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Mécanismes de régulation de la lipolyse dans ledpadytes WILMET Nicolas (Mémorant),
DEROANNE Christophe (Promoteur), MULLER Marc (Camproteur), Laboratoire de Biologie des
Tissus Conjonctifs (LBTC), 2017.

Les cellules cancéreuses sont connues pour étitapoment en expansion et pour avoir
besoin d’énormément d’'énergie pour subvenir adasformation et la prolifération tumorale. Les
adipocytes, qui peuvent entourer des tumeurs, nmotarh au hiveau du cancer prostatigue ou du
cancer du sein, représentent un apport non-négligei lipides aux cellules cancéreuses. La ligolys
permet la dégradation du triacylglycérol se trowansein des gouttelettes lipidiques en 3 acides g
libres et en une molécule de glycérol. Ces acides geprésentent une source d’énergie et de
messagers secondaires directement disponibledgsocellules cancéreuses. La lipolyse est divigée e
3 étapes consistant chacune en I'hydrolyse d'udeagras de la molécule de triacylglycérol. Nous
nous sommes intéressés aux genes régulant la peedigpe dite limitante (la lipase ATGL, son
activateur CGI-58 et son inhibiteur G0S2) ainsiagugéne de I'enzyme de la seconde étape (HSL).
Lors d’'une premiére série d’expériences de co-pestuavec des pré-adipocytes et des cellules
cancéreuses, nous avons remarqué que le gene GIS&kativement plus réprimé que les autres
génes de protéines régulatrices de la lipolysexcéption d’HSL. Nous nous sommes donc penchés
sur les différents facteurs qui pouvaient altétexgression des génes régulateurs de la lipolyse au
niveau transcriptionnel et au niveau protéique. Nauons remarqué que le milieu de culture était
progressivement acidifié par les cellules canc&®udr, il est bien établi que le microenvironnemen
tumoral est acide. Lors de la suite des manipulatiaous avons acidifié le milieu de culture dés pr
adipocytes jusqu’'a des valeurs de pH proches descedncontrées dans le microenvironnement
tumoral. Nous avons analysé la régulation de I'eggpion des 4 geénes régulateurs de la lipolyse en
fonction du pH. En paralléle, nous avons obsene augmentation considérable du taux de lipolyse
dans les pré-adipocytes cultivés a un pH acidesNeoons également noté un blocage de la glycolyse
et une altération de la phosphorylation de la lena&t & pH acide. L'utilisation d’inhibiteurs
spécifiques montre que le blocage de la glycolysel® la voie PI3K/Akt récapitule la plupart des
régulations induites par la culture a pH acidenAfe déterminer le role de GOS2 dans la régulakion
la lipolyse & pH acide, nous avons tenté de créerpté-adipocytes surexprimant GOS2 de facon
inductible. Cependant, les clones que nous avoolgsisne présentaient pas les caractéristiques
requises pour atteindre cet objectif. L'utilisatiofautres modéles de pré-adipocytes ou d’autres
systemes inductibles devra étre envisagée poulistnacette partie du travail. L'ensemble des
résultats de nos manipulations nous amene a pensetes cellules cancéreuses sont capables de
modifier la lipolyse des adipocytes notamment gumingant I'expression de GOS2 dans les adipocytes
qui les entourent. Nos observations ouvrent lagpartie futures thérapies contre ces types de cancer

ou I'inhibition de GOS2 joue un grand réle.



Abréviations :

* 2DG : 2-déoxy-D-glucose

* ADN : acide désoxyribonucléique

* ADNCc : ADN complémentaire

* AMP : adénosine monophosphate

* ARN : acide ribonucléique

 ATGL : adipose triglycéride lipase

* ATP : adénosine triphosphate

* BSA :serum albumin bovine

* CAMP : adénosine monophosphate cyclique
» CGI-58 : comparative gene identification-58
» CPT1C : carnitine palmitoyltransférase

» DAG : diacylglycérol

* dBcAMP : dibutyril-cAMP

 DMSO : diméthylsufoxide

* ERK1/2 : extracellular signal-regulated kinase 1/2
* FA: acide gras (fatty acid)

* FBS :foetal bovine serum

* GO0S2 :G0/G1 Switch Gene 2

* HRP : horseradish peroxydase

* HSL : hormone sensitive lipase

 L-LDH: L-lactate déshydrogénase

*  MAG : monoacylglycérol

 MES : acide 2-morpholinoéthanesulfonique monohydrate
* MGL : monoglycéride lipase

* PDE : phosphodiestérase

* PKC: protein kinase C

* PKI: protein kinase A inhibitor

* RA: acide rétinoique

* TAG : triacylglycérol

* WT: wild type ou sauvage

e RT: room temperature ou temperature ambiante
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1.Introduction :

a. Métabolisme et cancer :

Des modifications de diverses voies métaboliques Béquemment observées dans
les cellules cancéreuses pour pouvoir assurer bBBggins accrus en énergie et en « blocs de
construction ». Parmi celles-ci, la plus documemtgtd'augmentation de la consommation de
glucose via la glycolyse aérobie appelée «effetda». Dans les cellules saines, le glucose
en présence d’oxygene est métabolisé en pyruvatia\glycolyse qui est ensuite assimilé par
les mitochondries ou il alimente le cycle de Krebs. observe un « effet Warburg » (Figure
1) dans les cellules cancéreuses ou le glucosegeme@nprésence d’oxygene, est transformé
en pyruvate pour étre ensuite transformé en lac@iest la fermentation du glucose en
condition aérobie. Les cellules cancéreuses onvileénormément de glucose et vont
utiliser les intermédiaires de la glycolyse pousrfquer leurs autres composants cellulaires

tels que les acides aminés et les acides nuclé{@ues

CELLULE SAINE CELLULE CANCEREUSE
: Energie
Transport Glucose

Glucose

Acide lactique

Gltiose GI%G
1 i Produits Acides aminés
Produits s : A
icrradiares Glycolyse Intermédiaires  Acides nucléiques
Pygtlate Pyruvate»Acide lactique
A S Eermentation
y @
Respiration |

Mitochondrie

Figure 1 : effet Warburgl. A gauche : cellule saine ol le glucose est métabolisé en pyruvate par la glycolyse pour pouvoir
ensuite subir le cycle de Krebs au sein de la mitochondrie. A droite : cellule cancéreuse ou le pyruvate provenant du glucose
est transformé en acide lactique et les produits intermédiaires de la glycolyse sont utilisés pour synthétiser les autres
composants cellulaires.

! Image provenant du site http://www.futura-sciences.com/sante/dossiers/medecine-cancer-mecanismes-
biologiques-1453/page/12/



D'autres processus métaboliques, tels que la Hiosya des protéines, des acides
nucléiques et des lipides sont également déréglalés les cellules cancéreuses (2). Pour les
lipides, leur taux de synthése se révele critigae ceux-ci sont impliqués dans la
néoformation et le renouvellement des diverses manals cellulaires, dans I'apport
d’énergie a l'organisme et peuvent aussi particgpda signalisation cellulaire en tant que
messagers secondaires. Par ailleurs, I'additiotipities sur des protéines peut étre requise
pour gu’elles effectuent leurs fonctions. Les lgsdont été directement impliqués dans des
processus tels que I'angiogenese, la migratioiineBkion qui contribuent au développement
tumoral (3). Les lipides représentent donc une lfamnportante de composants cellulaires,
gue ce soit pour les cellules normales ou cancéseudte par les nombreux réles gu'ils jouent
au sein de ces cellules. Des études antérieuresigatdémontré que l'inhibition de la
synthese des lipides grace a des inhibiteurs spéed ou des ARN interférents entrainait une
diminution de la prolifération ou la mort des ctdlki tumorales (4). La dérégulation de
I'hnoméostasie des lipides est observée dans derearmtypes différents de cancer, mais elle
est particulierement critique dans le cancer gedatate (8).

L’environnement entourant les cellules cancéreasegn constante évolution. Du fait
du développement des tumeurs et de la prolifératemcellules cancéreuses, celles-ci vivent
dans un environnement ou l'oxygene et les nutrisieont présents en faible quantité. Les
tissus cancéreux présentent alors une plus gratagticié métabolique que les tissus
normaux (9, 10). Dans les tumeurs humaines, lagiturglation oxydative mitochondriale et
la glycolyse aérobie coexistent, leur part relatdtant dépendante du fond génétique des
tumeurs et de leur microenvironnement (11-13). s plu glucose et de la glutamine, les
acides gras représentent pour les cellules carsgseuwne source d’énergie importante grace a
la p-oxydation (14). Lap-oxydation est en temps normal réalisée au seintisiis
consommant énormément d’énergie tels que le cceuteumuscles squelettiques. Ce
mécanisme particulier permet de sauver les celkdaséreuses de la mort induite par la perte
d’attachement a la matrice extracellulaire (15).effiet, lorsque les cellules se détachent de
leur support, la consommation de glucose est ihibé qui entraine un déficit de production
d’ATP qui peut alors étre compensé par I'activatitenl’oxydation des acides gras (16). Une
étude récente concernant la leucémie a appuyé tteiteie (17). Il a été montré que la
protéine promyélocytique de la leucémie augmetitaiydation des acides gras et la survie
des cellules cancéreuses lors de leur perte dhettaent (17). Des mécanismes similaires ont

été observés pour le cancer du poumon ou l'exmpnesdiune isoforme de la carnitine



palmitoyltransférase 1, CPT1C promouvait I'oxydatioles acides gras, augmentait la
production d’ATP et la croissance tumorale en sumpgnt le stress métabolique des cellules
(17). I semblerait donc que différents types decea aient développé des mécanismes afin
de pouvaoir utiliser les acides gras comme sourépeatgie supplémentaire. Mais attention, car
'augmentation de I'oxydation des acides gras npast nécessairement mise en relation avec
la production d’ATP dans toutes les lignées deutesl Dans certaines leucémies, I'oxydation
peut générer un découplage de la chaine respeattaiochondriale pouvant amener a une

incapacité de la cellule a produire de 'ATP (18).

Dans les tumeurs solides, les cellules cancéresgis en contact intime avec un
microenvironnement consistant en cellules stromalelfules immunitaires et un assortiment
varié de protéines de la matrice extracellulaires Interactions entre les cellules cancéreuses
et leur environnement peuvent favoriser la progoestimorale, c’est la raison pour laquelle
de nombreuses études ont été dédiées aux celkilbsngdironnement tumoral telles que les
cellules endothéliales, inflammatoires ou encosdfileroblastes. Les adipocytes, quant a eux,
ont recu moins d’attention (19). lls sont pourt&galement capables de contribuer a la
progression tumorale. lls favorisent notamment Igration et l'invasion des cellules de
cancers ovariens et mammaires en leur fournisssmtadides gras et des cytokines (20-22).
Cependant, les mécanismes moléculaires activéslgsarcellules cancéreuses dans les
adipocytes sont encore peu caractérises. |l a @todiré que les adipocytes entourant les
tumeurs présentaient une perte de leur contenipiele Ihotamment parce qu’ils étaient dans
un état constamment activé avec un taux de lipayseé et une surexpression de cytokines
proinflammatoires (21). La méme équipe a démontré lgs adipocytes matures perdaient
leur gouttelette lipidique et revenaient a un pligo® proche de celui de fibroblastes non-

différenciés lors de co-cultures prolongées aveccgdules tumorales (Figure 2) (20).
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Figure 2 : métabolisme des adipocytes en présence de cellules cancéreuses’. Les cellules cancéreuses vont induire la
lipolyse au sein des adipocytes. Ceux-ci vont revenir a un phénotype proche de celui des fibroblastes en perdant leur
gouttelette lipidique et en perdant leurs marqueurs spécifiques d’adipocytes. La perte des acides gras provenant de la
gouttelette lipidique va permettre aux cellules cancéreuses d’obtenir plus d’énergie et de devenir plus agressives en
acquérant un phénotype plus invasif.

Ces adipocytes perdant leur gouttelette lipidigoerént dans le milieu extracellulaire
des acides gras libres. Un transfert direct deacedes gras entre les adipocytes et cellules
canceéreuses a déja été démontré que ce soit poamder de la prostate (24) ou ovarien (22).
Ce transfert direct de lipides fournirait I'énergiaffisante aux cellules cancéreuses pour
pouvoir alimenter la croissance tumorale in vittarevivo (22). Cependant, le mécanisme
reliant ces acides gras libres dérivés d'adipomtieme progression tumorale accrue n'est pas
entierement élucidé. Le fait que les cellules cereges ovariennes présentent néanmoins une
activité d’oxydation des acides gras rehausséeadsepce d'adipocytes prouve indirectement
que les cellules cancéreuses utilisent les acides@mme source d’énergie. Cependant lors
de travaux de recherches récentes, il a été déénhanie les adipocytes favorisent la
prolifération des cellules cancéreuses du seinramsfierant leurs acides gras aux cellules
cancéreuses (25). Ceux-ci sont ensuite stockés digouttelettes lipidiques au sein des
cellules cancéreuses et soumis a une lipolyse déperde I'adipose triglycéride lipase
(ATGL des cellules cancéreuses) et a une oxydatibochondriale non couplée (25) lorsque
les cellules tumorales en auront besoin. L'étuderdécanismes intervenant dans la lipolyse
au sein des adipocytes se révele donc comme gdamtement intéressantes du fait qu’une
lipolyse plus importante méne a un phénotype plgeessif de la part des cellules

cancéreuses. Une autre particularité de I'envirorerd tumoral est qu’il est généralement

2 Park, J., Morley, T. S., Kim, M., Clegg, D. J., & Scherer, P. E. (2014). Obesity and cancer—mechanisms
underlying tumour progression and recurrence. Nature Reviews. Endocrinology, 10(8), 455-465.



acide en raison de l'effet synergique de plusiéacteurs incluant la pietre qualité du réseau
vasculaire et I'hypoxie, I'inflammation chroniqueckle et I'activité métabolique des cellules
cancéreuses qui utilisent généralement la glycob&m®bie conduisant a la production de
protons et de lactate qui sont exportés dans leesgatracellulaire ou ils s’accumulent et

induisent une acidification progressive. Le pH pétt inférieur a 6.0 dans les tissus
tumoraux (26) ce qui affecte le phénotype des lesllgtromales et immunitaires qui y sont
présentes. Dés lors, l'identification des mécangraeclenchés par l'acidose est cruciale,
notamment au niveau des cellules qui composentideoenvironnement tumoral, pour une

vision globale de la biologie des tumeurs (27).
b. Lipolyse :

i. Mécanisme général :

LIPOLYSIS and METABOLISM
PPAR ligands

Lipotoxic compounds

= Mitochondrial

transport Membrane lipid i Endocannabinoid |
« fi-oxidation synthesis? | signalling?
. i Protein kinase C |

r;ﬂ:%:ge e activation? | = Obesity

* Prostaglandins * Type-2 diabetes

* Leukotrienes » Cardiovascular
disease

* Protein acylation

* Protein acetylation * Cancer

Figure 3 : modeéle de la Iipolyses. Les 3 étapes de la lipolyse sont la dégradation du TAG en DAG par ATGL (activé par CGI-58
et inhibé par G0S2), la dégradation du DAG en MAG par HSL et la dégradation du MAG en glycérol par MGL. Chacune de ces
étapes va libérer un acide gras (FA) qui pourra soit servir de ligands pour la communication cellulaire, soit apporter de
I'énergie grace a la B-oxidation. Les autres produits de la lipolyse peuvent aussi entrer dans d’autres processus cellulaires
(synthése de la membrane lipidique, activation de PKC,...).

