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Chapitre I : Données Bibliographiques

. Le cancer

I.1. Epidémiologie du cancer

Le cancer existe depuis que la vie existe, aussi bien chez les plantes que chez les
animaux. Hippocrate (460-v.370 av. J.-C) décrivait le « carcinome » comme une tumeur
envahissante conduisant a une mort inéluctable. Cependant, si le cancer apparait peu dans
notre histoire, c’est que, d’une part, son diagnostic est resté longtemps méconnu et que,
d’autre part, la moitié des cancers est diagnostiqué aprés 65 ans alors que I'espérance de vie
n’a excédé 60 ans qu’au milieu du 20°™ siécle.

Chaque année, 10 millions de nouveaux cas de cancer sont diagnostiqués et plus de 6
millions de personnes décédent par cancer (données issues de I'UICC, International Union Against
Cancer). Le CIRC (Centre International de Recherche sur le Cancer ou IARC, International Agency for
Research on Cancer) a publié des données mettant en évidence les variations de l'incidence
des cancers en 2002 en fonction de la localisation géographique, du sexe et de I'age des
individus. A certaines exceptions nationales et locales prés, les pays en voie de
développement d’Afrique, d’Amérique latine et d’Asie présentent des taux élevés de cancers
de I'estomac, du foie (cancer primitif) et du col de l'utérus. lls présentent également des taux
relativement élevés de cancers des voies aérodigestives supérieures (bouche, pharynx, larynx et
cesophage). De leur cbté, les pays développés d’Europe, d’Amérique du Nord, d’Australie et
d’Asie présentent des taux relativement élevés de cancers du célon et du rectum (cancers
colorectaux), de cancers du sein, de 'endomeétre et de la prostate.

L’incidence du cancer colorectal (CCRs), clairement modifiée selon les zones
géographiques, compte pour environ 10 % des nouveaux cas de cancer avec plus de 1
million de nouveaux cas en 2002 (CIRC). Dans le monde, le CCR est le troisitme cancer le
plus commun chez les femmes (aprés les cancers du sein et du col de I'utérus) et le quatrieme

chez I'nomme (aprés les cancers des poumons, de la prostate et de I'estomac) (Figure 1).
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Figure 1. Incidence et mortalité par types de cancers dans le monde en 2002,
données exprimées en taux standardisés par age sur la population standard mondiale/100 000
(d'apres le CIRC)

Le CCR est plus fréquent dans les pays occidentaux particuliérement en Amérique du
Nord, Australie, Nouvelle-Zélande, Japon et Europe occidentale (Figures 2 et 3). Globalement,
cette maladie touche pratiquement également les 2 sexes avec une légere prédominance
masculine (Figure 1). Cependant, si I'incidence dépend de I'Age des individus, elle dépend
aussi du sexe. En effet, dans les pays a risques élevés, l'incidence entre 35 et 60 ans est
généralement plus élevée chez les femmes, tandis qu’elle est plus élevée chez 'homme aprés
60 ans. |l s’agit cependant d’un cancer rare avant 50 ans, 'dge moyen au diagnostic étant de
69.5 ans pour les hommes et de 72.8 ans pour les femmes. Dans tous les pays du monde, le
taux de CCR est constamment plus élevé chez les résidents urbains. Le risque chez les
personnes nées et vivant dans les régions rurales est environ 30 % moins élevé que celui des

personnes résidant en milieu urbain.
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Figure 2. Répartition de I'incidence des cancers colorectaux dans le monde en 2002,
données exprimées en taux standardisés par age sur la population standard mondiale/100 000
(d'aprés le CIRC)

hommes femmes

Figure 3. Répartition de la mortalité par les cancers colorectaux dans le monde en 2002,
données exprimées en taux standardisés par age sur la population standard mondiale/100 000
(d'aprés le CIRC)
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En France, le cancer représente la premiére cause de mortalité depuis 1989, devant les
maladies cardiovasculaires, avec plus de 250 000 nouveaux cas diagnostiqués en 2002.
L’'importance relative des cancers au sein de la population francaise évolue avec le temps.
Alors qu’il y a 50 ans le cancer de I'estomac était le plus répandu, on observe une tendance a
'augmentation pour les cancers du sein, de la prostate et colorectaux. La répartition des
cancers suivant les organes est similaire a celle observée au niveau mondial. La mortalité par
cancer a concerné prés de 150 000 individus en 2002 : la plus forte est observée chez les
personnes atteintes de cancer du poumon (plus de 26 000 décés en 2002 en France) puis chez
les individus atteints par une tumeur colique ou rectale (plus de 17 000 décés en 2002 en
France).

L’épidémiologie descriptive montre l'importance des disparités géographiques dans
I'incidence du cancer (Figure 2). Or, ces incidences changent rapidement. C’est le cas dans
les pays occidentaux, au cours des dernieres décennies, avec le déclin de certains cancers et
'émergence ou 'augmentation d’autres. De la méme facon, il est estimé que, d’ici 2020, 60%
des nouveaux cas de cancer pourraient apparaitre dans les pays en voies de développement.
Ainsi, les incidences de cancers sont modifiées a mesure que la population vieillit et que ces
pays s’industrialisent et s'urbanisent. Ce point est également illustré par les incidences
perturbées aprés des flux migratoires : au bout d’'un certain temps, une personne immigrée
présentera les mémes risques de cancer que la population du pays d’accueil, d’autant plus
vite qu’elle adoptera le mode de vie et en particulier le régime alimentaire. Ceci s’applique en

particulier au cancer colorectal.

|.2. Biologie du cancer

1.2.1. La cancérogenése

Lorsqu’on évoque ‘le’ cancer, il faudrait en réalité parler ‘des’ cancers. En effet, le mot
‘cancer’ regroupe une multitude de maladies différentes, plus d’une centaine, touchant
pratiguement tous les tissus de l'organisme, mais qui ont en commun une croissance
cellulaire non contrdlée menant a I'invasion des tissus environnants, voire a la migration vers
d’autres tissus. Le mot ‘cancer’ vient du grec ‘carcinos’ désignant le crabe et évoquant cet
animal dévorant les tissus. Cette image conforte I'idée que les cellules cancéreuses peuvent
bloquer le fonctionnement des organes.

Le passage de la cellule normale a la cellule cancéreuse, processus appelé
transformation, correspond a [l'acquisition de propriétés caractéristiques: prolifération
incontrblée, indépendance vis-a-vis des signaux stimulant la prolifération et insensibilité aux

signaux inhibiteurs, abolition de I'apoptose, acquisition d’'un pouvoir invasif, capacité a susciter
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'angiogenése, instabilité génomique, etc. L’accumulation d’altérations génétiques sous-tend la
transformation maligne de la cellule responsable de la tumeur et s’avére étre un phénoméne
lent (jusqu’a plusieurs dizaines d’années chez I'Homme). Bien qu’une cellule tumorale posséde
toute une série de caractéristiques qui permettent de la définir, elle est issue d’'un tissu normal
dont elle conserve des propriétés. Une tumeur se distingue du tissu dans lequel elle prend
naissance par une organisation propre qui sert a en faire le diagnostic. L’appellation ‘tumeur
bénigne’ est réservée a des lésions certes issues d'une prolifération anormale mais
possédant des caractéristiques telles que des limites définies respectant la basale ou la
capsule de l'organe concerné, des relations préservées entre les tissus et des cellules
d’apparence normale avec des noyaux de taille et d’aspect réguliers. En revanche, les
lésions malignes sont constituées de cellules manifestement anormales avec un certain
degré de dédifférenciation, un envahissement du stroma de I'organe et présentant la faculté
de migration vers des organes distants via les voies lymphatique ou hématogéne. Entre les 2
états bénin et malin, il existe des Iésions possédant des caractéristiques de I'état bénin mais

avec un potentiel de progression vers le cancer (Figure 4).

Coupe histologique Représentation schématiaue

territoire adénomateux
territoire cancéreux

muqueuse
normale

Figure 4. Histologie et représentation schématique d’un polype

Les recherches expérimentales menées depuis plusieurs dizaines d’années ont permis de
mettre en évidence les mécanismes fondamentaux qui régissent le développement du cancer.
Ainsi, on sait depuis longtemps que le développement d’'un cancer est un processus
multiphasique, décrit dés 1941 par Berenblum, qui met en jeu trois étapes essentielles, les
phases d'initiation, de promotion et de progression-invasion (Vegelstein et Kinzler, 1993).
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La phase dinitiation correspond a la premiére altération du patrimoine génétique d’une
cellule normale. La stabilisation et la transmission aux cellules-filles conférent un caractére
irréversible a ce premier stade du processus cancérogéne. Un certain taux de lésions de
'ADN a lieu spontanément a la suite de mécanismes endogénes, mais celles-ci peuvent

également étre produites a la suite d’exposition a des agents cancérogénes.

Dans un premier temps, les agents cancérogénes sont principalement métabolisés par un
systeme enzymatique dépendant du cytochrome P450 (enzymes de phase 1). Par un
mécanisme d’hydroxylation, ce systéme permet ensuite la prise en charge de la molécule par
un deuxieme ensemble d’enzymes de conjugaison (enzymes de phase Il) qui peut I'éliminer via
les voies sanguines ou biliaires. Par ailleurs, ce systéeme de métabolisation complexe qui
mene normalement a une détoxication des molécules xénobiotiques, peut donner naissance a
des métabolites électrophiles mutagenes. Ceux-ci peuvent se lier de maniére covalente a une
base de I'ADN et former ainsi ce qu’on appelle un adduit a 'ADN. Certains composés peuvent
également alkyler les bases de 'ADN ce qui entraine parfois une dépurination. D’autres
agents,comme le bromure d’éthidium, sont capables de s’intercaler entre deux bases d’un
méme brin ou entre les deux brins d’ADN. On peut également observer des pontages entre
'ADN et des protéines, ou des pontages interbrins. Il peut également y avoir des cassures
simple ou double brins de 'ADN provoquées, par exemple, par les rayons X. Ces lésions
génomiques peuvent étre la conséquence de deux mécanismes : la métabolisation des agents
chimiques en composés génotoxiques, et une faille dans le systéme de réparation de 'ADN.
Lorsque 'ADN est endommagé, les mécanismes cellulaires de réparation entrent en jeu. La
grande majorité des lésions de 'ADN est ainsi éliminée par un mécanisme fidéle d’excision-
resynthése. Cependant, si le mécanisme de réparation fidéle est déficient ou si les lésions
sont trop importantes, un systeme de réparation infidéle (systtme SOS) peut intervenir et
conduire a la survie de la cellule mais induire linstallation de mutations responsables de

I'apparition de cellules initiées.

