mtéressant d’évaluer le potentiel
chimiosensibilisant des AGPIn-3LC sur des modetesahcers résistants. En effet, les cibles
moléculaires des AGPIn-3LC identifiées au courseke travaux, et plus particulierement la
PKCe et I'amphiréguline, contribuent a la résistances deellules cancéreuses aux
chimiothérapies (pour revue, Bussdral, 2011; Tota et al 2011). Ces deux facteurs ont
principalement été impliqués dans la résistancapdptose des cellules cancéreuses. D’autre
part, la vascularisation tumorale contrble l'oxygon et la délivrance des agents
anticancéreux, deux causes majeures de chimi@asetians les tumeurs solides (Gaiadl,
2011). En normalisant le microenvironnement vasmilae la tumeur, les AGPIn-3LC
ameéliorent I'oxygénation tumorale (Kornfedd al, 2012) et augmenteraient la délivrance de
I'agent anticancéreux.

La chimiorésistance et la rechute métastatique soavent liées. Aujourd’hui, les
cellules souches cancéreuses semblent étre impfqaé@ns la récurrence de tumeurs

résistantes plus agressives apres chimiothérapieo(& al, 2013; Chuthapisitiet al, 2010).
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Les cellules souches cancéreuses ont un faiblex imiéotique, ce qui les rend moins
sensibles aux chimiothérapies qui ciblent les slen prolifération. Aprés un traitement
néoadjuvant de docétaxel, le tissu tumoral mammedsduel est enrichi en cellules
présentant un phénotype de cellules souches caisesréCreightoret al, 2009). Il serait
intéressant d'étudier I'effet des AGPIn-3LC sur &gnalisations Wnt/3-caténine, Notch et
Sonic hedgehog, qui semblent impliquées dans laiohésistance des cellules souches
cancéreuses (Abdullah & Chow, 2013).

Il n'existe que peu de données sur les AGPIn-3LCagtrévention des métastases
(Roseet al, 1995; Mandakt al, 2010; Hawcrofet al, 2012). Collectivement, les données du
laboratoire et celles de la littérature suggeresatl@ DHA pourrait réguler les étapes précoces
du processus métastatique en modifiant la permtabtl le remodelage vasculaires ainsi que
la migration transendothéliale des cellules can@e (Kornfeld, 2012, These de Doctorat).
Sur le plan moléculaire, la régulation de I'épirgrl et de la NO synthase pourrait avoir un
fort impact sur la dissémination métastatique dshiles cancéreuses. L’activité de la NO
synthase est corrélée a I'apparition de métast@sdsimuraet al, 2006). De plus, dans un
modele murin de cancer mammaire, Guptaletont montré que linhibition conjointe de
I'épiréguline et de COX2 inhibe fortement I'étaBlsnent de métastases pulmonaires (Gupta
et al 2007). La encore, l'action pléiotrope des AGPLE3pourrait étre une alternative
efficace et non toxique a une thérapie combinatdieis pouvons émettre I'hypothése que
les AGPIn-3LC pourraient prévenir le développenwmnimétastase en régulant ces différents

facteurs au niveau des cellules tumorales et dwenvironnement

Des approches visant a optimiser la délivrance talmo des molécules
chimiothérapeutiques sont actuellement dévelopf@gmsa et al, 2012). Ces systemes sont
basés sur la conjugaison d’'une molécule ciblantutaeur a un agent cytotoxique, dans
I'objectif d’améliorer I'efficacité thérapeutiqueed’agent anticancéreux. Dans des modéles
précliniques, le conjugué DHA-paclitaxel (Taxopré}i présente une pharmacocinétique
différente du paclitaxel, ce qui associée a undl@uee activité anti-tumorale (Bradlest al,
2001). D’autres conjugués, comme le DHA couplé @obeorubicine (anthracycline) (Warg
al, 2006b), le DHA couplé a la gemcitabine (anti-rhétae) (Li et al, 2014) ainsi que le
DHA couplé au SB-T-1214 (taxoide) (Kuznets@tal 2006), exercent tous une activité anti-
tumorale supérieure a I'agent thérapeutique classitpns des modéles précliniques. Deux

études associent ces effets a une augmentatioorjugaé DHA dans les tumeurs, ce dans
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les premieres 24 h post-injection (&i al, 2014) ainsi que dans les six jours post-injection
(Bradley et al, 2001). De plus amples études expérimentalesir@joés sont nécessaires
pour, respectivement, éclaircir le mécanisme daciile ces conjugués et confirmer leur

efficacité.