Les acides gras non-estérifies provenant de ndireetation sont estérifiés apres

I'ajout d’un glycérol pour étre stockeés en triadytgerols (TAG) neutres qui seront accumulés

* Zechner, R. (2015). FAT FLUX: enzymes, regulators, and pathophysiology of intracellular lipolysis. EMBO
Molecular Medicine, 7(4), 359-362.



dans les gouttelettes lipidiques présentes danadgm®cytes. Lorsque le corps a un besoin
accru en énergie, notamment lors d’'un effort imguutitles réserves de TAG sont mobilisées
et hydrolysées afin de libérer leurs acides grasextérifiés. Ces acides gras entreront a leur
tour dans les tissus périphériques grace au systemaatoire ou ils subiront Ig-oxydation

ce qui permettra de produire de I'ATP (28).

La concentration en acides gras non estérifieiéest un equilibre entre I'hydrolyse
des TAG et l'estérification des acides gras sur mmoéécule de glycérol (29). Chacune des
hydrolyses (Figure 3) pour les différents acideasgdu TAG est réalisée par des lipases
différentes. 3 enzymes interviennent donc pour pousliver chacun des acides gras. La
premiere est ATGL qui va hydrolyser les TAG pourfaine des diacylglycérols (DAG) tout
en générant un acide gras non estérifié (30). @aitgme est régulée positivement par CGI-
58 (Comparative Gene Identification-58) et négatigat par GOS2 (G0/G1 Switch Gene 2).
Son activité est adaptée en fonction des besomgétiques de la cellule (31). Cette premiere
étape de I'hydrolyse du TAG est aussi I'étape mie. Ce mémoire s’intéressera fortement a
I'expression de GOS2 car il semblerait que ce Isditein principal a la lipolyse. La seconde
étape est catalysée par 'Hormone-Sensitive LipasélSL, aboutit au clivage d'un second
acide gras et généere un monoacylglycérol (MAG).(B2kte enzyme est capable d’hydrolyser
les TAG, DAG et MAG mais il s’agit de I'enzyme pcipale pour I'hydrolyse des DAG
génerés apres la premiere étape car le taux d’'lygdr@st plus élevé pour le DAG. Pour la
derniere étape et I'hydrolyse du dernier acide grasent sur le glycérol, une enzyme appelée
monoglycéride lipase ou MGL clive le MAG en glycBeb acide gras non estérifié libre (33).

ii. GO/G1 Switch Gene 2 (G0S2) :
1. Découverte :

Le géne GO/G1 switch 2 (G0S2) a été découvert Esnannées 90 lors d’expériences
de cultures de lymphocytes humains visant a étlidiet de certains traitements sur le cycle
cellulaire (34). Les auteurs avaient observé qugelee GOS2 comprenait de hombreux ilots
CpG et que ce géne posseédait des sites de fixptitantiels pour de nombreux facteurs de
transcription (AP1, AP2, AP3, NFkB et TCE) situems la région promotrice. De plus, il a
été observé que le géne GO0S2 comprenait de nonelsrerdgions, notamment celles
reconnues par les facteurs de transcription, ress@mfortement a celles présentes sur des
oncogenes tels queas, raf et mos Les séquences similaires pourraient jouer un role

semblable a ceux observés chez les oncogénes alaggulation de I'expression et G0S2
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pourrait étre assimilé @ oncoger (34). Depuis, le géne G0S2 n’a été identifié que che

vertébrés. Ike situe sur le chromosome 1 dais génomes humain eturin (35).

2. Structure :

Le géne GOS2ode pour une petite protéine basique de 103 aaidh@sé. Il y a un
fort taux d’homologieentre les isoformcde I'homme et de la souris (jusqu’a 7 au niveau
des acides aminés) (35Pn ne peut distinguer aucune caractéristiquepfme dans |
structure secondaire ou tertiaire de la protéine mpus permettrait de lui attribuer u
premiere fonction directement. Selon la prédictiena structure secondaire de la protéin
protéine GO0S2 contiendrait deux hélica séparées par une séquence hydrophobe
terminant par deux séquences ayant le potentigédérer un feuillef (Figure 4. En outre,
on sait qu’il existe plusieurs sites putatifs degphorylation ar la protéiie kinase C (PKC)
et la caséine kinase Il dans la séquence de G@S2gh'aucune preuve n'ait été obtenue

GO0S2 est en fait une phosphoproté(35).

Figure 4 : Prédiction de la structure tertiaire a I'aide du programme Swiss-Model (36). La protéine est composée de 2
hélices o séparées par une séquence hydrophobe et se terminant par deux séquences ayant le potentiel de générer un
feuillet B. Ce modele a été construit sur Swiss-Model en reprenant la séquence FASTA de la protéine. Le programme se base
sur des modeles préexistants d’autres protéines semblables afin de sortir un modéle hypothétique de la structure de la
protéine.

3. Fonctions :
a. Développemel du cancer :

L’hyperméthylation est un événement qui se prodaitvent lors de la carcinogene
et qui permet de désactiver I'expression d’'un ¢ Cet événement se produit notammen
niveau des ilots CpG, nombreux chez G((34). On a observ@ue le gene G0S2 ét:
hyperméthylé dans plusieurs lignées cellulairesc&auses humaines ainsi que dans
cancers squameux de la téte, du cou et du pou(37). Il a éte démontré que
'hyperméthylation était directement en lien avéexpression de G0S2 dans une s

d’expériences en traitant des cellules avec -Aza-2'-dé@xycytidine qui est un inhibitet



des méthyltransférases a l'origine de I'hyperméthigh. Les cellules ayant subi ce traitement

ont montré par la suite un haut niveau d’expresdm@G0S2 (38).

Par ailleurs, il a également été démontré que G@sRinteragir avec Bcl-2 au niveau
des mitochondries. GOS2 est capable d'interagic 8@-2 méme si GOS2 ne possede pas le
domaine d’homologie généralement observé pourefatdtion avec Bcl-2. Ce complexe
néoformé perturbe alors la formation du complex&éro@imérique anti-apoptotique Bcl-

2/Bax (40). La formation du complexe Bcl-2/G0S2dase indirectement I'apoptose.

L’ensemble de ces observations suggere que GO%@ g&ine suppresseur de tumeur.
La suppression de I'expression de G0OS2 favoriggdgression tumorale et la transformation
oncogéne-induite et nous ferait donc penser quali-celn'est pas bénéfique au
développement du cancer (40). Cependant, I'étudedss cellules LC-1 d’'un cancer des
poumons n’‘appuie pas cette théorie. En effet, lexguwession de GOS2 au sein de ces cellules
n'a eu aucun effet sur l'apoptose et a méme emraine augmentation légere mais
significative de la prolifération cellulaire (38)e role de GOS2 dans le développement du

cancer n’est donc pas encore clairement étabb@trait dépendre du contexte.

Une autre étude concernant la régulation du geng2Gtans le développement du
cancer a été menée sur des cellules de la leug@oneyélocytaire aigiie humaine (APL) en
les traitant avec de l'acide rétinoique (RA) (4ine molécule présentant des propriétés anti-
cancéreuses. Les auteurs ont évalué I'effet gtraiklement pouvait avoir sur I'expression de
G0S2in vitro ouin vivo dans des souris transgéniques (APL). Les anajys#éomiques et
transcriptomiques ont réveélé que I'expression d8Z€e retrouvait augmentée que ce soit au
niveau de ’ARNm ou de la protéine. Un autre élémmportant observé est la présence de
sites de réponses au RA au sein du promoteur d@.G@8sque des mutations sont induites
au sein de ces sites, le RA ne provoque plus #a&ain transcriptionnelle de G0S2 (41).
L’ensemble de ces observations suggere que GOSi2 Isien un des éléments de réponse lors

du traitement au RA mais son réle dans la leuc@mmyélocytaire reste encore a établir.

Une étude plus récente a permis de préciser legui¢eG0S2 pourrait jouer dans le
développement tumoral (42). Les auteurs ont mogtré GOS2 inhibe la transformation
oncogene induite d’'une facon indépendante d’ATGézctles fibroblastes embryonnaires de
souris. Les cellules ou le gene G0S2 avait ét@te@ioS2-null) et qui avaient été transfectées
avec un plasmide permettant I'expression du proimegéne HRAS ou de 'EGFR étaient

capables de proliférer de fagon plus importantelgsieellules WT (42). Les cellules G0S2-
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null surexprimaient un set de genes impliqués dangansformation et la prolifération

tumorale. De plus, les auteurs ont démontré quédalation par GOS2 de la transformation
induite par les oncogenes était dépendante de MNCproto-oncogene surexprimé dans
certains cancers humains (cancer ovarien, lymphome¢42). Finalement, I'expression de
G0S2 dans les cancers du sein est généralememg failsque celui-ci est de nouveau

exprimeé, les taux de prolifération cellulaires sentdiminution (42).

b. Régulation du métabolisme des lipides et relatetcaATGL:

I a été démontré en 2010 que lactivité hydrolygqd’ATGL peut étre inhibée
sélectivement par G0S2 (43). L'inhibition d’ATGLoble la lipolyse et entraine une
accumulation de triglycérides si aucun mécanismmpemsatoire n'est activé (telle que
'hydrolyse du TAG par HSL). Concernant la struetu’ATGL, la moitié N-terminale
d'ATGL contient un pli prédictif d/p-hydrolase et un domaine semblable a un domaine
patatin-like qui se chevauchent (44). Le site gatgle d’ATGL est situé dans le domaine
patatin-like et caractérisé par une dyade catalgtigon-conventionnelle composée d’'une
sérine et d’'un acide aspartigue comme il a déjaobservé dans certaines phospholipases
humaines (cPLAZ2,...) (44). ATGL se lierait a la sedales gouttelettes lipidiques contenant
des triglycérides grace a une portion hydrophobdXacides aminés se situant du cété C-
terminal (46, 47). On sait maintenant que l'aceozymatique in vivo d'ATGL est fortement
dépendante de sa localisation sur les goutteléfigques et de son interaction avec une
protéine co-activatrice appelée CGI-58 (31). Ledtatimns de CGI-58 et d’ATGL chez
’'Homme sont responsables de diverses maladieg®ligides s’accumulent a des endroits
inhabituels tels que les tissus non adipeux (oschas,...) (48). Les maladies provoquées par
les mutations de CGI-58 ou d’ATGL ne sont pas leém@s. Les mutations CGI-58
conduisent a une variété de pathologies caraoctsrigar une ichtyose (49). Les phénotypes
qui résultent des mutations ATGL sont le plus sotnassociés aux myopathies des muscles

squelettiques et cardiaques (51).

La capacité inhibitrice de G0S2 sur ATGL a été cingsée dans plusieurs études
(31). Des expériences de colocalisation par immuonoéscence dans des cellules HelLa ont
démontré que GO0S2 se situe a la surface des gatatelipidiques (43). Les études utilisant
des approches de coexpression ont montré que GdR2mable d'empécher le turnover des
gouttelettes lipidiques médié par ATGL. Linhibiiod’ATGL serait provoquée par
I'interaction entre la portion hydrophobe de GO$Zelomaine patatin-like d’ATGL. Cela a



été prouve par des expeériences ou I'on a muté @8R supprimer le domaine hydrophobe
et ou il n'y avait plus d’interaction entre ATGL &0S2 (31). GOS2 ne disposait plus de sa
capacité d’inhibition et ATGL retrouvait sa fonatia’hydrolyse (31). Dans des cellules ou
GO0S2 est surexprimé, le taux de lipolyse basalen getrouve fortement diminué.
Parallelement, dans des cellules ou I'on avaitbéHiexpression de G0S2 a l'aide d’ARN
interférant, le taux de lipolyse avait fortemengienté par rapport aux cellules contréles.
Collectivement, ces études démontrent clairemeat@&QS2 est un inhibiteur sélectif d'ATGL

et de la lipolyse catalysée par ATGL (43).