Deux classes de genes, les proto-oncogénes qui stimulent la croissance cellulaire et les
génes suppresseurs de tumeurs (encore appelés anti-oncogénes) qui l'inhibent, ont un role
fondamental dans I'apparition du cancer (Tableau ). Des mutations de ces deux classes de
génes seront responsables de la prolifération cellulaire incontrolée (Stanley, 1995). Les
Iésions de I'ADN a l'origine des mutations géniques sont donc un élément crucial dans le

processus de cancérisation de la cellule.
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Tableau . Certains génes associés au cancer chez ’lHomme (Weinberg, 1996)

GENES SUPPRESSEURS DE TUMEURS

Geénes codant des protéines du cytoplasme

APC Associé aux cancers du c6lon et de I'estomac

DPC4 Code une molécule relais d’'une voie d’inhibition de la division cellulaire. Associé au cancer du
pancréas

NF-1 Code une protéine inhibitrice de la protéine stimulante Ras. Associé a des cancers du

systéme nerveux, a la leucémie myéloide
NF-2 Associé a des cancers du cerveau et du systéme nerveux
Génes codant des protéines du noyau
MTS1 code la protéine p16, frein du cycle cellulaire. Associé a plusieurs cancers
RB code la protéine RB, frein essentiel du cycle cellulaire. Associé aux cancers de la rétine, des

os, de la vessie, du poumon, du sein

p53 code la protéine p53 capable d’induire I'apoptose. Associé a de nombreux cancers (dont celui
du célon)
WT1 Associé a la tumeur de Wilms du rein

Geénes codant d’autres protéines

BRCA-1 Associé au cancer du sein et de I'ovaire
BRCA-2 Associé au cancer du sein
VHL Associé au cancer des cellules rénales

ONCOGENES

Geénes codant des facteurs de croissance ou leurs récepteurs

PDGF Code le facteur de croissance des plaquettes associé au gliome (cancer du cerveau)
Erb-B Code le facteur de croissance de I'épiderme. Associé aux cancers du cerveau et du sein
Erb-B2 (aussi HER-2 ou neu). Code un récepteur de facteur de croissance. Associé au cancer du

sein, de l'ovaire, des glandes salivaires
RET Code un récepteur de facteur de croissance. Associé au cancer de la thyroide.
Geénes codant des relais cytoplasmiques dans les voies de stimulation
Ki-ras Associé aux cancers du poumon, de I'ovaire, du célon, du pancréas
N-ras Associé aux leucémies

Geénes codant des facteurs de transcription activant les génes stimulant la croissance

c-myc Associé aux leucémies, cancers du sein, de I'estomac et du poumon
N-myc Associé a des cancers du systeme nerveux et du cerveau
L-myc Associé au cancer du poumon

Génes codant d’autres molécules
Bcl-1 (aussi PRAD1). Code la cycline D1, activatrice de la division cellulaire. Associé aux cancers
du sein, du cou, et de la téte
Bcel-2 Code une protéine inhibitrice de I'apoptose. Associé aux lymphomes.
MDM2 Code un antagoniste de la protéine p53 induisant I'apoptose. Associé aux sarcomes et

d’autres cancers
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La phase de promotion voit le passage de la cellule initiée d’un état phénotypiquement
normal, qui peut durer des années, a un état prolifératif. La promotion tumorale est une phase
assez longue au cours de laquelle des événements non génotoxiques vont favoriser la
prolifération de la cellule initiée, qui va alors étre a l'origine d’'un clone (lésion bénigne), puis
d’'une tumeur bénigne. De nombreux mécanismes épigénétiques contrélant la multiplication
cellulaire, 'apoptose et les communications intercellulaires sont impliqués et modulables par
des facteurs endogénes (par exemple, hormones, facteurs de croissance) et exogénes (par
exemple, nutriments, médicaments, xénobiotiques). Cette phase est réversible, tout au moins a
ses débuts.

L’acquisition définitive de la malignité s’effectue au cours de la phase de progression
tumorale, transition de la tumeur bénigne (peu agressive et localisée) a la tumeur cancéreuse.
Cette étape irréversible consiste en 'accroissement de la taille de la tumeur, favorisé par le
processus de néovascularisation, 'accumulation de nouvelles altérations génétiques dans les
cellules tumorales et I'acquisition par ces cellules de la capacité a envahir d’autres organes ou
tissus.

Le développement d’'une lésion tumorale implique, en effet, le franchissement de barrieres
anatomiques : invasion du tissu normal adjacent, migration a travers le réseau vasculaire
pour coloniser des organes a distance. L’invasion du tissu normal adjacent et les métastases
dans d’autres organes a distance de la lésion primitive, sont les facultés essentielles des

Iésions canceéreuses, susceptibles de mettre en péril le pronostic vital.

Ce modele multiphasique de cancérogenése élaboré chez l'animal a été conforté par
I'équipe de Weinberg (Hahn et al., 1999) qui est parvenue a faire évoluer in vitro des cellules
épithéliales humaines normales (HEK) et des fibroblastes (BJ) en cellules cancéreuses. Le
processus a été réalisé par l'introduction de deux génes modifiés dans le génome de la cellule
- un géne participant a l'inhibition des protéines RB et p53, 'autre a 'activation de la protéine
Ras, ces protéines contrdlant le cycle cellulaire - et du gene hTERT induisant la production de

la télomérase nécessaire a la prolifération cellulaire.

1.2.2. De la crypte normale aux lésions coliques cancéreuses

1.2.2.1. Epithélium colique sain

Le cblon humain ou gros intestin est un organe musculaire d’environ 150 cm de long qui
s'étend de la valvule iléo-caecale au rectum (Figure 5). Il contribue a trois fonctions
importantes de 'organisme : 1) la concentration des matiéres fécales par absorption d’eau et

d’électrolytes, 2) I'entreposage et I'évacuation maitrisée des selles, 3) la digestion et
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I'absorption des aliments non encore digérés. Sur le plan fonctionnel, le cblon peut étre divisé
en deux parties séparées par le cOlon transverse, soit le colon droit et le cdlon gauche. Le
célon droit (caecum et colon ascendant) joue un réle majeur dans I'absorption de I'eau et des
électrolytes, de méme que dans la fermentation des sucres non digérés; le cblon gauche
(colon descendant, colon sigmoide et rectum) intervient surtout dans I'entreposage et I'évacuation

des selles.

colon tranS

. colon descendant
cOlon ascendant

lumiére intestinale

caecum ouverture d’une glande

de Lieberkiihn (crypte)
épithélium
(cellules cylindriques et
caliciformes) =

appendice cdlon sigmoide
iléo-caecal
ampoule

rectale

anal analf
muqueuse

lamina propria _
follicule lymphatique __

musculaire muqueuse
vaisseau lymphatique\ e

sous-muqueuse

. musculeuse
veinule

artériole -
couche musculaire circulaire _

séreuse

plexus d’Auerbach ___

couche musculaire _
longitudinale

Figure 5. Anatomie du célon humain et structure de la muqueuse colique
(d’aprés Scalon et Sanders, 1995)

Sa paroi comprend les quatre couches fondamentales présentes dans les autres organes
creux du tube digestif - la muqueuse, la sous-muqueuse, la couche musculaire circulaire et la
couche musculaire longitudinale - mais elle se distingue par plusieurs caractéristiques
importantes (Figure 5). Ainsi, la muqueuse n’a pas les villosités trouvées dans l'intestin gréle
et présente un aspect relativement lisse, mais elle est parsemée de nombreuses glandes de

Lieberkthn ou cryptes qui s’ouvrent a sa surface.

L’épithélium colique est formé de cellules cylindriques absorbantes, et de cellules
caliciformes sécrétant des mucines. Cet épithélium est en constant renouvellement : le fond

de la crypte est constitué de cellules souches non différenciées qui proliferent, puis migrent
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vers le haut du tubule tout en subissant un processus de différenciation, avant d’étre éliminées

dans la lumiére colique (Figure 6).

Chez 'Homme, I'épithélium colique est complétement remplacé en quatre a huit jours. La

muqueuse colique, vascularisée et innervée, est associée au réseau lymphatique.

‘ ‘ cellules
direction du différenciées
mouvement |
cellulaire \
cellules a
division rapide
cellules — cellules souches a
. s Lt g division lente
quiescentes —

Figure 6. lllustration du renouvellement cellulaire au niveau d’une crypte colique

1.2.2.2. Adénomes et tumeurs malignes

La plupart des tumeurs bénignes colorectales sont représentées par des adénomes. Ces
derniers naissent de la prolifération des cellules des cryptes de la muqueuse colique (Figure
7). Leur dédifférenciation peut atteindre 3 degrés de dysplasie : bas grade, grade modéré et
haut grade. Les adénomes peuvent étre sessiles (30% des cas) ou pédiculés (70%). Il en existe
3 types histologiques : tubuleux (75%), villeux (5%) et tubulo-villeux (20%). Des signes de
malignité sont présents dans environ 30% des adénomes villeux.

Le CCR peut se développer sur une muqueuse saine ou préférentiellement a partir d’'une
Iésion (adénomes, polypose familiale ou maladies inflammatoires). Les tumeurs malignes coliques,
souvent des épithéliomas glandulaires ou adénocarcinomes Lieberkiiniens, peuvent étre
végétantes, ulcérées ou infiltrantes. La distribution de la topologie des cancers colorectaux
dans les pays a haut risque est la suivante : 13% dans le caecum, 12% dans le célon
ascendant, 10% dans le coOlon transverse, 11% dans le cblon descendant, 24% dans le

sigmoide et 30% dans le rectum.
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1.2.2.3. Le modéle adénome — carcinome

Le taux cumulé de CCRs est faible comparé a celui des adénomes, ce qui suggere que
peu d’adénomes se transforment en tumeur maligne. Cependant, il a été observé qu’environ
80% des cancers du cblon gauche et du rectum et 50% des cancers du célon droit étaient
issus d'un adénome (Bedenne et al, 1992). De plus, il est estimé que 25% des gros
adénomes (> 1 cm) se transformeront en cancer du vivant des sujets (Faivre, 2001).