La stratégie actuelle du laboratoire est d’utiligenutrition pour apporter les AGPIn-
3LC, avec une délivrance quotidienne pour permaitrte bonne imprégnation tissulaire.
Collectivement, la littérature suggere que les AGBIUC ont un fort potentiel en tant
gu’adjuvant aux chimiothérapies conventionnellés.pburraient prévenir de complications
secondaires liés aux traitements anticancéreuxgvanet al, 2013; Aguiar Pastore Silvet
al, 2015). De plus, la sensibilisation des tumeues Ghimiothérapie par une supplémentation
nutritionelle en AGPIn-3LC a été décrite dans denbeux modeles précliniques et dans
deux études cliniques de phase Il (Bougneual, 2009; Murphyet al, 2011). Cette approche
est simple a réaliser, peu colteuse et pourraitpgbposée a de nombreux patients.

A I'heure actuelle, seul un essai de phase Il moualider I'utilisation en clinique des
AGPIn-3LC en traitement adjuvant des traitements imidthérapeutiques ou

radiothérapeutiques.
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Lucie CHAUVIN

Voies de signalisation impliquees

dans la sensibilisation des tumeur

mammaires au docétaxel par les
acides gras polyinsatures n-3

en région Centre

Résumé

La résistance des cellules tumorales a la chimiaffi® constitue une cause majeure d'échec
traitements anticancéreux. Des études préclinimuagrent que les acides gras polyinsaturés omé
a longues chaines (AGPIn-3LC), apportés par [atii@on, améliorent [efficacité de
chimiothérapies sans majorer les effets secondaltette thése a eu pour but d’identifier

mécanismes moléculaires impliqués dans l'augmematie la sensibilité des cellules tumora
mammaires au docétaxel. Nous avons montré quecktadeel induit un mécanisme de résistance
I'activation des voies de signalisation PKC/ERKA&t impliquées dans la prolifération et la sur
cellulaires. La modification de I'environnementidigue membranaire par la supplémentation

des
ga-3
S
es
les
via
ie
en

AGPIn-3LC inhibe ces voies de signalisation et agigim I'efficacité du docétaxel dans des lignges
tumorales mammaires et dans un modeéle préclinigquéudtheurs mammaires autochtones cheg le

rongeur. De plus, dans ce mod#&levivo, nous avons identifié une autre cible moléculedgulée par
les AGPIn-3LC : I'épiréguline, membre de la famii&sF. Les AGPIn-3LC bloquent I'induction @
I'épiréguline par le VEGF dans les cellules endigiegs et induisent un remodelage de
vascularisation tumorale. Outre un effet direct A&PIn-3LC sur les cellules tumorales, les AGP
3LC agissent sur le microenvironnement tumoral. @€asaux de thése apportent des argum
supplémentaires pour l'utilisation des AGPIn-3LGntne molécules adjuvantes pour lutter contr
résistance des tumeurs mammaires aux agents aréiean

Mots clés : acides gras polyinsaturés oméga 3 gusichaines, acide docosahéxanoique, canc
sein, chimiosensibilisation, docétaxel, voies d@malisation

Abstract

Chemotherapy-resistant tumor cells are a majorecafi€ancer treatment failure. Preclinical stud
show that polyunsaturated omega-3 long chain fadtgs (AGPIn-3LC), provided by food, impro
the efficacy of chemotherapy without increasingsiffects. AGPIn-3LCs are incorporated in can
and stromal cells. This thesis aimed to identifylenalar mechanisms involved in the increa
sensitivity of mammary tumor cells to docetaxel. Wesre shown that docetaxel induces a resist
mechanism via activation of PKC/ERK and Akt pathwéyvolved in cell proliferation and survivg
Modification of the membrane lipid environment byGRIn-3LCs supplementation inhibits the
signaling pathways and increases the efficacy aktixel in mammary tumor cell lines and in
preclinical rodent model of native mammary tumdvkareover, in this mammary tumor model \
have found another molecular target regulated byPWG3LCs: epiregulin, a member of the E(
family. AGPIn-3LCs inhibit epiregulin-VEGF induced endothelial cells and induce a remodeling
tumor vasculature. Furthermore, AGPIn-3LCs acthenttimor microenvironment directly. This the
work provides additional arguments for the use @&PM-3LCs as adjuvant molecules to reduce
resistance of breast tumors to anticancer agents.
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