La lipolyse des adipocytes est stimulée par dewasigf-adrénergiques en conditions
physiologiques normales. Dans les adipocytes bJahE&L est déplacé vers les gouttelettes
lipidiques aprés stimulatiopradrénergique (43). Dans ces conditions, comme &38R¢ a
ATGL, celui-ci se retrouve localisé a la surfaces dgouttelettes lipidiques et lorsque
'expression d’ATGL est inhibée par siRNA, GOS2sgeretrouve par a leur surface (43). Les
mutants ATGL tronqués de la partie leur permettense lier a la surface des gouttelettes se
déplacent quand méme vers celles-ci lorsqu’ils $ésta GOS2 (31). Les 2 protéines sont
donc capables de se rendre a la surface des gigisett influent directement sur la position
de I'un et de l'autre. L’équipe de Yang et al. (48ppose un modéle intéressant (Figure 5)
suite a la stimulation adrénergique faisant inteiv&0S2. Les signauf-adrénergiques vont
permettre 2 évenements. Le premier sera de lierAlB6GL « libres » aux gouttelettes
lipidiques et le second va séparer ATGL de GOSZprimant son expression. L’ensemble de
ces 2 mécanismes permet une lipolyse forte etrmoatiors d’une stimulatiop-adrénergique
(Figure 5) (43). Le facteur de nécrose tumorale -bNESt un autre activateur au sein de la
lipolyse dans les adipocytes (54). Celui-ci dimifoigement I'expression de GOS2 que ce soit
au niveau transcriptomigue ou protéique (55). Diapfart, la surexpression de GOS2 diminue
considérablement la lipolyse au sein de celluleauées par le TNk Ces observations
suggerent que la diminution de I'expression ettlfection rapide du contenu de la cellule en
protéines GOS2 augmentent la lipolyse induite pafNIFw.. Dans ce cas-ci, GOS2 permet de

réguler la lipolyse afin de garder le phénotypemairdes adipocytes.
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Figure 5 : modeéle d'action de la lipolyse (43). A gauche, en temps normal sans stimulation B-adrénergique, ATGL n’est pas
accroché a la gouttelette lipidique. A droite, aprés une stimulation B-adrénergique, I'expression de GOS2 est réprimée et sa
concentration va diminuer progressivement au sein de la cellule. ATGL va pouvoir aller se lier a la gouttelette lipidique et
initier la lipolyse. Il en résultera une libération d’acides gras libres et de glycérol lorsque les TAG auront été totalement
dégradés par les enzymes suivant la premiere étape de la lipolyse.
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2.0bjectifs :

Parmi les cellules du microenvironnement tumoraf &adipocytes ont été moins
caractérisés que dautres cellules stromales tels bps fibroblastes et les cellules
endothéliales. Si certaines études ont abordé nesactions entre cellules tumorales et
adipocytes, il est évident que les altérations iledudans les adipocytes suite a leur
interaction avec les cellules tumorales ne sontpiecaractérisées. Dans un premier temps,
nous nous sommes intéresseés a I'expression des g&ndateurs de la lipolyse au sein de co-
cultures entre des cellules 3T3-L1 et des cellolséreuses PC3 afin de déterminer quels
géenes dans les adipocytes sont les plus affectd$nperaction avec les cellules cancéreuses.
Une fois cela évalué, nous avons étudié les vaesesgquelles les cellules tumorales peuvent
influencer le phénotype des adipocytes. Le changeiteeplus évident observé dans les co-
cultures de 3T3-L1 et de cellules PC3 était I'dazdtion du milieu de culture. Or, les cellules
cancéreuses acidifient généralement le microenv@ment tumoral, et il est reconnu dans la
littérature gu’'une compréhension globale de la fwhygie tumorale nécessite une
caractérisation précise des conséquences de fiaaithn. C’est pourquoi nous avons
poursuivi cette étude en analysant I'expressiorgélees régulant la lipolyse et la lipolyse
globale dans des 3T3-L1 cultivés a un pH proche addui rencontré dans le

microenvironnement tumoral.

Aprés s’étre concerté et renseigné dans la littéxascientifigue afin de savoir quels
parametres dans les 3T3-L1 pouvaient étre altéaé$gridification du milieu de culture et
contribuer a la régulation de la lipolyse, nousrevdécidé d’analyser I'expression de genes

régulant la lipolyse suite a :

- un blocage de la glycolyse par le 2-déoxy-glucose

- un blocage de la voie PI3K/Akt kinase par le LY2%#h agent pharmacologique
bloquant spécifiquement cette voie

- une diminution du rapport ATP/AMP induite en ajoutdu dBcAMP dans le milieu

de culture

Pour la derniere partie de ce mémoire, nous essayele créer des clones inductibles
3T3-L1/TR/mGOS2 afin de pouvoir surexprimer la pme GOS2 dans des conditions ou son
expression est diminuée et d’en étudier les eBatsles taux de lipolyse afin de voir si la
réexpression de G0S2 est suffisante pour réduliedlse a pH acide.
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3.Matériel et méthodes

a. Culture cellulaire

i. Milieux de culture

Nom Milieu Sérum Antibiotique
DMEM 4.5g/L i
Glucose w/ -1% d’un cocktail de
DMEM avec rouge | ;s Glutamine | penicilline (10000
phénol [BE12-604F/U1] U/ml) et de
(Lonza) streptomycine

DMEM no phenol | 7%FBS [10270-106] (10000 U/ml) [17-
DMEM sans rouge red [20163-029] | (Gibco Thermofisher 602E] (Pen/Strep

phénol (Gibco Thermofisher Scientific) Lonza)
Scientific)
(Kal_ilgrrlrr]l”ss)lzlg/llezdfum -1%o d’amphotéricing
F12K _ B 250 pg/ml [17-
[21127022] (Life 836R] (Lonza)

Technologies)

Tableau 1 : Milieux utilisés pour les manipulations du mémoire

La plupart des cultures ont été effectuées danslieu DMEM avec rouge phénol car
celui-ci nous renseignait sur la nature acido-haside notre culture. On pouvait des lors
constater s’il y avait eu une évolution pour lekures dans les différentes conditions ou nos
cellules ont été testées. Le milieu sans rougegleépté utilisé lors des dosages en glycérol
libre pour éviter des interférences avec la mediaiesorbance.

ii. Types cellulaires utilisés

La lignée 3T3-L1 a été utilisée comme unique modé&édipocytes lors de I'ensemble
des manipulations de ce mémoire. Les 3T3-L1 soatignée cellulaire dérivée de cellules de
souris 3T3 utilisées dans la recherche biologiqudestissu adipeux. Les cellules 3T3-L1 ont
une morphologie de type fibroblaste, mais, dansadeslitions appropriées, les cellules se
différencient et présentent un phénotype adipomitaies cellules 3T3-L1 avec une
morphologie d’adipocytes augmentent la synthés€aetumulation de triglycérides sous
forme de gouttelettes lipidiques caractéristiques dellules adipeuses. Ces cellules sont
également sensibles aux hormones et aux médicantipotgniques et lipolytiques, y
compris I'épinéphrine, l'isoprotérénine et I'insali Cependant, les 3T3-L1 ne se différencient
pas jusqu’au stade d’adipocyte mature, c’est pairges cellules sont considérées comme un

modele de pré-adipocytes.
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Les 3T3-L1 sont cultivées en monocouche cellulalams des boites de culture
(CELLSTAR, Sigma-Aldrich, St-Louis, Etats-Unis) &°€ et 5% de CO2 dans du milieu
DMEM avec rouge phénol complet. Le milieu est cliaBdois par semaine.

La lignée PC3 a été utilisée dans le cadre d’egpées de co-cultures avec les 3T3-
L1. Ces cellules proviennent d’'un adénocarcinomestatique humain et sont largement
utilisées dans la recherche sur le cancer de Eaiso Les PC3 ont été utilisées pour mimer
vitro les interactions entre cellules cancéreuses ebayligs observées naturellement lors
d'un cancer prostatigueCelles-ci sont cultivées dans du F12K (Life Techagas)

comprenant 7% de FBS et les antibiotiques habituels
lii. Passage cellulaire

Les cellules sont rincées 2 fois au Dulbecco [20G8 KCI, 1.46 mM KHPQO,,
136.89mM NaCl, 8.1 mM N&lPQ,, 5.55 mM glucose, pH 7.89]. On y ajoute ensuitel 2le
trypsine-EDTA 0.1% par boite de 10 cm de diaméMeLLSTAR, Sigma-Aldrich). On retire
I'excés de trypsine-EDTA 0.1% et on incube envitbminutes a 37°C pour détacher les
cellules. Les cellules sont ensuite reprises gbenudues dans 12 ml de DMEM avec rouge
phénol complet et sont réparties soit dans 3 ntes/bbites de 10 cm de culture, soit dans des
plaques 6 puits si I'on veut différencier nos 3TB4n adipocytes pour pouvoir les tester par
la suite dans les différentes conditions. Génératgni’'opération est effectuée avec 3 boites
de 10 cm de diameétre ou l'une est répartie dan8 lesuvelles boites et ou les 2 derniéres
boites sont réparties dans 2 plaques 6 puits. tabjpé est effectuée une fois tous les 2 a 3

jours. Les 3T3-L1 sont utilisées entre passagelB.et
iv. Différenciation des 3T3-L1 en adipocytes

Cette opération s’effectue sur deux plaques 6 puites 3T3-L1 sont confluentes. La
premiere étape consiste a ajouter dans 20 ml deurIMEM avec rouge phénol complet
400 pl de dexaméthasone (D4902, Sigma) a 20 ugams du DMEM sans sérum, 50 ul
d’'insuline (16634, Sigma) a 2 mg/ml dans de lacideétigue 1% et 75 ul de
dBcAMP (D0627, Sigma) a 40 mg/ml dans de I'eaui@illOn dépose 1.6 ml de ce milieu
par puits et on place dans I'incubateur pendant U8tseconde étape consiste a renouveler le
milieu: 20 ml de DMEM avec rouge phénol complet avec 5@’jinsuline 2mg/ml sont
préparés. On enléve le milieu de la premiére étlgpehaque puits pour le remplacer par le

milieu contenant seulement de l'insuline. Le milesi alors renouvelé tous les 2 jours. Apres
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10 & 12 jours de culture dans ces conditions,d#sgles sont considérées comme différenciées

et peuvent étre testées dans nos différentes camalit
v. Systéme de co-culture

Les co-cultures se réalisent dans des plaquest$ @uiadipocytes. Au préalable, on
ensemence des PC3 dans des inserts ThinCert™ éGEBimOne, Kremsmunster, Autriche).
250 000 cellules PC3 sont déposées sur ces indg@ras 24 h, on dépose ces inserts sur les
puits contenant des 3T3-L1 différenciées et ongeéalifférents temps de culture, un a 24 h et

un a 72 h. Les deux types de cellules sont aldisatés séparément pour étre analyseés.
vi. Traitement des 3T3-L1 différenciées avec des mibedifférents pH

Cette opération s’effectue dans une plaque 6 pNitsis rajoutons préalablement du
MES (Acide 2-Morpholinoéthanesulfonique monohydrddé8250, Sigma) a la concentration
de 20 mM dans le milieu de culture afin d’accrogo®m pouvoir tampon aux environs de pH
6.5. Nous ajustons ensuite le milieu au pH désiez &1Cl ou NaOH. Nous avons choisi de
traiter nos cellules a pH 7.4 qui est un pH prodgtenilieu physiologique normal et a un pH
environnant 6.5 qui est un pH proche de celui eataues cellules tumorales afin de pouvoir
mimer I'effet du pH du microenvironnement tumorat s 3T3-L1. Une fois le pH ajusté, il
faut ensuite laisser le milieu s’équilibrer 3 heugel'incubateur. Le pH est a nouveau mesuré
et celui-ci sera noté sur les puits ou le milidréfisera ajouté. Les cellules seront cultivées

24h dans ce milieu avant d’étre récupérees.
vii. Traitement des 3T3-L1 difféerenciées au 2DG

Le 2-déoxy-D-glucose (2DG) est une molécule deagaadans laquelle le groupe 2-
hydroxyle a été remplacé par de I'hydrogene. libielde maniére compétitive la production
de glucose-6-Phosphate a partir du glucose au unigeda phosphoglucoisomérase. De cette
maniere, la glycolyse se retrouve inhibée. Cettmatpn s’effectue dans des puits de plaques
6 puits. Apres différenciation, les cellules sautieées pendant 24h en présence de 0, 2, 5 ou
10 mM de 2DG dans du milieu DMEM complet.

viii. Traitement des 3T3-L1 différenciées au LY294

Le LY294 est un inhibiteur spécifique de la voi8IRI/ Akt kinase. Le LY294 est
solubilisé et conservé dans du DMSO (solution stodd mM) car il s’agit d’'un composé
lipophile. Le traitement des cellules s’effectuenslades puits de plaques 6 puits. Apres
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différenciation, les cellules sont cultivées peridath en présence ou non de LY294. 2 ml de
DMEM complet avec rouge phénol a différentes cotredions en LY294 seront déposés par
puits. Les différentes concentrations testées sater0, 2, 5 et 10 uM. Les cellules sont

récupérées 24h apres traitement.
ix. Traitement des 3T3-L1 différenciées au dBcAMP

L’opération s’effectue sur une plaque 6 puits d8-BT différenciées. On prépare 6
ml de milieu DMEM avec rouge phénol a 0 mg/ml ptaucontréle et 6 ml a 0.5 mg/ml a
partir d’'une solution stock a 40 mg/ml pour le t&3h dépose ensuite 2 ml par puits de
chaque et on obtier® puits a 0 mg/ml et 3 puits a 0.5 mg/ml. On retaeplaque 24h a

I'incubateur avant de récupérer les cellules.
X. Traitement des 3T3-L1 différenciées au PKI

Le PKI [n°476485, Merck Millipore, Overijse, Belgig] est un inhibiteur de la
protéine kinase A ou encore protéine kinase cAMpeddante. La partie N-terminale a été
myristoylée afin de faciliter sa pénétration awéra de la membrane plasmique. L’opération
s’effectue sur une plaque 6 puits de 3T3-L1 diffiérées. On prépare 2 solutions de DMEM
avec rouge phénol + PKI. On en prépare une a 5 udvhe a 1 uM a partir d'une solution
stock qui est a 500 uM. On dépose 2.5 ml par miitsn remet la plague 24h a l'incubateur

avant de récupérer les cellules.
xi. Création de clones 3T3-L1 surexprimant mG0S2 denfagductible.