Le modeéle de filiation adénome — carcinome (Hill et al., 1978) est I'hypothése admise
aujourd’hui dans le processus de cancérogenése colorectale. Celui-ci propose que la Iésion
initiale se développe en polype adénomateux qui évoluera ensuite en tumeur maligne. En
1990, Fearon et Vogelstein ont proposé une base moléculaire de la séquence adénome —
carcinome, en décrivant un processus multiphasique au cours duquel les cellules coliques
accumulent des altérations de multiples génes parmi lesquels APC (Adenomatous Polyposis
Coli), k-Ras, SMAD2, SMAD4 et p53.

Si le modele initial de Fearon et Volgelstein identifiait les génes mutés, I'exacte séquence
de ces modifications n’était pas spécifiée. Or, il semble qu’'un ordre dans les événements
moléculaires soit observé dans les modéles expérimentaux chez I'animal (Arends, 2000)
(Figure 8).

Le géne codant pour APC est précocément et fréquemment muté au cours de la

cancérogenése colorectale (plus de 80% des cas). Ce géne suppresseur de tumeur appartient a
la voie de signalisation de Wnt. La protéine APC, en s’associant avec la GSK3[ et

I'axine/conductine régule le pool cytosolique de Bcaténine, facteur de transcription impliqué
dans I'expression des génes codant pour c-myc et pour la cycline D1. Il semble dailleurs que
dans la minorité des CCRs ne présentant pas de mutations d’APC, on trouve des mutations
touchant le gene de la Bcaténine ou celui de I'axine/conductine. Une mutation du gene k-Ras
peut aussi étre le premier événement génétique a l'origine de la tumorogenése : on retrouve
des mutations dans 57% des foyers de cryptes aberrantes (FCA) dysplasiques et dans 80%
des FCA non dysplasiques (Takayama et al., 1998). Ce proto-oncogéne est en particulier
impligué dans la voie de signalisation EGFR-RAS-RAF-ERK-JUN/FOS stimulant la
prolifération cellulaire. De récentes découvertes ont mis en exergue les interactions de k-Ras
avec d’autres molécules impliquées dans le modéle séquentiel adénome-carcinome : c-myc
(Yeh et al., 2004), p53 via p19°%F (Palmero et al., 1998), SMAD2-4 (de Caestecker et al.,
1998) et p27XP! régulée aussi par SMAD2-4 (Kawada et al., 1997). Les génes codant pour
SMAD4 et SMAD2 sont également souvent mutés au cours de [Iévolution de
I'adénome (Eppert et al., 1996 ; Moskaluk et al., 1996) : les produits de ces génes sont

impliqués dans la voie de signalisation de TGFp (Transforming Growth Factor B) qui joue un réle

12
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fondamental dans la suppression de la prolifération cellulaire et I'activation des mécanismes
d’apoptose (Becker et al., 2004).

Sequence adénome - carcinome

>
FCA petit adénome adénome large carcinome
2 ! | ]
'C_p_l 9Aif !
} T
:
i
k-Ras APC SMAD 2-4 | i p53
cycline 1_51}‘— — CBP—;:“—
i ! i
i :
i initiation E promotion : progression

génes mutés

Figure 8. Mécanismes moléculaires impliqués dans le modéle de cancérogenése colorectale
de Fearon et Vogelstein
(d'apres Arends, 2000)

Abréviations : APC : adenomatous polyposis coli; CBP : CREB (Cyclic AMP response element binding
protein) binding protein; FCA : foyer de cryptes aberrantes; SMAD : mothers against decapentaplegic;
TGF : transforming growth factor.

Enfin, des mutations inactivatrices du géne suppresseur de tumeur p53, contrélant
prolifération et apoptose et considéré comme «le gardien de lintégrité du génome», se

produisent tardivement, au cours de la progression.

Le modéle moléculaire de Fearon et Vogelstein, conforté par de nhombreux travaux, révéle
l'importance des voies de signalisation de Wnt et de TGF[3, ainsi que celle de I'acquisition

successive des altérations, au cours de la survenue des CCRs sporadiques (Arends, 2009).

13



Chapitre I : Données Bibliographiques

Ce modéle n’inclut cependant pas le role des génes impliqués dans la réparation des
mésappariements de I'ADN (géenes MMR, MisMatch Repair, altérés dans 10% des CCRs

sporadiques) ni les perturbations de la méthylation de 'ADN.

1.2.2.4. Prédispositions génétiques au développement du CCR

Si les CCRs sporadiques (auxquels on applique le modeéle précédemment décrit) représentent
plus de 80% des CCRs totaux, il existe aussi des formes issues de susceptibilités génétiques
héréditaires (de la Chapelle, 2004). Deux formes héréditaires représentent moins de 5% des
CCRs : il s’agit de la Polypose Adénomateuse Familiale (FAP, Familial Adenomatous Polyposis)
et du syndrome de Lynch (HNPCC, Hereditary Non Polyposis Colon Cancer).

Les individus développant la FAP présentent toujours une mutation du géne APC tandis
que le syndrome de Lynch est associé a des mutations des génes MMR de la réparation:
MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 (Lynch et de la Chapelle, 2003).

14
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ll. Alimentation et cancérogeneése colique

Il.1. Les facteurs alimentaires modulent le risque de CCR

Dans le déterminisme des cancers interviennent a la fois des facteurs biologiques
individuels (prédispositions génétiques, polymorphismes génétiques...) et des facteurs liés aux
comportements individuels et a I'environnement (tabagisme, consommation d’alcool, habitudes
alimentaires et nature/quantité des aliments ingérés, sédentarité, exposition a des produits chimiques,
des virus...). Concernant les cancers sporadiques qui sont de loin les plus nombreux, les

facteurs environnementaux et comportementaux jouent un réle majeur.

Tableau Il. Facteurs modulant I’apparition du cancer colorectal (WCRF, 2002)

Degré de certitude Diminution du risque Augmentation du risque
Convaincant A?ﬁ vité physique Exces calorique
Légumes
Probable Charcuteries
Alcool
Obésité et autres para-
meétres anthropométriques
Fruits Tabagisme
, Fibres Sucre ,
Possible Ami Farine de blé
midon . . .
Graisse animale saturée
CEufs

Cuisson au barbecue,
au grill, a la flamme

Amidon résistant

Calcium Sel et salaisons

Caroténoides Cholestérol
Insuffisant Vitamines C, D, E Lait et produits laitiers

Folate Café

Méthionine Aflatoxines

Céréales

Thé vert

La recherche d’effets modulateurs de la cancérogenése par les facteurs alimentaires a fait
l'objet de nombreuses études épidémiologiques et expérimentales visant a mieux
appréhender les conséquences de notre alimentation sur le risque de CCR. Le tableau Il
recense des facteurs susceptibles de moduler le risque de survenue du CCR. Ces facteurs

sont classés suivant un ‘degré de certitude’ basé sur le nombre et la proportion d’études
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montrant des résultats convergents. Globalement, ces études suggérent I'existence d’une
corrélation positive avec des apports excessifs en énergie fournie principalement par les
matieres grasses, des apports en viande et en sucre et une corrélation négative avec des

apports en légumes, fruits, fibres ou amidon.

I.2. Les acides gras : composés modulateurs du risque de CCR

L’étude des conséquences d'une alimentation riche en lipides sur le risque de
développement du CCR a fait 'objet de nombreux travaux. Si les données ne permettent pas
toujours de conclure sur la relation acides gras — risque de cancer, elles n’excluent cependant

pas un potentiel réel des acides gras a moduler le risque (Tableau II).

11.2.1. Etudes épidémiologiques et expérimentales

1.2.1.1. Acides gras a courtes, moyennes ou longues chaines, acides gras trans,

conjugués et mono-insaturés

- Acides gras a courtes chaines (AGCC)

Parce que les acides gras a courtes chaines sont le produit final majeur de la
fermentation des fibres alimentaires dans le colon, les études épidémiologiques s’intéressant
en particulier au réle de I'acide butyrique ont pour objectif principal de mieux comprendre le
role protecteur des fibres (Bingham et al., 2003). Les études épidémiologiques réalisées dans
les pays a haut risque de CCR ont révélé soit une prise alimentaire supérieure en butyrate soit
une concentration plus forte de cet AGCC dans les féces des individus sains comparés a ceux
ayant développé adénomes ou CCRs (Neoptolemos et al., 1988 ; Clausen et al., 1991). Les
études réalisées dans les pays a risque faible ont en général conclu a I'absence d’association
entre butyrate et CCR (O'Keefe et al., 1999). Ceci s’explique principalement par des profils
alimentaires et des flores bactériennes fermentaires coliques différents de ceux existant dans
les pays industrialisés. Des effets bénéfiques du butyrate sont confirmés par les travaux
expérimentaux (Medina et al., 1998; Forest et al., 2003).

- Acides gras a moyennes et longues chaines

Peu d’auteurs se sont intéressés aux acides gras saturés, comprenant de 10 a 14 atomes

de carbone, issus a la fois de l'alimentation et d’'une synthése de novo dans le tissu
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mammaire (principalement acides laurique et myristique). Les rares travaux semblent mettre en
évidence un effet promoteur (Lee et al., 2001) probablement indirect via leur contribution dans
la synthése des acides gras poly-insaturés (Bartsch et al., 1999). Aucune association n’a été
montrée entre acides gras a longues chaines (acides palmitique et stéarique) et CCR (Slattery et
al., 1997).

- Acides gras trans
Les acides gras frans, formés durant I'hydrogénation des huiles végétales, semblent
positivement associés au CCR (Bakker et al., 1997; Le Marchand et al., 1997). Cependant,
ces observations, non seulement ne désignent pas précisément les acides gras trans
impliqués, mais ne permettent pas non plus d’exclure que ces associations sont liées a des
habitudes alimentaires telle la surconsommation d’acides gras et de sucres (McKelvey et al.,
1999).