Afin de surexprimer GOS2 dans les 3T3-L1, nous aym@alablement créé un vecteur
d’expression de mG0S2. La séquence a été amppaéd’CR a partir ’ADNc de 3T3-L1
différenciées avec des amorces s’hybridant de gtad’autre de la séquence codante (5'-
CAC-ACA-GGT-ACC-ACC-CAC-AGC-CCA-GAG-CTC-AGA-3' et BCAC-ACA-CTC-
GAG-CTT-CTC-TGT-CAG-TCA-CCG-GCC-3) et clonée dales sites Kpnl et Xhol du
pcDNA4/TO (Invitrogen). Lintégrité de la séquenclmnée a été vérifiee par séquencage.
Afin de créer des clones de cellules 3T3-L1 surexgnt de facon inductible mG0S2, des
cellules 3T3-L1 ont préalablement été transfecéées un vecteur permettant I'expression du
répresseur sensible a la tétracycline (TR). 24resagransfection, les cellules ont été
sélectionnées dans du milieu DMEM contenant 3 pgdmlBlasticidin. Un seul clone
surexprimant le TR a pu étre isolé (3T3-L1/TR). Bd8-L1/TR ont ensuite été transfectées

avec le vecteur d’expression pcDNA4/TO/mGO0S2. 2dtestransfection, les cellules ont été
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sélectionnées dans du DMEM complet contenant 3 udémBlasticidin et 250 pg/ml de
Zéocin. 4 clones ont été isolés (3T3-L1/TR/mG0SD.1-

xii. Transfection des 3T3-L1 avec un plasmide

Cette opération s’effectue dans des boites dereutte 6 cm de 3T3-L1 a confluence
comprise entre 50% et 80%. On retire le milieu DMBXc rouge phénol de la boite et on y
rajoute 5 ml de milieu frais. On va diluer I'aged# transfection, le GeneJuice®, (Merck,
Belgique, Overijse) dans du milieu DMEM ne contdrzas de sérum ni d’antibiotiques dans
des proportions de 7.5 pl de GeneJuice® pour 25 philieu. On met en contact 100 pl du
mélange avec 1 pg du plasmide. Apres 15min d'inoibal’ADN s’est complexé avec

I'agent de transfection et le mélange est déposéieya goutte sur les 3T3-L1.
xiii. Marquage au Nile Red et au Bisbenzimide

Cette opération s’effectue sur des 3T3-L1 difféiées sur lamelles de verre. Il s’agit
d’'une coloration au Nile Red (Molecular Probes, &g USA) qui marque les gouttelettes
lipidiques accumulées au cours de la différenamaties 3T3-L1 en pré-adipocytes. Les
noyaux seront marqués au DAPI (Invitrogen) pour onadleure visibilité lors de la prise de
photos au microscope. Tout d’abord, on prépareolatisn de Nile Red en préparant une
solution stock a 1 mM de Nile Red dans du DMSO dntiyCette solution stock doit étre
utilisée rapidement sinon elle devra étre conseevé20°C. Les cellules cultivées sur les
coverslips sont fixées a l'aide de 2 ml d’'une dohlutde paraformaldéhyde 4 % (PAF) dans
PBS 1X durant un quart d’heure & RT. Elles sontiéa$ncubées pendant 10 minutes a 37°C
avec du Nile Red a 500 nM dilué dans du PBS 1Xrérpie la solution stock puis rincées 3
fois pendant 5 minutes avec du PBS 1X. Finalenadlgis sont incubées pendant 5 minutes a
RT dans une solution de DAPI diluée 1000 fois aipdiune solution stock a 300 uM dans
du PBS 1X et lavées 3 fois pendant 5 minutes aueeRS 1X. Le montage sur lame se fait
avec du Fluorescence Mounting Medium (S302380-2KDA Les lames doivent ensuite
sécher pour pouvoir étre observées au microscogleski peuvent étre conservées a 4°C en
chambre froide a l'abri de la lumiére pour ne pasrure les fluorochromes. La longueur
d’'onde d’excitation a utiliser au microscope poerNile Red se situe a 552 nm et celui-Ci
émet une lumiére aux environs de 636 nm. La longd&unde d’excitation pour le DAPI se

situe vers 355 nm et celui-ci émet une lumiere dkaux alentours de 460 nm.
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b. Analyses des protéines :
I. Western Blotting

La technique de Western Blotting permet de détespécifiquement et de quantifier
des protéines d'un échantillon biologique préalatget séparées sur un gel de

polyacrylamide.

Les cellules sont reprises dans une solution denb@de1X [Laemmli 3X: 3.78 g
Glycérol, 0.75 g SDS, bleu de Bromophénol, 1.5 mpanercaptoéthanol 98 %, 3 ml Tris-
HCI 1M pH 6.8, amener a 10 ml avec de I'eau milligdur les lyser. Afin de dénaturer
totalement les protéines dans nos échantillonsg-cesont chauffés 5 minutes a 95°C apres
la lyse. Un marqueur de poids moléculaire (SDS-PAGHecular Weight Standards Broad
Range, BioRad, Hercules, Etats-Unis) et les éclhamdi protéiques sont ensuite déposés sur
un gel de polyacrylamide (SDS-PAGE). Celui-ci senpose d’'un gel de compression pour
concentrer les protéines afin qu’elles entrent lares en méme temps sur le second gel
nommé gel de séparation permettant de séparerrtdsines en fonction de leur taille
(Tableau 2). On dispose le montage dans une cue®aBi© contenant du tampon de
migration [24.76 mM Tris, 191.8 mM Glycine, SDS @4l. La migration commence a 80V.
Une fois que le front de migration a bien dépaadériite entre les 2 gels, on peut augmenter
le voltage jusqu’a 120 Volts jusqu’a la fin de lagnation.

Gel de compression Gel de séparation
Volume (Gel | Volume (Gel

Composant Volume Composant 13.75%) 8.5%)
H,0 milliQ 4.5 ml H,0 milliQ 5.46 ml 6.79 ml
Compression A 750 pl Séparation A 1.33 ml 1.33 ml
Acrylamide 750 pl Acrylamide 3.66 ml 2.33 ml
SDS 10 % 75 pl SDS 10 % 133 pl 133 pl
Temed 7.5 pl Temed 6.7 pl 6.7 pl

APS 75 pl APS 67 ul 67 ul

Tableau 2 : Composition des gels d'électrophorése de compression et de séparation. Compression A ; Tris-HCl 0.5 M pH
6.7, Séparation A ; Tris-HC| 3 M pH 8.7, acrylamide ; 40% Acrylamide/Bis Solution 29 : 1 [161-0146] (BioRad).

On active préalablement une membrane de difluodde polyvinylidene (PVDF,
NEF1002001, PerkinElmer, Waltham, Etats-Unis) etrdenpant 1 minute dans du méthanol
sur laquelle le gel est appliqgué. On ne doit pasda une seule bulle d’air entre le gel et la
membrane pour obtenir un transfert complet et h@megLe transfert s’effectue dans du
tampon de tranfert [24.76 mM Tris, 191.8 mM Glycete20% méthanol] pendant 1 heure et
demi & 60 Voltdans le dispositif Mighty Small Transphor (GE Hke#ire Life Sciences,
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Chicago, Etats-Unis). Apres le transfert, la memébrast colorée avec une solution d’Amido
Black [40% méthanol, 10% acide acétique, 0.1% Anidkck]. Cette manipulation permet
de s’assurer que les protéines ont bien été tnadesf@iniformément sur toute la surface du gel
et de positionner les standards de poids moléeulas membrane doit étre décolorée afin
d’enlever tout trace de colorant sur celle-ci &fue cela n’influe pas sur la réaction antigéne-
anticorps. La décoloration se fait soit dans dau;esoit dans du tampon de transfert. Une fois
la membrane décolorée, on bloque celle-ci danssohgion de PBS-Tween 3% lait [3% de
lait en poudre dans du PBS-Tween 20 (1.469 mMR®, 2.68 mM KCI, 20 mM NgHPQO,,
136.8 mM NacCl, 0.05% Tween-20)] pendant 1 heurendgptrature ambiante afin de saturer
les sites non spécifiques. Par apres, la membsriaceibée avec I'anticorps primaire ciblant
la protéine d’intérét dilué dans la solution de PB&en-lait 3% pendant un temps variant
selon l'anticorps utilisé (voir Tableau 3). Tromvhges de 5 minutes dans une solution de
PBS-Tween sont ensuite réalisés afin d’éliminesueplus d’anticorps. La membrane est
ensuite incubée pendant 1 heure a température at@mbé@ec I'anticorps secondaire dilué
dans le PBS-Tween-lait 3%. Cet anticorps est coap « Horseradish peroxydase » (HRP,
peroxydase de raifort) qui dégradera I'eau oxygéloée de la révélation. Les différents
anticorps utilisés lors de ce mémoire sont repaissde Tableau 3. Ensuite, une nouvelle série
de 3 lavages de 5 min dans du PBS-Tween est réalisge solution d’'ECL est préparée
(Enhanced ChemiLuminescence) et composée de 3iosmutPour une membrane de
5.5X9cm, on mélange 1 ml de solution A [0.1M Tri€H pH 8.6, Luminol a 0.4mg/ml],
100 ul de solution B [para-hydroxycouramine a l1l.imgdans DMSO] et 0.4 pl d’eau
oxygénée (30%). Celle-ci est alors déposée suelalmane. Le luminol s’active et émet de la
lumiére lorsque l'eau oxygénée est dégradée paHRdP. Cette émission de lumiére
(chémiluminescence) est mesurée par la caméra QCDad4000© (GE Healthcare Life
Sciences). Pour pouvoir mesurer le controle degehapres la révélation de notre protéine
d’intérét, on lave notre membrane 3 fois dans d&-H®Been pendant 5 min. L'anticorps
utilisé pour le contrdle de charge est dirigé awnine protéine ubiquitaire. Au cours de ce
mémoire, la protéine ubiquitaire choisie était ERK(@Extracellular Signal-Regulated Kinase
1/2). L’intensité de chaque bande est mesurée giapeogramme QuantityOne (BioRad). Le
rapport de la bande de la protéine d’'intérét suralade de la protéine ubiquitaire est effectué
pour chaque échantillon afin d’évaluer les quastitglatives des protéines présentes dans
chacun de ces échantillons.
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. - Temps et
An‘tlco‘rps Clonalité Or_lglne Cible Dilution Sourcg température
primaire animale commerciale Jincubation
N13 sc- Santa Cruz
133424 Polyclonal Lapin G0S2 1/600 Blotet;hnolog 3 heures a RT
M5670 | Polyclonal | Lapin | Erk1/2|  1/5000 Z‘gmj‘]‘ 1 nuit 2 4°C
TETO1 Polyclonal Lapin TetR 1/100( MoBitec 3 hewdeRT
9271 Polyclonal Lapin P?Xit)ho 1/2000 | Cell Signaling 1 nuita 4°C
. - Temps et
fuligeifs Clonalité Or_lglne Cible Dilution Sourcg température
secondaire animale commerciale F :
d’incubation
P0217 Polyclonal Porc Lapin 1/2500 Dako 1 heurd a|R
7074 Monoclonal| Chevre Lapin 1/2000 Cell Signaling heure a RT

Tableau 3 : Anticorps primaires et secondaires utilisés en Western Blotting. Les fabricants sont Santa Cruz Biotechnology
(Dallas, Etats-Unis), Sigma-Aldrich (St-Louis, Etats-Unis), MoBiTec (G&ttingen, Allemagne), Dako (Glostrup, Danemark) et
Cell Signaling (Danvers, Etats-Unis). RT : Room Température (température ambiante).

ii. Dosage protéique BCA

La concentration en protéines des extraits serarméiée a I'aide du Micro BCA
Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology) qui uglisacide bicinchoninique comme détecteur
du Cu* qui est formé quand le &uest réduit par les protéines en milieu alcalin.k@eest
utilisé pour doser des protéines a des concentsadiant de 0.5 a 200 pg/ml. La premiére
étape consiste en la préparation des standardssaedctifs. Ensuite, on réalise une échelle
BSA qui nous servira de référence lors de I'analyse mesures d’absorbance. Pour cela, a
partir du stock de BSA a 2 mg/ml, on réalise unenpére solution de 500 pl de BSA a
concentration de 200 pg/ml. A partir de cette pegesolution, on réalise des dilutions (500
pl) a 100 pg/ml; 50 pg/ml; 20 pg/mi; 10 pg/ml pg/ml; 2 pg/ml et 0 pg/ml. L’ensemble
de ces solutions sont préparée dans de lI'eau milDQ prépare ensuite le réactif en
mélangeant les solutions MA, MB et MC du kit awogmrtions 25 : 24 : 1. Le mélange de
réactifs préparé ici est stable pendant un jous dsmrécipient fermé. La derniére étape est la
procédure en plaque 96 puits. On pipette 100 chdgue standard ou échantillon en duplicat
et on dépose dans un puits. On ajoute 100 pl adifréachaque puits et on agite la plaque 30
secondes. On incube la plaque 2 heures a 37°Cai@éne a température ambiante. La plague
est placée dans le spectrophotometre FilterMax NF&lgcular Devices, Sunnyvale, Etats-

Unis) et 'absorbance est mesurée a 562 nm.
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c. Autres dosages
I. Dosage lactate

Ce dosage est basé sur la réaction présentéeiguie B. La lactate déshydrogénase
(LDH) catalyse la transformation de lactate en pgta avec en parallele la réduction de
NAD"* en NADH + H. Afin que la réaction soit compléte, on ajouteNpitl, a la réaction et
au lieu de pyruvate, il y a formation de pyruvayehtazone. Dans ces conditions, la quantité
de NADH mesurée par absorbance a 340 nm est propoetle au lactate présent dans
I'échantillon.

L-LDH
Lactate + NAD* + N,H, —> Pyruvate-hydrazone + NADH + H*

Figure 6 : Réaction permettant le dosage du lactate. Le lactate est transformé en pyruvate en méme temps que le NAD" est
réduit en NADH + H'. Le pyruvate réagit avec le N2H2 ou il y formation de pyruvate-hydrazone. On mesure la quantité de
NADH (qui est proportionnelle a la quantité de lactate) par absorbance a 340 nm.

Préparation du tampon de réaction. On met en soluii.4g de glycine et 13g
d’hydrazine que l'on ajuste a pH 9 avec du KOH #MNis on amene a 250ml. Ensuite, on
prépare la solution de NAD+ (N7004-1G, Sigma) emcaht 17mg (suffisant pour 40
réactions) de NAD+ dans 1 ml de tampon de réagiréparé au préalable. On réalise notre
Mix de réaction en mélangeant 175 pl de tamponédetion avec 25 pl de la solution de
NAD+ par réaction. Pour la courbe étalon, on prépare solution stock de L-lactate (71718-
10G, Sigma) & 200 mM en diluant 22.4 mg de L-lactins 1 ml de tampon de réaction. A
partir de ce stock, on effectue des dilutions eres#&vec des solutions a 2.5 mM, 2 mM, 1.5
mM, 1 mM, 0.75 mM, 0.5 mM, 0.25 mM et 0 mM. Dansyslaque 96 puits, on dépose 200
pl de Mix de réaction. On ajoute 20 ul des dilusiale L-lactate pour la courbe étalon ou 20
pl d’échantillon par puits. On ajoute 20 ul d’'ur@usion contenant 5 unités de L-lactate
déshydrogénase [L-2500, Sigma] par puits. L'adidpécifique de la solution stock de L-
LDH est de 200 unités/mg de protéines. La plaguepksée dans le spectrophotométre

FilterMax F5 et I'absorbance est lue toutes lesniffutes pendant 30 minutes a 340 nm.

ii. Dosage du glycérol libre
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Le « Glycerol Free Reagent kit » [F6428, Sigma]unese glycérol endogene libre en
utilisant les mémes réactions enzymatiques coupaes I'hydrolyse initiale de la lipase. Le
glycérol est phosphorylé par I'adénosine-5'-tripihase (ATP) formant glycérol-1-phosphate
(G-1-P) et lI'adénosine-5'-diphosphate (ADP) dangda&tion catalysée par la glycérol kinase
(GK). Le G-1-P est ensuite oxydé par la glycérabgphate oxydase (GPO) en phosphate de
dihydroxyacétone (DAP) et en peroxyde d'hydrogé#®f). La peroxydase (POD) catalyse
la réaction de kD, avec la 4-aminoantipyrine (4-AAP) et la N-éthyl-[8-sulfopropyl) m-
anisidine de sodium (ESPA) pour produire un colfyréan quinoneimine, qui présente un

maximum d'absorbance a 540 nm.

GK
Glycerol + ATP p G-1-P + ADP
GPO
G-1-P + O » DAP + H,0,
POD
H,O; + 4-AAP + ESPA—® Quinoneimine Dye
+ H.O

Figure 7 : réactions du Glycerol Free Assay (provenant de la data sheet du Glycerol Free Reagent de chez Sigma). Tous les
composants sont fournis avec le kit a I'exception du glycérol.

Cette opération se déroule dans des plaques 6qmi3 3-L1 différenciées. On rince
2 fois les cellules par série de 3 puits maximurarpéviter le dessechement avec 2 ml de
DMEM sans rouge phénol. On doit pouvoir éliminerdeige phénol car celui-ci interfére
avec la mesure. Ensuite, on ajoute 500 ul par pieitBMEM sans rouge phénol + 0.2% de
BSA [A3059, Sigma] et on laisse incuber pendanedré a 37°C. On récupere les 500 ul de
DMEM sans rouge phénol + 0.2% de BSA et on cergeft minutes a 5000 g. On récupére
le surnageant et on congéle a -20°C si la mesws pas faite directement. Il est préférable
de filtrer le milieu DMEM sans rouge phénol + 0.2 BSA afin d’éviter toute interférence
de petites particules lors de la mesure d’absodhdgisuite, on réalise une échelle glycérol
qui nous servira de standard lors de I'analysentiesures d’absorbance. Pour cela, a partir du
stock de glycérol a 2.8 mM, on réalise des solsti@00 pl) a 1 mM, 0.5 mM, 0.25 mM,
0.125 mM, 0.0625 mM, 0.03125 mM et 0 mM dans dueniDMEM sans rouge phénol +
0.2% BSA. L'analyse s’effectuera en plaque 96 pui@reiner Bio-One, Vilvoorde,
Belgique). On dépose 10 ul par puits du blanc,stisdards et des échantillons. On effectue
ces mesures en duplicats. On ajoute ensuite 19papulpuits du « Glycerol Free Reagent »

reconstitué au préalable dans 40 ml d’eau milli@. &sse la plaque incuber 15 minutes a
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température ambiante. On mesure ensuite I'absoebdans le spectophotometre FilterMax

F5 de chaque puits a 540 nm car la quinoneiminerabsa cette longueur.
d. Analyse transcriptomique

i. Extraction de 'ARN

On utilise le kit High Pure RNA Isolation Kit (118265001, Roche Molecular
Biochemical) pour extraire 'ARN de nos celluleses cellules proviennent d’'une plaque 6
puits ou d’'un insert [657641] (CELLSTAR, Sigma-Ald) et un volume de 600 pl d’'une
solution de lyse cellulaire [2/3 lysis/binding baffdu kit Roche et 1/3 PBS 1X] est ajouté
dans chaque puits. Le kit contient des colonnedesguelles on dépose notre produit de lyse,
qui sont capables de retenir les acides nucléiqgOescentrifuge la colonne pendant 30
secondes a 8000g. Par apres, on dépose un volufte ided’une solution de DNAse [90 ul
DNAse | incubation buffer et 10 ul DNAse] sur lala@me et on laisse incuber pendant 15
minutes a RT afin de digérer '’ADN. Aprés, on eftexune série de 3 lavages. On dépose un
volume de 500 pl de « Wash Buffer | » sur la colehon la centrifuge 30 secondes a 8000
g pour le premier. Pour le second, on dépose umwslde 500 pl de « Wash Buffer 1l » sur
la colonne et on la centrifuge de nouveau pendawse8ondes a 8000 g. On ajoute un volume
de 200 pl de « Wash Buffer Il » pour terminer etentrifuge la colonne pendant 2 minutes a
13000 g. Pour pouvoir décrocher 'ARN du filtre, ajoute 60 a 100 ul du tampon d’élution
(H2O désionisée pure et exempte d’enzymes dégradaRN| appelée « RNase Free
dH20 ») sur la colonne et on centrifuge pendantiduta & 8000 g. L'ARN sera récupéré
dans un eppendorf de 1.5 ml et conservé a -80°CGiolame de tampon d’élution déposé
dépend de la quantité d’ARN que I'on espére réarpau final.

ii. Dosage de I'ARN

Le dosage de 'ARN en ng/ul est effectué en dépgdadan de nos échantillons d’ARN
sur le spectrophotométre Nanodrop ND-1000 (Thersobér Scientific). Les acides
nucléiques présentent un maximum d’absorbance ang6@andis que les protéines et les
carbohydrates présentent des maximums d’absortza28® nm et 230 nm respectivement.
Les 2 rapports DO260/D0O280 et DO260/DO230 serofetcefés pour pouvoir évaluer la
pureté de nos échantillons et voir si ceux-ci netieanent pas de contamination extérieure.
Le rapport DO260/D0O280 nous indique une contanvna#in protéine et sa valeur pour une

solution d’ARN pur doit étre aux environs de 2. tag@port DO260/230 nous indique une
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contamination en carbohydrates et sa valeur poersotution d’ARN pur doit étre comprise
entre 2 et 2.2. 2 pl de chaque échantillon doiééret déposés sur le spectrophotomeétre pour
pouvoir évaluer la quantité d’acides nucléiquegs@mvoir fait une premiere mesure de blanc

avec de I'eau désionisée et RNase free.
iii. Synthése de I'ADNCc

On utilise le kit PrimeScript™ RT Reagent Kit (Reatf Real Time) (RRO37A,
Clontech Laboratories, Inc., A Takara Bio Compafyoto, Japon) pour rétrotranscrire notre
ARNmM en ADNc afin de pouvoir étudier I'expressiognggue. Comme nos échantillons
comprennent différentes concentrations en ARN, a@é&dé d'utiliser une quantité d'1 pg
d’ARN par échantillon a rétro-transcrire afin d’égar nos résultats. On dilue ce pug dans de
'eau RNase free pour arriver au final a 1 ug d’AR&hs un volume de 14 ul par échantillon.
On y ajoute ensuite 2 pl d’'une solution d’Oligo Eiimer (stock a 50 uM) pour arriver a une
concentration finale de 5 pM. On y ajoute en plysl 4le 5X PrimeScript Buffer (for Real
Time) contenant tous les éléments nécessaires ratriatranscription. Pour terminer, on
ajoute 2 pl de PrimeScript RT Enzyme Mix | qui gent I'enzyme indispensable a la
réaction. On installe nos tubes dans un thermogyc(&eneAmp® PCRSystem 9700,
Applied Biosystems, Foster City, Etats-Unis) etefiectue un programme qui consiste en une
étape durant 15 min a 37°C pour la synthese duddABNc par la polymérase, suivi d’'une
étape de 5 secondes a 85°C afin d’inactiver I'ereyioes tubes sont ensuite maintenus a 4°C

en attendant d’étre récupérés. L’ADNc est consanz)°C.
iv. RT-gPCR

Pour pouvoir quantifier I'expression d'un gene ddes différentes conditions de
culture effectuées au cours de ce mémoire, la RCiRmeps réel quantitative (RT-gPCR) a été
utilisée. On utilise des amorces spécifiqgues deenggne d’intérét afin d’amplifier une partie
de 'ADNCc correspondant provenant des ADNc syn#f@gtilors de la derniére étape. On peut
suivre I'amplification d’ADN double brin grace ugent intercalant, le SYBR green, qui émet
une fluorescence de longueur d’'onde de 520 nm emeut lorsqu’il se lie a de 'ADN
double-brin. La fluorescence mesurée est proparéibe a la quantité d’ADN double brin
présente et donc a I'expression du géene d’intédét.mesure le nombre de cycles a partir
duquel la courbe d’amplification des produits davieexponentielle (Ct ou « cycle
threshold »). On a besoin d’'un cycleur StepOne™I|-Rieae PCR (Applied Biosystems)
capable de mesurer I'émission de fluorescence pauRT-gPCR. Pour une bonne
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amplification de I’ADNc, il faut au préalable, powhaque couple d’amorces utilise,
déterminer une concentration idéale en ADNc encafent une courbe de dilution en série.
L'efficacité de I'amplification est calculée lorsedcette expérience préliminaire par le
programme et celle-ci doit étre comprise entretalll® % avec une courbe de fusion correcte
pour pouvoir valider les couples d’amorces. L’'asalyde la courbe de fusion permet de
détecter la présence de diméres d’amorces ou deonglaspécifiques car la température de
fusion (Tm) mesurée ici ne correspond pas a calldadtempérature de fusion pour les
amplicons d’intérét. De plus, lors de la représmtade la dérivée de la fluorescence en
fonction de la température, on peut détecter debnenx pics excédentaires généralement
plus larges et présentant une Tm plus faible quBEmaattendue. On dilue nos échantillons
dans de I'eau RNase free pour atteindre un voluna dle 5 ng d’ADNc dans un volume de
2 1l une fois les conditions établies. Le mix PGRamposé de 4 ul d’'eau RNase free, 10 pl
de MESA GREEN gPCR Master Mix Plus for SYBRO© Assali TP 2X (Eurogentec), 2 pl
de chague amorce a une concentration finale del0€hacune (stock a 1 uM) et de nos 2 pl
d’ADNc. Les résultats reprenant les Ct's sont asgdypar l'intermédiaire du programme
StepOne™ (ThermoFisher Scientific). On utilise wne ubiquitaire dont I'expression ne
varie pas entre les échantillons tel que le geri43&ussi appelé RPLPO Ribosomes pour

pouvoir normaliser les résultats. La liste des am®est reprise au Tableau 4.

I\clioer: Longueur SECIUEEE Quantité
AMOrCes (b) « Forward » « Reverse » d’ADNc
TTC AAG GTG CCA | GTC CCA GAC CCC
G0S2 59 CCG AAT TTA GGT GA > ng
GCC ATG ATG GTG | AAC AAG CGG ATG
ATGL 62 CCC TAT ACT C GTG AAG GA 5 ng
sl o GGAGCACTACAA | GGCCACCGGTAA |
ACG CAA CGA AGA GGG AAC 9
GGT CCT CCT TGG
GCA GAC AAC GTG
36B4 189 | Lad 10 AMG CAG AT| TGA ACA(\: gGA AGC 5ng
CGI-58 o3 CGATCCTGCATA | AGGACTTCGGIC | . _
(ABHD5) GAT GGC AAC GCA GTG AC 9

Tableau 4 : Amorces et quantités d'’ADNc utlisées en fonction de chaque amorce en qRT-PCR
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e. Analyses statistiques

Tous les tests statistiques de ce mémoire ontéélésés grace au programme Microsoft
Office Excell 2007 (Microsoft, Redmond, Etats-Unighe analyse de la variance (ANOVA)
nous a permis de comparer les difféerents échamsilimn appariés. Une valeurglenférieure

a 0.05 est considérée comme statistiguement sigtiife ou <0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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4.Résultats

a. Différenciation in vitro des 3T3-L1

Les photos prises au microscope a fluorescenca Biglire 8 ont été réalisées sur des
cellules 3T3-L1 aprés 12 jours de différenciatiaangl une plaque 6 puits dans du milieu
DMEM enrichi en dbcAMP, dexaméthasone et insulioes Ides 2 premiers jours de
différenciation et seulement en insuline lors de@slérniers jours. Les cellules se différencient
donc au stade de pré-adipocytes (couleur rouge8Riget 8C) car celles-ci possedent de
nombreuses petites vacuoles lipidiques et non enke grosse comme on pourrait 'observer
sur des adipocytes matures. De plus, lorsque lige@des sont considérés comme matures,
le noyau est repoussé en périphérie et écras@upayue énorme gouttelette lipidique. Or ici,
le noyau se trouve encore au centre des celludefar bleue Fig 8B et 8C). Les cellules
3T3-L1 utilisées tout au long des manipulationscdemémoire seront donc considérées

comme un modele de pré-adipocytes et non d’adipsayiatures.

Figure 8 : photos au microscope a fluorescence de 3T3-L1 différenciées marqués au DAPI et au Nile Red. A : marquage au
Nile Red des composés lipophiles. B : marquage des noyaux au DAPI. C: superposition des deux images. (grossissement
600X)

b. Co-culture d’adipocytes et de cellules cancéreuses
i. Expression des genes régulateurs de la lipolyse

En premier, nous nous sommes intéressés a I'expnedss genes impliqués dans la
lipolyse au niveau de cellules 3T3-L1 en co-cultavec des cellules PC3 (cellules humaines
d’adénocarcinome prostatique) afin de mettre emleide des meécanismes potentiels de
régulation de la lipolyse chez les adipocytes agmsant avec des cellules tumorales. En
effet, il a été rapporté dans la littérature queetéaix de lipolyse observés dans des adipocytes
proches des cellules tumorales sont plus élevésdgne des adipocytes entourés de tissus

normaux. Les cellules 3T3-L1 ont été differencipeadant 10 jours dans des plaques 6 puits
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avant d’étre caeultivées pencnt 24h ou 72h avec des cellules P€&&mencées dans un

insert (Figure 9).

Figure 9 : Exemple de co-culture. A : vue aérienne d’une plaque 6 puits avec les inserts contenants les cellules PC3 (en vert)
déposés sur les cellules 3T3-L1 (en rouge) au dessus et les cellules 3T3-L1 contrdles en dessous sans inserts. B : vue de face
de la plaque 6 puits décrite au point A.