- Acides gras conjugués
Les effets bénéfiques des acides gras conjugués (comme I'acide linoléique conjugué, CLA)
sur les cancers gastro-intestinaux ont principalement été observés in vitro (Cho et al., 2003) et
sur les modéles animaux chimio-induits (Park et al., 2001(a)). A notre connaissance, aucune

étude épidémiologique ou étude d’intervention humaine n’a été publiée a ce jour.

- Acides gras mono-insaturés
L’acide oléique est I'acide mono-insaturé prépondérant et le composant majeur de I'huile
d'olive. Les données liant acide oléique et CCR restent peu convaincantes au regard des
résultats divergents issus d’études épidémiologiques (Steneham et al., 2000; Nkondjock et al.,
2003) et expérimentales (Takeshita et al., 1997, Calder et al., 1998).

11.2.1.2. Acides gras poly-insaturés (AGPI)
Les acides gras poly-insaturés incluent les acides gras essentiels que sont l'acide

linoléique (18:2 n-6) et I'acide a-linolénique (18:3 n-3) ainsi que leurs métabolites (Figure 9).

- AGPI série n-6
Dans une large majorité des études épidémiologiques, aucune association entre acide
linoléique et CCR n’a été observee (Willett et al., 1990; Giovannucci et al., 1994; Slattery et
al., 1997; Pietinen et al., 1999; Terry et al., 2001; Nkondjock et al., 2003). Une étude clinique a
cependant révélé des modifications dans la composition en acides gras de la muqueuse

colique au cours de la séquence adénome-cancer et a mis en évidence une diminution de la
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Acide linoléique Acide a-linolénique
(18:2n-6) (18:3n-3)

deésaturase J

Acide vy linolénique
(18:3n-6)

G|
(@

Acide arachidonique Acide eicosapentaénoique

cox (20:4n-6 EPA (20:5n-3) [6(0)¢
|

Acide docosa})ze 211 F?S?%lque Leucotrieénes série 5

Leucotriénes série 4 Prostaclandi frie 3
Prostaglandines série 2 désaturase i rostag andines serie
Thromboxanes série 3

Th orie 2
romboxanes série Acide docosahexaénoique
DHA (22:6n-3)

PGE; stimule la prolifération tumorale
PGI; inhibe le processus métastatique
TXA; favorise le processus métastatique

Stimulation de ’apoptose
Inhibition de la croissance tumorale

Figure 9. Voies métaboliques des AGPI n-3 et n-6 et effets potentiels sur le processus cancéreux
(d’apres Roynette et al., 2004)

Abréviations : COX : cyclooxygénase; LOX : Lipooxygénase; PG : prostaglandines; TXA :thrombo-
xane.
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concentration plasmatique en acide linoléique chez les patients atteints de CCR (Fernandez-
Banares et al., 1996), résultat confirmé par I'étude de Baro et al. (1998).

Les études expérimentales fournissent des résultats variables et fonction de la teneur en
acide linoléique des huiles utilisées. En effet, la consommation d’huiles de carthame (teneur en
acide linoléique : 68-83%) et de germe de blé (55-60%) serait associée a une promotion de la
cancérogenése colique (Wan et al., 2000; Dommels et al., 2003) alors que celle des huiles de
tournesol (69%), de soja (50-62%) et de sésame (39-47%) semble avoir des effets bénéfiques
(Meydani et al., 1991, Salerno et Smith, 1991). Cependant, ces derniéres ont fait I'objet de
peu de travaux tandis que les huiles de carthame et de germe de blé sont régulierement
utilisées pour promouvoir la prolifération cellulaire et étudier, dans ce contexte, les
mécanismes impliqués dans la promotion ou l'effet potentiellement protecteur de diverses
molécules ou substances (Ju et al., 2003; Delage et al., 2004).

- AGPI série n-3

Sur 3 études cas-témoins (Le Marchand et al., 1997; Slattery et al., 1997, Nkondjock et al.,
2003) et 3 études de cohorte (Bostick et al., 1994, Pietinen et al., 1999; Terry et al., 2007)
ayant testé l'association entre la consommation en acide a-linoléique et le CCR, seuls
Nkondjock et al. trouvent une diminution du risque de cancer avec des apports élevés en
acide a-linolénique chez les femmes mais pas chez les hommes. L’étude menée par Baro et
al. (1998) a cependant révélé une diminution significative de la concentration en acide o-
linolénique dans le plasma de patients cancéreux. Fernandez-Banares et al. (1996) rapportent
une quantité supérieure d’acide a-linolénique dans la muqueuse colique normale comparée a
celle d’individus atteints par un adénome ou une tumeur maligne.

Les travaux expérimentaux réalisés in vivo montrent clairement un effet protecteur des
AGPI n-3. L’incidence des tumeurs chimio-induites est significativement diminuée chez des
animaux nourris avec des régimes riches en huile de poisson (riche en EPA et DHA) comparée
a ceux nourris avec des régimes riches en acides gras saturés ou en AGPI n-6 (Latham et al.,
1999; Rao et al., 2001). De la méme fagon, la consommation d’huile de périlla, riche en acide
o-linolénique (65%), s’est révélée capable de réduire I'apparition de foyers de cryptes

aberrantes chez des rats chimio-induits (Onogi et al., 1996).

11.2.2. Aspect quantitatif

11.2.2.1. Apport calorique
Il est difficile d’isoler le réle propre de I'énergie de celui des aliments ayant un apport

énergétique élevé comme les aliments riches en acides gras, principaux fournisseurs
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d’énergie, d’autant plus que si la qualité des acides gras peut affecter la promotion tumorale, il
en est de méme pour leur quantité dans I'alimentation (Reddy, 1992).

Chez 'Homme, I'apport calorique ne semble pas impliqué dans I'apparition d’adénomes
(Boutron-Ruault et al, 2001). Par contre, une méta-analyse réalisée sur 13 études cas-témoins
révéle un effet dose-réponse de I'apport calorique sur le risque de CCR (Howe et al, 1997).

La sensibilit¢ des modéles de cancérogenése chimio-induite aux effets de la restriction
calorique atteste de I'importance de la prise énergétique sur ce processus (Klurfeld et al.,
1987; Reddy et al., 1987; Raju et Bird, 2003).

11.2.2.2. Obésité comme facteur de risque

L’'obésité se définie par une accumulation excessive de tissu adipeux ayant des
conséquences néfastes sur la santé. La mesure globale de I'obésité se détermine par l'indice
de masse corporelle (IMC = poids/taille’ en kg/m®) qui n’est cependant qu’une approximation
imparfaite du pourcentage de matiére grasse de I'organisme. La définition internationale de
'obésité tient compte des associations entre un IMC donné et le risque relatif de mortalité
(Selomon et Manson, 1997).

Si surpoids et obésité sont des risques reconnus pour les maladies cardiovasculaires et le
diabéte de type I, le lien entre poids corporel et risque de cancer a été plus récemment établi.
En effet, une étude prospective réalisée pendant 16 ans sur prés de 900 000 américains a
permis de mettre en évidence les effets du surpoids (25 <IMC< 29.9) et de I'obésité (IMC> 30)
sur la survenue de 57 000 déces par cancer (Calle et al., 2003). Cette étude a mis en avant
'association entre un IMC élevé et 'augmentation de lincidence de cancers au niveau de
différents sites dont le célon. Plusieurs études avaient déja permis d’accumuler des preuves
en faveur du lien obésité — CCR (Le Marchand et al., 1992; Giovannucci et al., 1995(a);
Martinez et al., 1997). Un IMC élevé est responsable d’une augmentation du risque de
survenue de gros adénomes (Boutron-Ruault et al., 2001). Le CIRC a reconnu le caractére
préventif du maintien d’'un poids normal (18.5 <IMC< 24.9) vis-a-vis du CCR (CIRC, 2002).

1.2.3. Limites et difficultés dans I'interprétation des données

Si la relation acides gras-cancer est trés complexe, sa mise en évidence est d’autant plus

difficile que l'interprétation des données est hardue.
11.2.3.1. Modéles animaux

Les conséquences de la consommation en acides gras alimentaires sur des modeles de

cancérogenése artificiellement induite, dépendent aussi du modéle animal utilisé. Par
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exemple, il a été observé qu'une consommation en AGPIl n-6 et en acides gras saturés
augmentait significativement la croissance tumorale chez des rats F344 mais pas chez des
Sprague-Dawley (Zhao et al., 19917).

11.2.3.2. Les effets peuvent dépendre du moment d’exposition
Depuis les travaux de Bull et al. (1979), il semblait acquis que les acides gras alimentaires
modulaient principalement I'étape de promotion du processus de cancérogenése colique. En
effet, ils démontraient que l'ingestion d’un régime hyperlipidique aprés induction chimique de
la cancérogenése colique augmentait l'incidence des tumeurs chez les rats alors qu’il n’en
était rien si le régime était administré pendant ou avant linduction. Une étude récente
démontre au contraire que les acides gras alimentaires altérent déja I'expression de génes au

cours de I'étape d'initiation (Davidson et al., 2004).

11.2.3.3. Interactions alimentaires

Les difficultés dans linterprétation des résultats issus des travaux épidémiologiques et
expérimentaux découlent en partie des interactions entre aliments ou composants
alimentaires.

Une étude révéle en particulier que les effets bénéfiques de la consommation de butyrate
dépendent pour partie des autres types d’acides gras contenus dans [lalimentation
(Nichenametla et al., 2004).