Une fois que I'ensemble des ARNs a été collectguetleur ADNc a été synthétis
nous avons analysé l'expression ¢ genes: G0S2, ATGL, HSL et C-58 (Figure 10).
L’expression du géne 36B4 nous sert de con L’expression de GOS2 représente O.¢
moins de 0.2 fois son expression de base pour R4fRle de c-culture respectivemer
L’expression d’ATGL représente ( et 0.4 fois son expression de base pour 24h et
respectivement. L'expression de HSL représenteeD®2 fois son expression de base |
24h et 72h respectivemeritiexpression de C(-58 diminue dans des proportions as
semblables a celles d’ATGPRour la suite des manipulations, nous nous somemshps su
'expression de ces genes en différentes conditioais nous nous sommes surtout atta
sur I'expression proteique de G( car celuiei verrouille la premiére étape de la dégrada

du TAG qui en est aussi I'étajlimitante.
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Figure 10 : Evaluation de I’expression des génes régulateurs de la lipolyse par RT-qPCR dans des cellules 3T3-L1 en co-
cultures avec des cellules PC3. A) Expression de G0S2, 24h **p=0.0044 ; 72h ***p<0.0001. B) Expression d’ATGL, 24h
**p=0.0015; 72h ***p=0.0002. C) Expression de HSL, 24h *p=0.0186; 72h ***p=0.0009. D) Expression de CGI-58, 24h
*p=0.0191 ; 72h ***p<0.0001. Les colonnes bleues et vertes représentent des cellules 3T3-L1 contrdles cultivées sans la
présence de cellules PC3 et les colonnes rouges et mauves représentent les cellules mises en présence de cellules
cancéreuses. Les temps d’incubation ont été réalisés sur 24h (sur la gauche des graphiques) et sur 72h (sur la droite des
graphiques). La moyenne + |'écart-type est représentée. L'expression du gene 36B4 sert a effectuer les rapports géne
d’intérét/36B4 afin d’évaluer I'expression relative de nos différents génes d’intérét. Les différentes colonnes expriment le
facteur d’induction par rapport au contréle.

c. Etude de l'effet de la diminution du pH sur la lipdyse

Nous avons remarqué que le milieu de culture sifaidbeaucoup plus au cours de la
co-culture. De plus, il est bien établi que le pliHrdicroenvironnement tumoral est acide et
peut atteindre des valeurs inférieures a 6. C'estquoi nous avons voulu étudier I'influence
du pH sur I'expression de ces génes. Nous avons diécidé de cultiver des cellules 3T3-L1
en faisant varier le pH et d’analyser I'expressit@s mémes genes par qRT-PCR ainsi que
'expression de la protéine G0S2 par Western BigttiLes cellules 3T3-L1 ont été
différenciées en pré-adipocytes pendant 10 jourslesi plaques 6 puits, puis nous avons mis
du milieu DMEM a différents pH (7.4 pour le cone@t 6.5 pour mimer I'effet des cellules

cancéreuses sur le milieu) et incubé pendant 24h.
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i. Expression des genes régulateurs de la lipolysesapne diminution du pH

La mesure de I'expression des ARNm dans des 3TdHfédrenciées cultivees a pH
acide nous a permis de mettre en évidence plusmmings intéressants. Tout d’abord, en ce
qui concerne l'expression de G0S2, celle-ci dimifargement lorsque le pH s’acidifie en
passant a environ un cinquieme de sa valeur enitmnaontrble comme illustré dans la
Figure 11. L'acidification du milieu par les celsl cancéreuses PC3 pourrait donc expliquer
cette diminution relative de I'expression de G032 contraire, nous remarquons que
'expression d’ATGL augmente avec l'acidificatioru anilieu et passe de 1 a + 1.3. Ce
résultat ne correspond pas aux mesures effectusres abs 3T3-L1 co-cultivées avec des
cellules cancéreuses et nous permet de dire gqudiniaution relative de I'expression
d’ATGL lors des co-cultures n’'est pas due uniquemmér’acidification du milieu mais
implique probablement d’autres mécanismes. Poumpiassion de HSL, celle-ci diminue
d’environ 50% lorsque le milieu s’acidifie. L’aciteur CGI-58 tombe jusqu’a 40% de sa
valeur initiale lorsque le pH s’acidifie. Ce réstilest en corrélation avec le résultat de la co-
culture sur 24h. L’acidification du milieu pourraibnc étre a la base de la diminution de
I'expression relative de G0S2 et HSL mais pas base de la diminution d’ATGL comme

nous 'avions observé lors des co-cultures surtZ2k.
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Figure 11 : Evaluation de I’expression des génes régulateurs de la lipolyse par RT-qPCR dans des cellules 3T3-L1 cultivées
a différents pH. A) Expression de G0S2, ***p=0.0007. B) Expression d’ATGL, *p=0.0117. C) Expression de HSL, *p=0.0296.
D) Expression de CGI-58, ***p=0.00099. Les colonnes bleues représentent des cellules 3T3-L1 contrdles avec du DMEM a
pH 7.4 et les colonnes rouges représentent les cellules cultivées avec du DMEM a pH 6.5. Les temps d’incubation ont été
réalisés sur 24h. La moyenne + I'écart-type est représentée. L'expression du gene 36B4 sert a effectuer les rapports géne
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d’intérét/36B4 afin d’évaluer I'expression relative de nos différents génes d’intérét. Les différentes colonnes expriment le
facteur d’induction par rapport au contréle.

ii. Effet de la diminution du pH sur I'expression piqtée de G0S2

Un Western Blotting a été effectué apres avoiradixtes protéines des cellules 3T3-
L1. L'anticorps anti-G0S2 révele la protéine GOS2 @ un poids moléculaire d’environ 11
kDa (Figure 12A). La protéine Erkl/2 est visualiged2 et 44 kDa et sert de contrbéle de
chargement. On peut voir que la culture 24h a pbl uffit déja a diminuer fortement
I'expression de la protéine GOS2 (Figure 12B). pssion passe de 0.9 pour le controle a
environ 0.25 pour le pH 6.5 sur une période de 24hdiminution d’expression génique
observée a pH acide est accompagnée d’'une dimindgola concentration en protéine en

corrélation avec les résultats de la gRT-PCR datpoi.
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Figure 12 : Expression de G0S2 dans des cellules 3T3-L1 déterminée par Western Blotting a différents pH. A) Les cellules
ont été traitées 24h avec du DMEM complet a différents pH (soit a pH 7.4 comme contréle, soit a pH 6.5). La protéine
Erk1/2 sert de contrble de dépot. B) Quantification de I'expression de GOS2 dans des cellules 3T3-L1 traitées comme au
point A). La moyenne * |'écart-type est représentée. ***p=0.00017.

iii. Dosage en glycérol libre aprés diminution du pH

Le dosage en glycérol libre dans le milieu extilatasie permet d’estimer le taux de
lipolyse dans nos cultures de cellules. Lors d’étudrécédentes (19), il avait été montré que
le taux de lipolyse augmentait lorsque des adimscyétaient en contact avec le
microenvironnement des cellules cancéreuses. Comme observé une diminution de
linhibiteur G0S2 mais aussi de [Iactivateur CGI-5Brs de [l'acidification du
microenvironnement, nous avons décidé de meswféet’'global des régulations géniques en
effectuant une mesure de la quantité d’'un prodeitadipolyse dans le milieu de culture des
cellules 3T3-L1 cultivées a pH acide. On mesuraidd d’'un test enzymatique (détaillé dans

le matériel et méthodes) la concentration de gbtddsre dans le milieu de culture que I'on a
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laissé incuber pendant 1 heure sur des pré-adigoayui étaient cultivés dans des milieux
DMEM a différents pH. Comme le montre la Figure [E3¢concentration de glycérol, qui est
directement proportionnelle au taux de lipolysd, lsaucoup plus élevée pour les cellules
cultivées a pH acide. Cela pourrait s’expliquer [gafait que la protéine G0S2, inhibiteur
spécifiqgue d’ATGL, est fortement réprimée lorsqiom Ise trouve a un pH plus acide (Figure
11).
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Figure 13 : Quantité de glycérol libre dans le milieu produit par les cellules 3T3-L1 cultivées a différents pH. Les cellules
ont été traitées 24h avec du DMEM complet a différents pH (soit a pH 7.4 comme contrdle, soit a pH 6.5). Le taux de
glycérol libre a ensuite été mesuré grace a 500 ul de DMEM sans rouge phénol + 0.2% BSA déposé sur les cellules pendant
1h. La moyenne + I'écart-type est représentée. ***p=0.0002.

d. Estimation du taux de production de lactate apres ithinution
du pH

Nous mesurons le taux de production de lactate pounoir estimer le taux de
glycolyse. Dans les cellules 3T3-L1, la glycolysattibue a I'accumulation de TAG (56) car
les cellules utilisent le glucose en partie pounvmir synthétiser leur stock d’acides gras
notamment sous forme de TAG. Les cellules 3T3-lahtétortement glycolytiques, des taux
de production de lactate assez éleves sont génealebservés (56). Le taux de lactate dans
le milieu extracellulaire a été mesuré aprés gaectdlules aient été incubées 24h dans des
milieux DMEM a différents pH (Figure 14). La prodigon de lactate passe d’environ 15 mg /
mg de protéines sur 24h pour les cellules 3T3-bH& .4 a 1.5 mg / mg de protéines sur 24h
pour les cellules cultivées a pH 6.5. La quantdéatttate produit par les cellules en condition
contrble correspond a une concentration d’envird riM. Le fait que la production de
lactate soit autant réduite en condition acide @iguerait par un blocage pratiquement

complet de la glycolyse avec la diminution du pH i@ocage de la glycolyse en condition
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acide nous fait donc penser que le méme phénomewmrid se produire lors de nos
expériences de co-cultures et va donc nous ametesteér des inhibiteurs de la glycolyse
pour vérifier si I'inhibition de la glycolyse miries régulations observées a pH acide.
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Figure 14 : Production de lactate dans des cellules 3T3-L1 cultivées a différents pH. Les cellules ont été traitées 24h avec
du DMEM complet a différents pH (soit a pH 7.4 comme contrdle, soit a pH 6.5). Le taux de lactate a été mesuré par rapport
a I'absorbance du milieu de culture recueilli apres 24h d’incubation dans des milieux a différents pH. L’axe des ordonnées
représente la quantité de lactate en mg. ***p<0.00001.

e. Effet du blocage de la glycolyse sur la lipolyse

Le deuxieme parameétre que nous avons voulu testiérle® blocage de la glycolyse.
Pour cela, nous avons utilisé des concentratiarissantes de 2DG (2-déoxy-D-glucose), une
molécule analogue au glucose ayant le groupembagtxyle remplacé par un hydrogéne et
ne pouvant donc pas subir la glycolyse. Il s’agihdnhibiteur allostérique de I’hexokinase et

d’un inhibiteur compétitif de la glucose-6-phosghsomérase, 2 enzymes de la glycolyse.
I. Expression des genes régulateurs de la lipolysésaplocage de la glycolyse

L’analyse des résultats de I'expression des ARNm différentes protéines de la
lipolyse est assez semblable a celle obtenue less ekpériences de co-cultures. Les
concentrations de 2 mM, 5 mM et 10 mM induisent dimeinution de I'expression de G0S2
en la faisant passer d’'une valeur relative de 16a @2 et 0.1 respectivement (Figure 15).
Pour ATGL, l'expression diminuant en passant de 10.5, 0.35 et 0.35 pour des
concentrations de 2, 5 et 10 mM. Ici, le blocagéadglycolyse induit bien une diminution de
'expression d’ATGL comme il avait été observé lalss expériences de co-cultures. Pour
I'expression de HSL, celle-ci diminue aussi en pasgde 1 a 0.6, 0.35 et 0.2 pour des
concentrations de 2, 5 et 10 mM en 2DG. L'exprassie CGI-58 diminue Iégérement par

rapport aux autres protéines mais cependant il lseynavoir un effet semblable a celui que
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'on peut observer avec la diminution de I'expressid’ATGL ou on observe un effet

maximal pour une concentration en 2DG compriseeefitret 5 mM. Le blocage de la
glycolyse provoqué par le 2DG induit une diminutél’expression relative des protéines de
la lipolyse comme nous l'avions observé lors degéernces de co-cultures. En plus de
diminuer l'expression de G0S2, HSL et CGI-58, cechbe diminue aussi I'expression
d’ATGL contrairement aux expériences ou nous aviacidifié le milieu. La diminution de

'expression d’ATGL serait donc potentiellement cuen pas a la diminution du pH ou au
blocage de la glycolyse mais probablement a ureaftet provoqué par le 2DG. Celui-ci est
capable d’affecter la n-glycosylation des protéirgsdonc d’empécher la synthése de

glycoprotéines ce qui pourrait affecter I'expreasibATGL.
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Figure 15 : Evaluation de I’expression des génes régulateurs de la lipolyse par RT-qPCR dans des cellules 3T3-L1 cultivées
a différentes concentrations en 2DG. A) Expression de G0S2, Ctrl vs 2mM **p=0.0098 ; Ctrl vs 5 mM ***p=0.0009 ; Ctrl vs
10 mM ***p=0.0005. B) Expression d’ATGL, Ctrl vs 2 mM N.S.; Ctrl vs 5 mM *p=0.0249; Ctrl vs 10 mM *p=0.0251. C)
Expression de HSL, Ctrl vs 2 mM N.S. ; Ctrl vs 5 mM *p=0.0115 ; Ctrl vs 10 mM **p=0.0042. D) Expression de CGI-58, Ctrl vs
2mM **p=0.0071 ; Ctrl vs 5 mM **p=0.0063 ; Ctrl vs 10 mM *p=0.0119. Les temps d’incubation ont été réalisés sur 24h. La
moyenne + 'écart-type est représentée. L'expression du géne 36B4 sert a effectuer les rapports géne d’intérét/36B4 afin
d’évaluer I'expression relative de nos différents génes d’intérét. Les différentes colonnes expriment le facteur d’induction
par rapport au controle.
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ii. Expression protéique de GOS2 apres blocage deytalyise

Comme l'expression de 'ARNmM de GO0S2 était fortetndiminuée, nous avons
décidé de vérifier par Western Blotting si son aiv@rotéique était régulé de la méme fagon
avec des concentrations croissantes en 2DG (Figi)rdJne fois de plus, nous observons une
diminution de I'expression de la protéine GOS2 esiratios passent de 1.15 a4 0.75, 0.5 et 0.2
pour des concentrations de 2, 5 et 10 mM de 2D@emtvement. Comme nous le
suspections, I'expression protéique est donc aféeqiar ce blocage de la glycolyse qui
diminue I'expression relative de 'ARNmM de G0S2.
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Figure 16 : Effet de I'inhibition de la glycolyse sur I’expression de la protéine G0S2 dans des cellules 3T3-L1. A) Les cellules
ont été traitées 24h avec du DMEM complet sans 2DG (Ctrl) ou avec des concentrations croissantes en 2DG (2, 5 ou 10
mM). La protéine Erk1/2 sert de contréle de dépot. B) Quantification de I'expression de G0S2 dans des cellules 3T3-L1
traitées comme au point A). La moyenne * |'écart-type est représentée. Ctrl vs 2 mM *p=0.0478 ; Ctrl vs 5 mM **p=0.0099 ;
Ctrl vs 10 mM **p=0.0023.