Il a été proposé que le rapport AGPI n-3/AGPI n-6 présent dans l'alimentation pourrait
contribuer a moduler le risque de CCR (Hendrickse et al., 1994). Il est recommandé que le
rapport 18:2 n-6/18:3 n-3 tende vers 5 (Legrand et al., 2000). || existe en effet une compétition
entre AGPI n-3 et AGPI n-6 pour leur conversion métabolique par les diverses élongases et
désaturases. Une plus haute affinité de ces enzymes pour les AGPI n-3 conduit a une
inhibition compétitive du métabolisme des AGPI n-6 (Roynette et al., 2004). Ainsi, si on
considére que la biosynthése de novo de 'acide arachidonique (AA) et de ses métabolites (en
particulier, la PGE,, prostaglandine E,) contribue significativement a la croissance tumorale, des
modulations de cette cascade pourrait inhiber la cancérogenése. En effet, McEntee et Whelan
(2002), révélent que les effets anti-tumorogéniques de I'EPA (n-3) sont dus a l'inhibition du
métabolisme de I'acide linoléique (n-6), en amont de la formation de I'AA puisque ces effets

sont annihilés par I'ajout concomitant d’AA a 'EPA.
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Figure 10. Métabolisme général de la vitamine A

Abréviations : AR : acide rétinoique; CRABP : cellular retinoic acid binding protein; CRBP : cellular retinol
binding protein; RBP : retinol binding protein; TTR : transthyrétine; RAR : retinoic acid receptor; RXR :

retinoic X receptor.
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I1.3. La vitamine A : composé alimentaire protecteur potentiel du

cancer colorectal

11.3.1. Généralités

La vitamine A, nutriment indispensable a la vie, exerce des rbles fondamentaux dans le
développement embryonnaire, la spermatogenése, la vision et la différenciation cellulaire
(Wald, 1968; De Luca, 1991, Eskild et al., 1994). La vitamine A est apportée a I'organisme
sous forme d’esters de rétinol par des produits d’origine animale (huile de foie de poisson,
beurre, lait, fromages, ceufs) et sous forme de [B-caroténe par une large variété de produits

d’origine végétale (carottes, épinards, choux...).

Le métabolisme de la vitamine A peut se diviser en trois grandes étapes (Figure 10):
'absorption intestinale, le métabolisme hépatique (mise en réserve), la mobilisation de la
vitamine A avant son transport jusqu’aux tissus cibles. Ces différentes étapes ont été
largement décrites par Blaner (1994), Harrison et Hussain (20017), Bellovino et al. (2003), Li et
Tso (2003), Marill et al. (2003). Dans la cellule cible, un métabolisme oxydatif donne lieu a la
production, a partir du rétinol, de rétinal qui peut ensuite étre converti de maniere irréversible
en acide rétinoique (AR) (Figure 11).
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11.3.2. Vitamine A et CCR

La premiére mise en évidence du rdle des rétinoides, regroupant dérivés naturels et
synthétiques de la vitamine A, a été rapportée en 1925 lorsque la vitamine A s’est avérée
indispensable au maintien de I'homéostasie des cellules épithéliales (Wolbach et Howe,
1925). L’association entre déficience en vitamine A et lésions a différents sites épithéliaux a
révélé l'intérét des rétinoides dans la prévention du cancer (Hong et ltri, 1994). De plus, il a
été observé un taux sérique significativement diminué chez des patients atteints de CCR par

rapport a des individus sains (Hrenek et al., 2000).

Les études épidémiologiques ayant pour objectif d’évaluer le potentiel protecteur du B-
caroténe n’ont rapporté aucun effet significatif sur les adénomes récurrents (Greenberg et al.,
1994, MaclLennan et al., 1995; Malila et al., 1999; Albanes et al., 2000). Cependant, chez
'Homme, seulement 1/6 du p-caroténe est converti en vitamine A dans l'organisme. Une
étude réalisée sur des patients avec un risque élevé de CCR a révélé les capacités immuno-
modulatrices de la vitamine A via 'augmentation des cellules lymphocytaires T lors d’'une
supplémentation en B-caroténe (Kazi et al., 1997).

Parmi les études qui ont examiné la relation vitamine A/CCR, peu d’entre elles suggérent
un effet protecteur du nutriment. Deux études cas-témoin ont mis en évidence une relation
entre I'absorption de vitamine A et une diminution du risque de développement de CCR mais
aucune association avec le rétinol (Benito et al., 1993; Olsen et al., 1994). Au contraire une
autre étude prospective a révélé que la prise de rétinol était inversement associée au cancer

du célon, mais pas a celui du rectum (Ferraroni et al., 1994).

Les données fournies par les travaux expérimentaux démontrent clairement un effet
protecteur de la vitamine A. Il a été observé que la supplémentation en palmitate de rétinol
pouvait prévenir l'apparition de carcinomes coliques chez des rats consommant une
alimentation contenant I'aflatoxine B1 (Newberne et Rogers, 1973). De plus, dans des
modeéles de cancérogenése colique chimio-induite, le traitement des animaux avec l'acétate
ou le palmitate de rétinol a conduit a une réduction du nombre de cryptes aberrantes
(Cassand et al., 1997) et d’adénocarcinomes (Zheng et al., 1997).

L’acide rétinoique tout-trans (ATRA, connu aussi sous les noms de trétinoine et vasanoide) est,
avec l'acide rétinoique 9-cis, un métabolite actif de la vitamine A. De nombreuses revues
attestent de la capacité des rétinoides, et plus particulierement de 'ATRA, a moduler la
croissance cellulaire et le phénoméne de mort cellulaire programmé et a induire la
différenciation (Kanungo et al., 2000; Nakagawa et al., 2003; Zhang et al., 2003). Cette forme
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acide de la vitamine A est déja utilisée de fagon usuelle dans le traitement de maladies
spécifiques que sont I'acné, le psoriasis et la leucémie promyélocytaire aigué (APL). De plus,
les propriétés anti-tumorales de ce composé sont en cours d’exploitation. En effet, quelques
études a court terme ont déja été réalisées dans le but d’explorer le potentiel chimiopréventif
des rétinoides chez des individus a haut risque de cancer (Sun et Lotan, 2002; Brtko et
Thalhamer, 2003). Cependant, aucune d’entre elles n’a concerné des individus a haut risque
de CCR. Pourtant, I'acide rétinoique (AR) diminue le nombre de cryptes aberrantes chimio-
induites (Stopera et Bird, 1993). Cependant, il n’est pas apte a prévenir les mutations de k-
Ras induites par les cancérogénes coliques chimiques ou par I'acide déoxycholique (Narahara
et al., 2000). Des travaux in vitro sur des lignées issues d’adénocarcinomes coliques
confirment I'effet anti-tumoral de 'AR (Kim et al., 2002 ; Bartolini et al., 2004). L'AR semble
aussi apte a réduire les capacités invasives des cellules tumorales (Adachi et al., 20071). Des
essais réalisés in vitro suggerent que des combinaisons de I'AR avec des agents cytotoxiques
ou anti-mitotiques permettraient d’améliorer I'efficacité de la prévention et des traitements anti-
tumoraux (Paulsen et Lutzow-Holm, 2000 ; Callari et al., 2003).

Il.4. Mécanismes d’interaction alimentation / cancérogenése coli-

que

11.4.1. Généralités

Les données épidémiologiques et expérimentales montrent que I'alimentation est a la fois
source d’éléments activateurs et protecteurs vis-a-vis du CCR. Un ensemble de données
issues des études expérimentales in vitro, chez 'lHomme et chez I'animal, révélent qu’il existe
différents niveaux d’intervention des facteurs alimentaires et suggérent différents mécanismes
d’interaction possibles entre I'alimentation et le processus de cancérogenése colique.

L’alimentation peut étre appréhendée a différents niveaux d’intégration : en effet, la cellule
cible du processus de tumorogenése est la cellule épithéliale colique. L’alimentation peut
moduler des événements extra-cellulaires et intra-cellulaires, soit directement par la lumiére
intestinale, soit indirectement apres absorption intestinale et métabolisation hépatique par la
circulation sanguine et lymphatique. Les événements modulés peuvent étre d’ordre
physiologiques, biochimiques, cellulaires et moléculaires, les uns pouvant étre la
conséquence des autres. Ces événements peuvent intervenir a différents niveaux du
processus de cancérogenése colique, initiation, promotion ou progression tumorale. Enfin, les

effets de I'alimentation peuvent étre ceux d’'un mélange alimentaire complexe ayant subi des
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traitements technologiques, d’un aliment entier mais seul ou de certains constituants isolés
d’un aliment.

Les mécanismes d’action de I'alimentation vis-a-vis de la cancérogenése colique peuvent
donc étre multiples (Potter, 1996; Lipkin et al., 1999).

L’alimentation peut modifier des paramétres physiologiques et biochimiques de la
digestion. En premier lieu, le régime va directement moduler la biodisponibilité des éléments
cancérogénes ou anti-cancérogénes qu’il contient en modifiant I'absorption intestinale, via le
temps de transit ou des phénoménes de piégeage. De plus, des composés alimentaires, ou
certains types de facteurs comme la quantité d’aliments ingérés, peuvent modifier la
population bactérienne, sa fermentation et ses activités enzymatiques et moduler la vitesse de
transit, la masse fécale, le pH, le renouvellement cellulaire et des paramétres
immunologiques. Un autre aspect est la régulation de la production des acides biliaires par les
facteurs alimentaires.

L’alimentation peut également modifier des paramétres cellulaires et moléculaires de la
cancérogenése colique. Les facteurs alimentaires peuvent moduler une grande partie des
mécanismes intervenant dans le déroulement du processus tumoral, tout d’abord par la
modification du métabolisme endogéne, au niveau hépatique ou colique, via la modulation des
activités enzymatiques de phase | et Il impliquées dans I'équilibre toxification/détoxification
des xénobiotiques. Ensuite, les composés alimentaires peuvent avoir une action sur la
formation de lésions génotoxiques. Les métabolites actifs de certains éléments peuvent
induire des lésions de I'ADN, d’autres composés au contraire peuvent protéger les sites
nucléophiles de 'ADN ou éliminer des espéces chimiques réactives telles les radicaux libres
oxygénés (ROIs pour Reactive Oxygen Intermediates). Enfin, I'alimentation est également
susceptible de moduler la croissance cellulaire en régulant I'expression de génes impliqués

dans la prolifération, la différenciation ou I'apoptose.

Bruce et al. (2000(a) et (b)) impliquent principalement deux mécanismes majeurs reliant
l'alimentation et I'augmentation du risque de CCR: le déclenchement d’'une résistance
tissulaire vis-a-vis de I'insuline et des altérations de la barriére épithéliale.

- Une surconsommation alimentaire chronique va engendrer une élévation de la
production d’insuline et un excés d’énergie au niveau de tissus dont certains (tissus adipeux,
muscles) vont réagir en réduisant leur réponse a l'insuline. Les cellules coliques expriment des
récepteurs a linsuline et a [llnsuline-like Growth Factor -l et -l (IGF-IR et -lIR).
L’hyperinsulinémie et I'hypertriglycéridémie, via ces récepteurs, agissent comme des facteurs
de croissance et des promoteurs de tumeur (McKeown-Eyssen, 1994 ; Durai et al., 2005).
Cependant, si le taux élevé d’'insuline et 'augmentation de I'’énergie intracellulaire fournissent

un stimulus pour la prolifération, il est plus probable qu’ils interviennent sur le cycle cellulaire
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des cryptes aberrantes plutét que sur celui des cryptes normales. De plus, 'augmentation de
I'énergie intracellulaire conduit & une plus grande disponibilité de substrats oxydables donc a
la formation de ROls aptes a créer des dommages a 'ADN augmentant la fréquence des
mutations et donc la possibilité d’initiation.

- Des altérations de la barriére épithéliale peuvent conduire a une irritation qui produit
une réponse inflammatoire locale. La surexpression de la cyclooxygénase-2 et la production
d’éicosanoides activent des cellules inflammatoires capables de générer des ROIs qui sont
mutagénes. Une autre possibilité est la création d’'un déséquilibre ionique lors d’altérations de
la barriere épithéliale générant un stress oxydatif et la production de ROls. Les ROlIs, en plus
de leur effet mutagéne, peuvent activer la cyclooxygénase-2 et ainsi promouvoir la
cancérogenése via la production de prostaglandines. Les ROls peuvent aussi activer les MAP

kinases et augmenter I'expression des proto-oncogénes comme c-fos et c-jun (Wei, 1992).

1.4.2. Acides gras alimentaires, vitamine A et modulation du risque de cancer

colorectal : mécanismes possibles

Les relations de cause a effet entre les acides gras alimentaires et la modulation du risque
de CCR s’expliquent en grande partie par des effets propres aux AGPI n-3 et n-6 décrits par
Bartsch et al. (1999) :

-la peroxydation des doubles liaisons conjuguées des AG conduisant a un stress
oxydatif persistant et générant des produits tels le malondialdéhyde capable d’endommager
I'ADN,

-la conversion de I'acide linoléique en éicosanoides participant a la stimulation de la
prolifération cellulaire,

-les effets sur la fonctionnalité de certaines enzymes associées aux membranes comme
le complexe P450 régulant le métabolisme des xénobiotiques,

-les effets sur la composition des membranes et les conséquences sur la fonctionnalité
des récepteurs aux hormones et facteurs de croissance,

-linfluence des AG sur diverses voies de transduction du signal pouvant affecter

diverses fonctions cellulaires via la modification de I'expression de génes.

De part leur nature lipophile, les acides gras alimentaires mais aussi la vitamine A sont
capables de pénétrer a I'intérieur de la cellule et de se fixer a des récepteurs dans le noyau.
Ces récepteurs nucléaires permettent la transmission du message ‘hormonal’ puisque ce sont

des facteurs de transcription capables de moduler 'expression de génes cibles.

27



Chapitre I : Données Bibliographiques

Ainsi, certains acides gras alimentaires, leurs dérivés et I'acide rétinoique peuvent lier
spécifiquement des récepteurs nucléaires qui seront les médiateurs de leurs effets sur

I'expression de génes cibles.
Cet aspect de l'action des nutriments fait I'objet du sous-chapitre suivant qui

rapportera, pour une large partie, I’état des travaux liant les récepteurs nucléaires et la

modulation du risque de cancer colorectal.
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lll. Les récepteurs nucléaires et leur implication

dans la cancérogeneése colique

lll.1. La superfamille des récepteurs nucléaires

Deux systémes hormonaux principaux sont rencontrés dans les cellules : (i) les hormones
hydrophiles qui ne traversent pas la membrane cellulaire et se lient a des récepteurs
membranaires, en déclenchant une cascade biochimique de seconds messagers, (ii) les
hormones lipophiles, capables de traverser la membrane cellulaire, et qui vont agir
directement dans le noyau, en se liant a des récepteurs spécifiques.

Des données bibliographiques ont permis d'établir que les hormones stéroidiennes,
thyroidiennes et les rétinoides agissent dans les cellules cibles principalement par
l'intermédiaire de récepteurs nucléaires pour réguler la synthése d'ARN messagers
spécifiques. Les récepteurs nucléaires sont des protéines capables de se fixer, généralement
sous forme de diméres, au niveau de séquences spécifiques d'ADN, appelées éléments de
réponse aux hormones (HRE, Hormone Response Element), situées en amont du promoteur de
génes cibles et de moduler ainsi, en tant que facteurs de transcription, leur expression
(Mangelsdorf et Evans, 1995). Les premiers récepteurs nucléaires clonés furent ceux des
glucocorticoides (Hollenberg et al., 1985 ; Miesfield et al., 1986) et des cestrogénes (Green et
al., 1986). Les études phylogénétiques ont permis de montrer la forte homologie de structure
entre ces protéines et de les regrouper en une méme superfamille de récepteurs nucléaires.
Elle comprend des récepteurs pour différents ligands hydrophobes tels que les stéroides, les
hormones thyroidiennes, les dérivés hydroxylés de la vitamine D, I'acide rétinoique (ce qui
justifie d'assimiler les formes actives de la vitamine A et de la vitamine D a des hormones du point de
vue de leur mode d'action) ou encore les acides gras et les éicosanoides. En plus de ces
récepteurs dont les ligands sont connus, de nombreux travaux de clonage ont permis
d'identifier des génes inconnus jusqu'alors et homologues aux génes codant pour les
récepteurs nucléaires. Les ligands des protéines codées par ces génes n'étant pas encore
connus, ces recepteurs ont été regroupés sous le terme de récepteurs orphelins. Pour
certains d'entre eux, des ligands ont récemment été trouvés (Laudet et Vanacker, 1999)
(Figure 12).

La famille des récepteurs nucléaires, pour laquelle plus de 300 séquences ont été
décrites, constitue ainsi la plus grande famille de facteurs de transcription connue chez les

eucaryotes. Mangelsdorf et Evans (1995) ont divisé cette superfamille de récepteurs en quatre
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classes en accord avec leurs propriétés de liaison au ligand, de liaison a I'ADN et de
dimérisation. La premiére classe comprend les récepteurs des hormones stéroidiennes
(récepteurs des glucocorticoides, androgénes, cestrogénes, minéralocorticoides et progestérone). Les
récepteurs qui forment des hétérodimeéres avec les RXRs (récepteurs de I'acide 9-cis rétinoique),
forment la deuxiéme classe. Les classes lll et |V regroupent des récepteurs qui se distinguent
selon gu'ils se fixent a I'ADN sous forme d'homodiméres ou de monoméres. La plupart des
récepteurs orphelins appartiennent a ces deux sous-familles (Mangelsdorf et Evans, 1995;
Giguere, 1997). Trés récemment, une totale réorganisation de cette classification a été
proposée avec pour objectif de clarifier la situation des nombreux récepteurs au sein de cette
superfamille (Nuclear Receptor Committee, 1999; Duarte et al., 2002).

Nuclear Receptor Superfamily

ah [ D ¥

H -—'-‘?T_—l-—-lhnrluﬂl—-- -

CTE DRERIZATICN AF. 3

Figure 12. Structure et organisation de la superfamille des récepteurs nucléaires
(d’aprés Olefsky, 2001)

Abréviations : AF : région portant la fonction de I'activation dépendante ou non de la présence du
ligand; CTE : constitutive transport element; GR : récepteur des glucocorticoides; MR : récepteur des
minéralocorticoides; PR : récepteur de la progestérone; AR : récepteur des androgénes; ER :
récepteur de l'cestrogéne; T3R : récepteur de la triiodothyronine; RAR : récepteur de I'acide rétinoique
tout-trans; VDR : récepteur de la vitamine D3; PPAR : récepteur des activateurs de prolifération
peroxysomale; ECR* : récepteur de I'exdysone; FXR* : récepteur des acides bilieres; CAR*: récepteur
de l'androstane; LXR*: récepteur de l'oxystérol; PXR/SXR*:récepteurs de xénobiotiques; RXR :
récepteur de l'acide 9-cis rétinoique; divers récepteurs orphelins dont ERR : récepteur apparenté au
récepteur de I'cestrogene, HNF-4 : facteur nucléaire mis en évidence dans I'hépatocyte, TR2 :
récepteur testiculaire.

*anciens récepteurs orphelins dont les ligands ont été identifiés récemment
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lll.1.1. Structure générale

Les récepteurs nucléaires présentent une forte homologie de structure, avec quatre
domaines principaux possédant divers degrés de conservation entre les différents membres
de la superfamille (Figure 12).

Le domaine A/B
Ce domaine, impliqué dans la transactivation de maniére indépendante du ligand, est
faiblement conservé et correspond a l'extrémité NH, de la protéine codée (Nagpal et al.,
1992).
Le domaine C
Ce domaine de liaison a I'ADN, de 66 a 68 acides aminés, montre un fort degré
d'homologie entre les différents membres de la superfamille. Deux motifs en doigt de zinc (C,
et C;), composés chacun d'un atome de zinc chélaté par quatre résidus cystéine, jouent un
réle complémentaire dans les processus de liaison spécifique aux éléments de réponse situés
dans le promoteur des génes cibles (Mignotte, 1997). Ce domaine participe aussi a la
dimérisation des récepteurs (Hirst et al., 1992).
Le domaine D
Cette région charniére entre les domaines C et E permet la réalisation de différentes
configurations fonctionnelles et pourrait étre impliquée dans la localisation nucléaire des
récepteurs (¢lément CTE, Constitutive Transport Element)(Ylikomi et al., 1992).
Le domaine E
Le domaine carboxy-terminal posséde une structure complexe, la plus longue en acides
aminés. Il assure la fixation du ligand mais intervient également dans la dimérisation et la
régulation de la transcription dépendante de ce ligand. La partie centrale du domaine E riche
en leucine serait destinée a la dimérisation (modele "leucine-zipper"), alors que la régulation de
la transcription serait assurée par un domaine dénommé Ti. En fait la partie du domaine E qui
est impliquée dans la liaison du ligand est trés conservée entre récepteurs ayant la méme
spécificité de liaison mais elle ne posséde pas de similarité apparente entre les récepteurs de
différents types. A l'inverse le domaine Ti montre une conservation de 20 a 45 % entre tous
les récepteurs (O'Donnell et Koening, 1990).
Le domaine F
Certains récepteurs possédent aussi ce domaine dont la taille est variable et la fonction

encore inconnue.
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111.1.2. Mode d’action

lll.1.2.1. Les éléments de réponse

Les éléments de réponse aux hormones (HRE) regroupent plusieurs types selon le
récepteur responsable de I'activation de la transcription (par exemple, GRE pour Glucocorticoid
Response Element, PPRE pour Peroxisome Proliferator Response Element, RARE pour Retinoic Acid
Response Element..). Leur structure est généralement basée sur un méme principe : deux
demi-sites, pour la plupart hexanucléotidiques, dérivés d’'une séquence consensus qui leur est
propre et combinés de maniére palindromique ou directement répétée (Direct Repeat, DR) mais
parfois plus complexe, séparés de 1 a 5 nucléotides ou bien strictement contigus. Plusieurs
motifs peuvent répondre a un méme récepteur nucléaire, mais la liaison sera plus ou moins
favorisée et la transcription sera régulée différemment.