f. Mesure du taux de phosphorylation d’Akt apres dimirution du
pH

La diminution de pH pourrait altérer la signalisatiau niveau de la voie PI3K/Akt et
empécher l'inhibition du facteur FOXO1 qui peut uky I'expression de GOS2 et ATGL
(57). Si Akt n'est pas phosphorylé et activé, celune pourra donc pas réguler FOXO1.
Nous avons donc vérifié par Western Blotting delex de phosphorylation d’Akt pouvait étre
régulé par le pH (Figure 17). Une diminution depleosphorylation d’Akt d’environ 50% a
éte observée lorsque le pH diminue, ce qui suggergéfaut d’activation d’Akt qui pourrait

expliquer pourquoi I'expression de protéines tels G0S2 s’éteint avec la diminution du pH.
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Figure 17 : Expression de phospho-Akt dans des cellules 3T3-L1 déterminée par Western Blotting a différents pH. A) Les
cellules ont été traitées 24h avec du DMEM complet a différents pH (soit a pH 7.4 comme contréle, soit a pH 6.5). La
protéine Erk1/2 sert de contrble de dépét. B) Quantification de I’expression de phospho-Akt dans des cellules 3T3-L1
traitées comme au point A). La moyenne + I'écart-type est représentée. ***p=0.0008.

g. Etude de l'effet du blocage de la voie PI3K/Akt kimase sur la
lipolyse

Afin d’évaluer directement I'implication de la voiRI3K/Akt kinase dans la régulation
de GO0S2, nous avons utilisé un inhibiteur pharnwgique spécifigue de cette voie, le
LY294. Des cultures de 3T3-L1 ont ensuite été séak avec des concentrations croissantes
en LY294.

i. Expression des geénes régulateurs de la lipolyseesafmiocage de la voie
PI3K/Akt kinase

Sur I'ensemble des genes régulateurs de la lipalpse I'expression a été mesurée,
seul GOS2 a présenté une diminution significatieesdn expression. Les 3 autres genes,
ATGL, HSL et CGI-58 ont tous présenté une légermimlition généralement non-
significative avec I'augmentation de la concentmaten LY294 dans le milieu. GOS2 est
affecté par I'inhibition de la voie PI3K/Akt tandgge I'expression des autres genes ne l'est
pas significativement. Le blocage de la voie PI3k/Aemble reproduire partiellement les
effets induits par I'acidification du pH sur I'exgssion des génes régulateurs de la lipolyse. II
faut seulement faire attention a ces résultats cestains écarts-types se révélent assez

importants (Figure 18).
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Figure 18 : Evaluation de I'expression des génes régulateurs de la lipolyse par RT-qPCR dans des cellules 3T3-L1 cultivées
a différentes concentrations en LY294. A) Expression de G0S2, Ctrl vs 2uM *p=0.0376 ; Ctrl vs 5 uM *p=0.0175 ; Ctrl vs 10
UM ***p<0.0001. B) Expression d’ATGL, Ctrl vs 2 uM N.S. ; Ctrl vs 5 uM *p=0.0472 ; Ctrl vs 10 uM N.S.. C) Expression de HSL,
Ctrl vs 2 uM N.S. ; Ctrl vs 5 uM N.S.; Ctrl vs 10 uM N.S.. D) Expression de CGI-58, Ctrl vs 2uM N.S.; Ctrl vs 5 uM N.S.; Ctrl vs
10 uM N.S.. La moyenne * I'écart-type est représentée. L'expression du gene 36B4 sert a effectuer les rapports géne
d’intérét/36B4 afin d’évaluer I'expression relative de nos différents génes d’intérét. Les différentes colonnes expriment le

facteur d’induction par rapport au controle.

Expression protéique de GOS2 apres blocage deiéaRIBK/Akt kinase

Les résultats ici nous montrent que I'augmentatieda concentration en LY294 dans

le milieu engendre une diminution progressive dexgdression protéique de GO0S2.

L’expression protéique passe de 0.45 pour le clnted 0.35, 0.2 et 0.07 pour une

concentration respective en LY294 de 2, 5 et 10 (Mure 19). L'inhibition de la voie

PI3K/Akt est donc suffisante pour diminuer I'exm®es de GOS2.

37



A) B)

0,6

Ctrl 2um S5um 10uM 0,5 -
W Ctrl
G0S2 —» -— - 0.4 - m2uM
15 UM
03 -
10 pM

0,2 -

0,1 -

Figure 19 : Effet de I'inhibition de la voie PI3K/Akt sur I'expression de G0S2 dans des cellules 3T3-L1. A) Les cellules ont
été traitées 24h avec du DMEM complet sans LY294 (Ctrl) ou avec une concentration croissante en LY294 (2, 5 ou 10 mM).
Les cellules du Ctrl sont traitées avec du DMSO seul comme le LY294 est conservé dans du DMSO. La protéine Erk1/2 sert
de contréle de dépét. B) Quantification de I'expression de G0S2 dans des cellules 3T3-L1 traitées comme au point A). La
moyenne + |'écart-type est représentée. Ctrl vs 2 uM N.S. ; Ctrl vs 5 uM *p=0.0291 ; Ctrl vs 10 uM ***p=0.0009.

G0Ss2

h. Etude de l'effet d’'une diminution du rapport ATP/AM P sur

I'expression de genes régulant la lipolyse

Le dBCAMP est un analogue de cAMP résistant auxsphodiestérases (PDEL, 2, 3,
4,7, 8, 10 et 11). L'intérét d'un milieu suppléneren dBcAMP est donc de maintenir une
concentration plus élevée constante en cAMP danseléules. Etant donné que la glycolyse a
pH acide est presque complétement bloquée et qedhbules 3T3-L1 sont fortement
glycolytiques, la production d’ATP pourrait étrendnuée et donc le rapport ATP/AMP
diminuerait également. On simule donc un rapportPAIMP faible ici en rajoutant du
dBCcAMP.

i. Expression des genes régulateurs de la lipolyse

L’ajout de dBcAMP dans le milieu induit des régidas d’expression de genes
proches de celles observées lors des cultures acpie. En effet, I'expression relative de
'TARNmM de G0S2 passe de 1 dans le contrble a em@r05 en présence de dBcAMP (Figure
20). Il s’agit du taux le plus bas que l'on ait @oserver jusqu’ici. Ensuite, pour I'expression
de TARNm d’ATGL, on passe d’'un taux relatif d’exgesion de 1 pour le contrdle a 0.35 en
présence de dBcAMP ce qui est de nouveau une dliifér assez forte. L'expression de
'ARNmM de HSL est également fortement diminuée a&tge de 1 pour le contrble a un peu
plus de 0.2 pour 0.5 mg/ml. L'expression de CGIf&8 semble pas autant affectée que

'expression des autres genes avec une diminutemvilon 30% en présence de dBcAMP. I
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semble donc que l'abaissement du rapport ATP/AMMPneniau moins en partie, les

régulations d’expression génique observeée suigealification du milieu de culture.
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Figure 20 : Evaluation de I’expression des génes régulateurs de la lipolyse par RT-qPCR dans des cellules 3T3-L1 cultivées
a différentes concentration en dBcCAMP. A) Expression de G0S2, **p=0.0049. B) Expression d’ATGL, **p=0.0015. C)
Expression de HSL, *p=0.0281. D) Expression de CGI-58, **p=0.0083. Les différentes concentrations en dBcAMP dans le
milieu sont représentées par les différentes couleurs sur le graphique (bleu pour le contréle ou 0 mg/ml, rouge pour 0.5
mg/ml). Les cellules ont été traitées durant 24h. La moyenne * 'écart-type est représentée. L'expression du géne 36B4 sert
a effectuer les rapports géne d’intérét/36B4 afin d’évaluer I'expression relative de nos différents génes d’intérét. Les
différentes colonnes expriment le facteur d’induction par rapport au controle.

ii. Expression protéique de GOS2

Parallelement a la diminution de I'expression d&RINm observée en présence de
dBcAMP, nous avons également mis en évidence urte fiiminution de I'expression
protéique de G0S2. Celle-ci passe d’'une valeur.deO6ur le contréle a environ 0.35 pour
une concentration de 0.5 mg/ml en dBcAMP (Figure 21

39



A) B)

0,9 -
Ctrl 0.5mg/ml 0.8 -
0,7 -
06 -
0,5 -
0,4 -
03 -
0,2 -
0,1 -

G0S2 =

m Ctrl
m0.5mg/ml

\|
GOS2/Erk1/2

Erk1/2 >

I
Il
Il
|

GO0Ss2

Figure 21 : Effet du dBcAMP sur I'expression protéique de G0S2 dans des cellules 3T3-L1. A) Les cellules ont été traitées
24h avec du DMEM complet comprenant soit 0 mg/ml (contréle), soit 0.5mg/ml de dBcAMP. La protéine Erk1/2 sert de
controle de dépé6t. B) Quantification de I'expression de GOS2 dans des cellules 3T3-L1 traitées comme au point A). La
moyenne * |'écart-type est représentée. **p=0.0017.

i. Effet de linhibition de la protéine kinase A sur lexpression

protéique de G0S2

Dans les adipocytes, la protéine kinase A est cenmaur réguler la lipolyse en
stimulant les différentes lipases (59). Afin d’@wal son role dans la régulation de G0S2, nous
avons cultivés les 3T3-L1 avec des concentratioossantes d’un inhibiteur spécifique : le
PKI. L'expression de G0S2 ne semble pas étre @keen présence de concentrations
croissantes en PKI. Il semblerait méme que I'exgpoesde la protéine augmente légérement
en présence de la concentration la plus forte dedBis le milieu DMEM a pH 7.4 bien que
les différences ne soient pas statistiguement fiigtives (Figure 22). De méme, aucune
différence significative d’expression de G0S2 n@sservée lorsque le PKI est ajouté dans le
milieu a pH 6.5. La protéine kinase A ne semblecdpas réguler significativement G0S2

dans nos conditions de culture.
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Figure 22 : Effet de I'inhibition de PKA sur I'expression protéique de de GOS2 dans des cellules 3T3-L1. A) Les cellules ont
été traitées 24h avec du DMEM complet a différents pH (soit a pH 7.4, soit a pH 6.5) et a des concentrations différentes en
PKI (en bleu : 0 mM, en rouge : 1 mM et en vert : 5 mM). La protéine Erk1/2 sert de contrdle de dép6t. B) Quantification de
I’'expression de GOS2 dans des cellules 3T3-L1 traitées comme au point A). La moyenne + I'écart-type est représentée.

j. Création de clones de cellules 3T3-L1 surexprimante facon
inductible GOS2

GO0S2 est considéré comme un verrou qui bloquedeigre étape de la lipolyse et
c’est probablement I'inhibition de son expressiam &gt responsable de 'augmentation de la
lipolyse observée dans des 3T3-L1 cultivees a pHeada création de ces cellules a pour
objectif de déterminer s'il est possible de blodadipolyse induite dans des cellules 3T3-L1
cultivées a pH acide en maintenant le niveau de2G8n niveau proche de celui observé
dans des cellules cultivées a pH neutre. Ce maurle permettra de savoir si GOS2 est bien

le régulateur principal de la lipolyse dans nosditbans comme nous le supposons.

i. Création de clones de 3T3-L1 exprimant le réprasssensible a la

tétracycline

Dans un premier temps, nous avons transfecté ledese3T3-L1 avec un premier
vecteur plasmidique, le pcDNAG/TR, afin d’'induirexdpression constitutive du répresseur
sensible a la tétracycline. L’expression du rémessa la tétracycline est sous la dépendance
d’'un promoteur fort de cytomeégalovirus qui devrasisurer un niveau d’expression éleve.
Comme illustré dans la figure 23, le plasmide pcBNIAR contient un gene de résistance a la

blasticidine qui nous permettra d’isoler les cloagant intégré le plasmide.
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Figure 23 : pcDNA6/TR4 utilisé pour la premiére transfection afin d’induire I'expression du répresseur sensible a la
tétracycline dans nos cellules. Celui-ci comprend notamment le promoteur P¢yy de cytomégalovirus pour assurer une
expression élevée de la protéine, TetR étant le gene du répresseur a la tétracycline et Blasticidin, le gene de résistance a la
blasticidine pour la sélection.

Apres avoir isolé et cultivé les clones résistalat Blasticidine, nous avons effectué un
Western Blotting afin de voir quels clones expriemtieffectivement le répresseur sensible a
la tétracycline. La protéine d’intérét présente poids moléculaire apparent d’environ 28
kDa. Apres un premier round de sélection suivaritdasfection (Figure 24A), les mutants
paraissant positifs ont été amplifies afin de pauw®poser dans un Western Blotting
ultérieur plus de matériel biologique. Les lysatsalones de cellules PC3 surexprimant le
répresseur sensible a la tétracycline, qui avaintréés précédemment au laboratoire ont été
déposés sur la droite de chacun des Western Bjottinnous servent de contréle positif. Lors
du second round de sélection (Figure 24B), on peutque trois clones 3T3-L1 semblent
exprimer le répresseur sensible a la tétracyclBependant, en comparant avec les clones
PC3 (Figure 24B et 24C), on peut voir que les doB&3-L1 expriment faiblement le
répresseur sensible a la tétracycline apres aapparté I'expression a Erk1/2. Nous avons
effectué la suite des manipulations avec le claneallules 3T3-L1 qui exprimait le plus le

répresseur sensible a la tétracycline.