La liaison de certains récepteurs tels les PPARs et les RARs (Figure 12) a leurs éléments
de réponse respectifs nécessite la formation d’hétérodiméres avec un autre membre de la
superfamille des récepteurs nucléaires, les RXRs (Rastinejad, 2001). Ces derniers, dont le
ligand est l'acide 9-cis rétinoique constituent les coactivateurs communs de nombreux
récepteurs nucléaires et jouent ainsi un réle central dans la régulation de I'expression

génique.

lll.1.2.2. Cofacteurs de transcription

Les travaux de recherche de ces derniéres années ont montré que les récepteurs
nucléaires sont au centre d’un systéme complexe de régulation, et que la fixation du ligand
n‘est pas toujours suffisante pour que le récepteur induise I'expression d'un géne
(Katzenellenbogen et al., 1996). Le récepteur doit alors interagir, soit directement, soit
indirectement avec la "machinerie" de transcription pour induire I'expression du géne cible.
Des protéines appelées cofacteurs de transcription régulent I'activité transcriptionnelle de ces
récepteurs, leur permettant soit d’activer (coactivateurs), soit de réprimer (corépresseurs)
I'expression d'un géne. La figure 13 rapporte I'exemple du mécanisme de régulation
transcriptionnelle induite par I'hétérodimére RAR-RXR.

Le nombre des cofacteurs de transcription découverts ne cesse d’augmenter ce qui met
en exergue la complexité de leur mode d'action avec les récepteurs nucléaires (Freedman,
1999). Leur capacité d’interaction avec plusieurs récepteurs leur confére un réle central dans
intégration des signaux hormonaux, d’autant plus qu’ils sont présents en quantité limitée
dans la cellule. Avec I'exemple des récepteurs de I'acide rétinoique, Klein et al. (2000)
montrent que le recrutement des corégulateurs peut varier et serait dépendant de la nature

des ligands. En outre, la plasticité avec laquelle les récepteurs et les corégulateurs intégrent
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et exécutent un programme complexe spatio-temporel d’expression génique, pourrait étre due
a une régulation des corégulateurs eux-mémes par des kinases (McKenna et O’Malley, 2002).

L’activation des récepteurs nucléaires passe par I'action de ces cofacteurs (Figure 13).
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Figure 13. Mécanismes de répression et d’activation transcriptionnelles par
I’hétérodimére RAR-RXR (d'apres Altucci et Gronemeyer, 2007)

Abréviations : RAR : récepteur de I'acide rétinoique; RXR : récepteur de I'acide 9-cis rétinoique; RARE :
élément de réponse aux rétinoides; CoR : co-répresseurs; HDAC : histone déacétylases; LBD : domaine
de liaison au ligand; DBD : domaine de liaison a 'ADN; Apo-/Holo- : conformations allostériques; CoA :
co-activateurs; MAPK : MAP Kinases; HAT : histone acétyltransférases; SMCC : Srb and mediator
protein-containing complex; TRAP : thyroid hormon receptor-associated protein; DRIP : vitamin D
receptor-interacting protein.

En I'absence de ligand, les co-répresseurs associées aux histones déacétylases maintiennent la
chromatine condensée. La fixation d’un ligand induit un changement conformationnel des récepteurs qui
interagissent avec des co-activateurs. Ceux-ci recrutent des HAT capables d’induire la décondensation
de la chromatine. Le complexe SMCC-TRAP-DRIP va favoriser l'activation de la transcription en
interagissant avec la machinerie transcriptionnelle classique.

Dans une premiére étape, la fixation du ligand sur son récepteur provoque un changement
de conformation de ce dernier permettant une activité transcriptionnelle basale apres le

largage des corépresseurs. Dans une deuxiéme étape, les coactivateurs de transcription
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peuvent se fixer sur I'hétérodimére, créant ainsi un "pont" entre les récepteurs et le complexe

de transcription, ce qui entraine une expression maximale du géne.

lll.2. Les PPARSs : récepteurs activés par les proliférateurs de

peroxysomes

l1l.2.1. Généralités

Trois isotypes de PPAR, dénommés «, & (appelé alternativement PPARpB, PPARS, NUC-1 ou
FAAR) et v, ont été identifiés et décrits chez les vertébrés (Figure 14). Chacun d’eux est codé
par des génes distincts et posséde une distribution tissulaire spécifique. PPARa et PPARy ont
été les premiers décrits donc les plus étudiés jusqu’a maintenant. Dans un premier temps, les
fonctions majeures qui leur ont été définies ont permis de les classer comme des « lipid
sensors » c’est-a-dire impliqués directement dans des voies métaboliques cruciales telles le
stockage et le catabolisme des acides gras, le contréle de I'homéostasie énergétique et le
contréle des réponses inflammatoires. PPARa joue principalement un rble dans I'oxydation
des acides gras au niveau hépatique tandis que la premiére fonction connue de PPARYy
limpliquait dans le processus de I'adipogenése et dans la sensibilité a linsuline. Plus tard,
I'étude de I'isotype ubiquitaire & a révélé son implication dans des processus aussi différents

que la myélinisation, le métabolisme lipidique ou I'implantation embryonnaire.

lll.2.2. Organisation structurale et liaison a I’ADN

Les trois isotypes de PPAR présentent une organisation en domaines (A/B, C, D et E/F)
commune a tous les récepteurs nucléaires. Le domaine N-terminal A/B, qui contient une
fonction de transactivation indépendante de la présence d’un ligand, est phosphorylé par la
voie de signalisation des MAP kinases pour les isoformes a et y de PPAR.

Le domaine de liaison a I'ADN des récepteurs PPARs est le plus conservé parmi tous
ceux des récepteurs nucléaires et sert donc de référence pour la superfamille. Les structures
en doigt de zinc forment une structure globulaire capable de reconnaitre une séquence ADN
composée de six nucléotides (AGGTCA). Ainsi, I'hnétérodimére PPAR/RXR reconnait un
élément de réponse fonctionnel formé par deux copies de la séquence hexanucléotidique
séparées par un seul nucléotide (DR1). Ce motif ADN est appelé PPRE pour Peroxisome

Proliferator Response Element.
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Figure 14. Homologies entre les isoformes humaines de PPAR et structures
tridimentionnelles (d’apres Hihi et al., 2002)

Abréviations : PPAR : peroxisome proliferator activated receptor; DBD : domaine de liaison a 'ADN;
LDB : domaine de liaison au ligand.
La zone en blanc correspond a la poche dans laquelle vient se loger le ligand.

111.2.3. Localisation tissulaire des PPARs

Chez les vertébrés, les trois isotypes de PPAR présentent, comme précédemment
indiqué, des profils distincts de localisations dans les tissus (Escher et Wahli, 2000). PPAR«
s’exprime majoritairement dans le tissu adipeux brun, dans le foie, les reins, le cceur, la
muqueuse intestinale de 'Homme et du rat. Chez 'Homme, il est aussi rencontré dans le
muscle squelettique et le pancréas.

PPARYy est exprimé majoritairement dans les tissus adipeux blanc et brun et le célon de
rat, mais on le trouve aussi dans le coeur, le muscle squelettique et le foie chez 'Homme.
Trois isoformes de PPARYy (y1-3), codés par un unique géne, ont été décrits a ce jour (Fajas et
al., 1997; Fajas et al., 1998). L’isoforme y2 semblerait étre spécifiquement exprimée dans le
tissu adipeux blanc, I'isoforme y1 serait la plus largement exprimée et considérée comme
I'isoforme maijoritaire. L'ARNm y3 semble coder pour I'isoforme y1 (Huin et al., 2002).

Chez le rat et chez 'Homme, lisoforme & s’avére étre exprimée dans tous les tissus

étudiés a ce jour.
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lll.2.4. Ligands des PPARS (d’aprés une revue de Desvergne et Wahli, 1999)

Les propriétés particulieres du domaine de liaison des ligands ont conduit a rendre
attractive I'idée d'utiliser les PPARs comme des cibles thérapeutiques. En effet, contrairement
aux RAR, TR, VDR, ER et GR, les isotypes de PPAR sont capables d’interagir spécifiquement
avec une pléiade de ligands parmi lesquels se trouvent des composants naturels majeurs, tels
que les acides gras. Les ligands sont classés en deux groupes, les ligands naturels et les
ligands synthétiques.

L’identification des acides gras insaturés comme ligands des PPARs a fourni la preuve de
l'activité transcriptionnelle des acides gras consécutivement a leur interaction directe avec ces
récepteurs nucléaires. Cette découverte a permis de mettre en évidence le fait que les acides
gras pouvaient agir comme des hormones et pas seulement comme des molécules
fournissant de I'énergie. Les acides gras sont capables de lier les trois isotypes avec
cependant une affinité plus importante pour PPARa. De plus, en comparaison avec les acides
gras insaturés (acide arachidonique, acide linoléique), la fixation des acides gras saturés
s’effectue avec une affinité moindre. Parmi les ligands, la classe des eicosanoides, dérivés de
'acide arachidonique, fournit de nombreux activateurs des PPARs : des leucotriénes, des
acides hydroxyéicosatétraénoiques (HETEs) et des prostaglandines. L'’interaction de ces
ligands avec les PPARs a permis d’établir 'implication de ces récepteurs dans la réponse
inflammatoire.