*Nllustration provenant du User Guide de chez ThermoFisher
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Figure 24 : Western Blotting des clones de cellules 3T3-L1 apreés transfection avec pcDNA6/TR. A) Clones 3T3-L1 isolés une
premiére fois apres le traitement a la blasticidine (a gauche) et clones PC3 exprimant le répresseur TR (a droite). B) Clones
3T3-L1 positifs apres le premier traitement a la blasticidine remis en culture sous pression et retestés ensuite par Western
Blotting (a droite) et clones PC3 exprimant le répresseur TR (a gauche). La double fleche en rouge représente la position de
la protéine anti-TetR a 28 kDa. C) Contrdle de charge Erk1/2 pour la méme membrane que le point B). L’échelle de poids
moléculaire (Broad Range) provient du site Bio-Rad .

ii. Création de clones exprimant de facon inductibleO®g

La séquence codante de mGOS2 a été clonée darashaige pcDNA4/TO (voir
Figure 25). Celui-ci contient aussi un promoteut fibe cytomégalovirus qui est situé en
amont de 2 sites TegQauxquels le répresseur sensible a la tétracysknée. Lorsque le
répresseur est lié a ces sites, le promoteur CM\pawt pas diriger la transcription de
mGO0S2. En présence de tétracycline, ou d’analotpllesque la doxycycline, le répresseur
change de conformation, perd la capacité de seali@rsites Tet@et la transcription de
mMGO0S2 peut avoir lieu. Le plasmide pcDNA4/TO dispen plus d’'un géne de résistance a la
zéocine qui nous permettra de sélectionner lessloésistants ayant intégré le plasmide. Les
cellules ayant intégré les 2 plasmides possedsr tésistances, celle a la blasticidine et celle
a la zéocine. Les clones seront sélectionnés dnaimcdans le milieu de culture les 2
antibiotiques. L’induction de I'expression de GOS2ra obtenue en ajoutant de la

doxycycline, un analogue de la tétracycline quiphss stable, dans le milieu de culture.
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Figure 25 : pcDNA4/TO5 utilisé pour la seconde transfection. Celui-ci comprend un promoteur de cytomégalovirus sous
contréle du répresseur tétracycline, des sites de restriction Kpnl et Xhol ou nous avons inséré notre séquence d’intérét
mGO0S2 et un géne de résistance a la zéocine pour la sélection.

Apres la transfection avec le plasmide pcDNA4/TOQ8@, les cellules 3T3-L1 ont
été cultivées en présence de blasticidine et deirre@fin de sélectionner les mutants ayant
intégrés les 2 plasmides. Ceux ayant survécu &l&ctoon ont été isolés et amplifiés en
culture afin de pouvoir les analyser par WestewttBlg. La figure 26 représente une analyse
des différents clones que nous avons isolés. Nwassaobtenu des clones qui expriment
G0S2 que ce soit en présence ou non de doxycy@ligare 26.1), des clones qui expriment
plus GOS2 en présence de doxycycline (Figure 28.8¢s clones qui n’expriment pas du tout
G0S2 (Figure 26.3). Les observations visuelles li&gs de ces clones suggérent que les
cellules exprimant plus fortement GOS2 semblendlisser et proliférer moins rapidement
gue celles qui ne I'expriment pas. Une mesure geedu niveau de prolifération de ces clones
est cependant requise pour conclure définitivem@apendant, nous n’avons pas obtenu de
clone requis pour nos expériences, c'est-a-direclone qui n’exprimerait pas G0S2 en
absence de doxycycline et qui exprimerait GOS2résgnce de doxycycline. Le clone 2 est
celui qui s’en approche le plus. Cependant, I'espicn de GOS2 en absence de doxycycline
représente environ 30% de I'expression observémésence de doxycycline. Cette « fuite »
du systeme est probablement due au faible niveexpréssion du répresseur sensible a la
tétracycline par rapport au niveau d’expressionepl#s dans les cellules PC3 qui nous

servaient de contrdle positif et avec lesquelles denes inductibles avaient été créés

> lllustration provenant du User Guide de chez ThermoFisher
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antérieurement au laboratoire. Par ailleurs, atpgession basale du transgéne G0S2 dans les
clones 1 et 2 semble altérer leur capacité derdiffdation en pré-adipocyte, car les clones 1
et 2 ne se différenciait que partiellement en mi@acytes, alors que le clone 3 se
différenciaient comme les cellules 3T3-L1 non tfaotes. Il faudra envisager a I'avenir un
nouveau protocole pour la transfection ou peut-€$sayer avec d’autres vecteurs si I'on veut
obtenir des clones de cellules 3T3-L1 exprimant @&facon inductible pour la suite de nos

manipulations.
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Figure 26 : Western Blotting de clones 3T3-L1 TR mGO0S2. 1. Clone non inductible mais présentant un niveau basal de G0S2
dans les 2 cas. 2. Clone inductible présentant un niveau de GO0S2 plus élevé en présence de doxycycline. 3. Clone
n’exprimant pas G0S2 exogeéne. Chaque numéro signifie qu’il s’agit du méme mutant sur les 2 bandes, “-d” signifie que I'on
n’a pas ajouté de doxycycline et “+d” signifie que I'on en a ajouté a concentration de 1 pg/ml. Erk1/2 nous sert de contréle
de charge. L’échelle de poids moléculaire (Broad Range) provient du site Bio-Rad .
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5.Discussion, perspectives et conclusions

a. L’expression de GO0S2 diminue progressivement dan®d co-

cultures et lors de I'acidification du milieu de cuture

Dans ce mémoire, notre objectif était d’analyser meécanismes par lesquels les
cellules cancéreuses provoquent la lipolyse dasisadipocytes. Lors d’'une premiere série
d’expériences, nous avons évalué les conséquencés ghénotype de pré-adipocytes 3T3-
L1 différenciés de la co-culture avec des celldascéreuses prostatiques, ce qui nous a
permis de mettre en évidence des modificationsek@ression des genes régulateurs de la
lipolyse. Une forte diminution de I'expression d@$2 et de HSL a été observée dans les
3T3-L1 co-cultivées avec les cellules cancéreukrs gue I'expression des autres genes était
moins affectée. A la fin de ces expériences, neossanoté une acidification plus prononcée
du milieu de culture des 3T3-L1 co-cultivées avecdellules tumorales ce qui nous a pousseé
a évaluer l'effet de l'acidose sur I'expression des génes. Nous avons observé que
'acidification du milieu de culture jusqu'a des lears de pH proches de celles du
microenvironnement tumoral induisait des modifioat de phénotype semblables a celles
observées dans les co-cultures. En effet, I'expmesde I'ensemble des genes régulateurs a
'exception d’ATGL s’est retrouvée diminuée (Figurel). Comme I'expression de
l'inhibiteur GOS2 a fortement baissé ainsi queecdk I'activateur CGI-58, nous avons décidée
d’effectuer un test de lipolyse afin de vérifieeffet global que cela avait sur la lipolyse. La
lipolyse s’est retrouvée augmentée et cela prouee hue GO0S2 pourrait étre le frein
principal a la premiére étape et que I'extinctiansbn expression suffit a lever I'inhibition

d’ATGL malgré la diminution de I'expression de C&3-

L’augmentation de la lipolyse au sein des adipacyetourant les tumeurs rapportée
dans d’autres études (2ddurrait étre due en partie a I'acidification ducroienvironnement
qui réprimerait notamment I'expression de G0S2 dassadipocytes. Cette augmentation de
la lipolyse favorise donc un rejet dans le miliedr&cellulaire d’acides gras et de glycérol.
Ces métabolites excrétés par les adipocytes reyieddgea la fois une source d’énergie de
blocs de construction pour les futures membranasdgment utiles aux cellules cancéreuses.
Pour une étude future, on pourrait effectuer urseuationin vivo en comparant I'expression
de GO0S2 dans des tissus normaux et dans des amipopyoches d'une tumeur par

immunomarquage pour pouvoir comparer avec les sti@disée vitro.
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b. Le blocage de la glycolyse entraine une diminutionde
I'expression de G0S2

Dans des études précédentes (56), il avait été mtédngue les cellules 3T3-L1 étaient
tres glycolytiques. Celles-ci avaient fortementd@mce a métaboliser le glucose mis a leur
disposition en lactate. Lorsque nous avons mesutauix de glycolyse, nous avons observe
un blocage conséquent de la glycolyse lorsque les’pEidifiait. Nous avons donc décidé
d’évaluer I'importance de ce blocage dans les gdguis que nous avons observé a pH acide
car la glycolyse contribue a I'accumulation de TA&hs les cellules 3T3-L1 (56). Le blocage
de la glycolyse dans des pré-adipocytes cultiv@dianeutre a induit une forte diminution
d’expression de GO0S2, ATGL, HSL et CGI-58. Le bhprade la glycolyse serait
apparemment suffisant pour reproduire la plupast rdgulations observées a pH acide. Les
différences entre les cultures a pH acide et esgpice de 2DG pourraient étre dues au fait
gue le 2DG ne bloque pas seulement la glycolysas mail peut aussi affecter la N-
glycosylation. L'utilisation de mannose en mémepsmue le 2DG pourrait étre envisagée
afin d’éviter le blocage de la N-glycosylation,q& nous permettrait de ne voir que les effets
dus au blocage de la glycolyse. Les mesures dudauipolyse seront a réaliser a I'avenir

pour déterminer si le blocage de la glycolyse émérdien une augmentation de la lipolyse.

Suite a ces observations, nous avons suspectéaisse lu ratio ATP/AMP dans les
3T3-L1 cultivees a pH acide car elles ne pourramas produire d’ATP via la glycolyse.
Pour mimer une diminution du rapport ATP/AMP, n@wns ajouté du dBcAMP dans le
milieu de culture ce qui a inhibé fortement I'exgsi®n de I'ensemble des génes régulateurs
de la lipolyse. Il faudrait dés lors trouver paebmécanisme cette diminution de I'expression
est provoquée, et, avant tout, déterminer si leanivénergétique de la cellule est bien diminué
comme on peut le présager avec l'inhibition delf@@yse. On pourrait comparer le niveau
d’ATP présent dans les cellules cultivées a pHneeeita pH acide avec un kit commercial et
ainsi vérifier si notre hypothése ou le rapport AAMP baisse a pH acide est la bonne.
Cependant il faut aussi tenir compte d’un autreeiac les cellules changeaient de forme et
certaines étaient sur le point de se détacher dmsgaugmentait la concentration en
dBcAMP. Il faudrait effectuer a I'avenir une mesdretaux de survie des cellules en évaluant
le pourcentage de cellules en apoptose et en @nalie ces résultats, adapter les
concentrations en dBCAMP. Une éventuelle diminutionrapport ATP/AMP est également

susceptible d’activer la PKA, ce qui pourrait cdmier & la lipolyse dans les adipocytes (60).
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L'utilisation d’un inhibiteur spécifique de cettenkse a montré que cette voie ne semblait pas

impliqguée dans notre modele.

c. Le blocage de la voie PI3K/Akt kinase entraine undiminution

de I'expression de G0OS2

Par ailleurs, nous avons observé une déphosphoryldtAkt avec I'acidification du
pH indiquant une désactivation de la voie PI3K/Akine régulation de cette voie par
'acidose avait déja été rapportée préecédemmerd das cellules musculaires ou elle était
due a une altération de la signalisation entreetepteur a l'insuline et PI3K (61). Cette
régulation nous intéresse particulierement catiéarapporté que la déphosphorylation d’Akt
leve l'inactivation du facteur de transcription FOX qui peut alors réguler I'expression de
G0S2 et d’Akt. L'inhibition de cette voie nous a mi@ que I'expression de G0S2 diminuait
avec laugmentation de la concentration de LY294 denhc avec l'augmentation de
l'inactivation de la voie PI3K/Akt kinase. Ceci dénire que l'inactivation de la voie
PI3K/Akt est suffisante pour réguler I'expressiom @0S2 dans nos conditions de culture.
Cependant, les autres genes ne semblent pas féiteéafpar le blocage de la voie PI3K/Akt
kinase, on devrait dés lors observer un taux daye assez élevé si seulement GOS2 est
réprimé. Ceci doit encore étre vérifié en effectuamdosage de glycérol libre. A I'avenir, il
serait également intéressant d’essayer d’activestitativement cette voie dans des cellules
cultivees a pH acide afin de voir si cela permétula restaurer des niveaux d’expression
génique et de lipolyse équivalent a ceux obseraés des 3T3-L1 cultivées a pH neutre. Un
Western Blotting ou I'on testerait le taux de pHosp-OXO1 serait également intéressant a
réaliser & I'avenir afin de pouvoir évaluer l'adtitvde ce facteur de transcription. Cela nous
permettrait de voir si I'inhibition de la voie Akuffit bien pour activer ce facteur FOXO1 et

donc a réguler I'expression de G0S2 (58).
d. Mutants 3T3-L1 TR mG0S2

Les mutants que nous avons essayé de produirenhens¢theureusement pas inductibles
comme nous l'aurions souhaité. Soit ils surexprin@dS2 en permanence, soit ils présentent
déja un niveau basal de G0S2 et celui-ci est légeme augmenté lorsqu’on y ajoute de la
doxycycline. Les mutants que nous aurions désioélipre auraient di ne présenter aucun

niveau de G0OS2 sans induction et un niveau élenggjle@ nous ajoutons de la doxycycline.
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Plusieurs solutions sont possibles pour pouvoir liane¢ ce procédé. Nous pourrions a
I'avenir utiliser des vecteurs provenant de lentigiprésentant généralement un meilleur taux
de transfection et donc une meilleure expressiorréguesseur sensible a la tétracycline
(TetR). Nous pourrions aussi utiliser un autre &yst ou la protéine TetR agit comme un
transactivateur et non comme un répresseur deatedription. Un autre facteur que nous
aurions pu modifier était la concentration en aatique, celle-ci était probablement trop
faible et des mutants n’ayant probablement pas aluntégré le plasmide ont survécu. Nous
nous étions basés sur des transfections précéddnfiames avec des cellules PC3 et nous
avions ajusté la concentration en antibiotiques rpgport a ces manipulations antérieures
mais il semblerait que les cellules 3T3-L1 nécesaiént une sélection plus sévére que les
cellules cancéreuses. Une derniére modificatiosipespour la transfection serait d’utiliser
une lignée cellulaire différente qui serait potelt@iment plus transfectable. Nous pourrions
essayer a I'avenir avec des 3T3-F442A qui sontutreanodéle de pré-adipocytes ou encore
avec des ASC/TERTL1 qui sont des cellules souchesmimes dérivées d’adipocytes. Obtenir
ces lignées mutantes serait trés intéressant anfiacar cela nous permettrait de pouvoir
réexprimer GOS2 dans des conditions ou celui-@atsst, telles qu’apres acidification du pH
ou encore blocage de la glycolyse. Nous pourri@sslors observer les effets que cela aurait
sur la lipolyse et ainsi pouvoir s'assurer que GO§arésente bien un frein réel pour la
lipolyse et que le blocage de son expression peametcellules cancéreuses de se procurer
les acides gras dont elles ont besoin pour ledif@ration et leur survie. A plus long terme,
cette hypothése pourra étre testée in vivo en aaatyla croissance tumorale dans un modele

de souris transgénigues surexprimant spécifique@e82 dans les adipocytes (62).
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