Parmi les ligands synthétiques, des agents hypolipidémiants comme les fibrates se fixent
préférentiellement sur PPARa. Les thiazolidinédiones (TZDs: troglitazone, pioglitazone et
rosiglitazone) sont des antidiabétiques trés utilisés dans les expériences de «gain-de-fonction»
de PPARy puisqu’ils lient avec une trés forte affinité ce dernier. Plus récemment, des
antihyperglycémiants et des antihyperlipidémiants se sont avérés étre de bons ligands de
PPARy et de PPARS. Ces résultats révelent le réle primordial de ces récepteurs dans le
devenir des cellules adipocytaires ainsi que dans la régulation des statuts glycémiques et

lipidiques.

Plus récemment, des fonctions additionnelles ont été attribuées aux PPARs dans le
processus de cancérisation et dinflammation, suggérant un réle en relation avec de
nombreuses voies de signalisation cellulaire.

Les PPARs traduisent les stimuli nutritionnels, pharmacologiques et métaboliques en
modifiant I'expression des génes. De nombreuses données bibliographiques mettent en

évidence l'implication de l'isotype y dans les processus de cancérogenése colique (isoforme la

plus exprimée dans le célon), mais aussi, plus récemment, I'implication de I'isotype 0.
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C'est pourquoi il sera mis en relief, dans les paragraphes suivants, des données
bibliographiques associant PPARy et PPARJ au processus de cancérogenése et plus

particuliérement a la cancérogenése colique.

lll.2.5. PPARYy et cancer

11.2.5.1. Historique de I'intérét suscité par PPARy

PPARYy a d’abord été décrit comme le régulateur central de la différenciation adipocytaire.
La découverte que de nombreux antidiabétiques (comme les TZDs) étaient des agonistes de
PPARYy a créé un réel engouement concernant I'implication potentielle de ce récepteur dans le
diabéte de type Il et 'obésité. Altiok et al. (1997) ont démontré que le traitement de différentes

lignées cellulaires d’adipocytes avec des TZDs suffisait a stopper la prolifération cellulaire
durant la phase logarithmique de croissance et ce, d'une maniére dépendante de PPARYy. De
plus, il a été observé une différenciation terminale de cellules primaires de liposarcome
humain suite a une activation de PPARY par des ligands spécifiques (Tentonoz et al., 1997).
Ces observations ont ainsi conduit plusieurs groupes a s’intéresser a la capacité de
PPARy a induire la différenciation dans le cadre du traitement de tumeurs. Ainsi, une
réduction, ou un arrét de la croissance, a pu étre observée a la suite de I'utilisation de ligands
de PPARy dans de nombreux types cellulaires, comme des cultures primaires ou

métastatiques de cellules cancéreuses mammaires (Mueller et al., 1998) (Tableau III).

1l1.2.5.2. PPARy et cancer colorectal : réle controversé

- Résultats divergents issus des travaux expérimentaux
Plusieurs études expérimentales suggeérent que les ligands de PPARy ont une activité anti-
cancérogéne (Osawa et al., 2003; Yoshizumi et al., 2004). Les acides gras poly-insaturés de
type n-3 et les anti-inflammatoires non stéroidiens (NSAIDs, Non Steroidal Anti Inflammatory
Drugs) capables d’activer PPARY, sont en effet associés a la prévention du cancer du célon.
Cependant, les acides gras poly-insaturés n-6 tels I'acide linoléique, capables de la méme
maniére de lier PPARYy, sont associés a la promotion de ce méme cancer. Ceci suggére donc

que le type de ligand joue un réle déterminant dans I'action de PPARYy.
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Tableau lll. Cancers dont la croissance est modulée par des ligands de PPARy
(d’apres Koeffler, 2003)

Liposarcome

Cancer colique

Cancer mammaire
Cancer de la prostate
Leucémie myéloide
Neuroblastome
Glioblastome

Lymphome

Cancer des poumons
Cancer du col de I'utérus
Cancer de la vessie
Cancer de la téte et du cou
Cancer de I'cesophage
Cancer gastrique
Cancer pancréatique

En 1998, Lefebvre et al. (1998) et Saez et al. (1998) ont indépendamment montré que
l'activation de PPARy pouvait promouvoir le développement de tumeurs dans le cblon de
souris C57BL/6J-APCM"/+. Or, un autre modéle murin a clairement montré que le statut
PPAR"" (mutations sur un des deux alléles du géne codant PPARy - un seul alléle fonctionnel),
conduisant a une sous-expression du récepteur, était associé a une sensibilité accrue vis-a-
vis des cancérogenes chimiques. Ainsi, aprés 36 semaines de traitement, toutes les souris
PPAR", contre la moitié des souris PPAR"", sont mortes a la suite de cancers du cédlon
(Girnun et al., 2002).

De plus, plusieurs travaux effectués sur des cellules de cancer colique et utilisant des
activateurs de PPARYy, soutiennent I'hypothése d'un réle anti-proliférateur, pro-apoptotique et
inducteur de la différenciation pour PPARy (Brockman et al., 1998; Sarraf et al., 1998). PPARy
apparait dés lors comme un potentiel géne suppresseur de tumeur. En 1999, des études
génétiques conduites par Sarraf et al. ont révélé des mutations de PPARy dans quatre
biopsies de cancer colorectal humain sur cinquante-cing. |l s’agissait de mutations dites
« perte de fonction » sur un seul des deux alléles et Sarraf et al. suggéraient I'idée que les

récepteurs mutés développaient une activité de dominant négatif. Cependant, Koeffler (2003)
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n'a observé aucune mutation de PPARy sur cinquante-cinq autres biopsies. Donc, si des
mutations de PPARYy existent, elles sont extrémement rares.
Ainsi, de part la rareté des mutations rencontrées, PPARy ne peut encore aujourd’hui étre

défini comme un gene suppresseur de tumeurs.

- Hypothése émergente concernant la fonction de PPARy

En 2002, une publication de Girnun et al. (2002) a permis de réconcilier les observations
divergentes précédemment énoncées concernant le role de PPARy dans le cancer du célon.
En effet, ce travail a mis en évidence que la fonction de ‘suppression de tumeur’ de PPARy
dépendait du statut du géne APC. Ainsi, les fonctions de PPARYy seraient altérées lors d’une
mutation inactivante du géne APC. Donc, I'augmentation du nombre de tumeurs coliques
observée lors d’une activation de PPARy chez des souris APCY"/+ (Min, Multiple intestinal
neoplasia — un seul alléle APC fonctionnel) (Lefebvre et al., 1998; Saez et al., 1998) s’expliquerait
par I'altération de la voie de signalisation impliquant APC.

Ce travail met en avant les précautions a prendre concernant I'utilisation d’'un modéle
animal de cancer du colon et l'utilisation de PPARy comme cible d’agents potentiellement anti-
tumoraux. L'utilisation des souris APCM"/+ est reconnue comme étant un trés bon modéle
pour le cancer sporadique du cblon et la polypose adénomateuse familiale rencontrés chez
'Homme (Groden et al., 1991, Nishisho et al., 1991, Miyoshi et al., 1992; Su et al., 1992).
Cependant, les études expérimentales concernant le réle de PPARy devraient tenir compte
désormais du statut APC des animaux (ou des lignées de cellules coliques) et il faudrait alors
préférer travailler avec des animaux ‘sauvages’ initiés chimiquement. De plus, I'administration
de TZDs est utilisée dans le cadre du traitement du diabéte de type Il de hombreux patients
obéses et diabétiques. Or, ces patients, de part leur obésité, ont un risque élevé de
développer un cancer du célon. Parce que APC est muté dans la majorité des cancers du
céblon, la prise de TZDs peut se révéler dangereuse puisque apte a promouvoir, via I'activation

de PPARY, le processus de cancérogenése colique.

- Expression de PPARy dans les tissus tumoraux
La large majorité des travaux s’intéresse aux conséquences de I'activation de PPARYy par
ses ligands dans des modéles animaux de cancérogenése ou sur des lignées de cellules
tumorales. Peu d’études rapportent une association entre tumorogenése ou tumorogénicité et
modulation de I'expression de PPARy. Cependant, des modifications de son expression ont
déja été observées dans d’autres tissus que I'épithélium colique. En effet, un taux ARNm de
PPARYy significativement réduit a pu étre mis en évidence dans des tumeurs prostatiques par

rapport au tissu sain chez cinq patients (Mueller et al., 2000). De la méme maniére, une telle
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sous-expression de PPARy avait été mise en évidence dans des tumeurs mammaires de
souris par rapport a des glandes saines (Gimble et al., 1998). Par contre, I'équipe de DuBois
(1998(a)) a révélé une surexpression de PPARy dans des tumeurs intestinales de rats
chimiquement initiés pour la cancérogenése colique, mais pas systématiquement dans les
polypes intestinaux ni dans des lignées de cellules coliques cancéreuses. L’'étude de
'expression de PPARy chez des patients présentant une acromégalie s’est aussi révélée
particulierement intéressante : en effet, ces individus présentent un risque plus élevé que la
moyenne de développer des polypes coliques. Il s’avére que PPARYy est sous-exprimé dans la
muqueuse colique de ces patients, ce qui pourrait étre en relation avec la prévalence
augmentée des polypes (Begazzi et al., 2002).

Toutes ces données bibliographiques associent I’activation de PPARy ou des
modulations de son expression avec le processus de cancérogenése ou [l’état
cancéreux du tissu. Ceci révéle l'intérét croissant de ce récepteur a la fois comme
intermédiaire dans la relation nutriments-expression génique et comme cible dans le

traitement des cancers colorectaux.

111.2.6. PPARGS et cancer colorectal

111.2.6.1. PPARS, géne cible direct de la fcaténine ?

PPARGJ, active par des prostacyclines, pourrait étre une cible directe de la Bcaténine,
effecteur majeur de la voie de signalisation Wnt et directement régulée par APC. En effet, il a
été observé une surexpression du géne codant pour PPARS dans des lignées de cellules
cancéreuses coliques humaines (He et al., 1999(a)) et dans des tumeurs coliques de rats
chimio-initiés (Gupta et al., 2000). Cependant, dans une étude récente, Reed et al. (2004) ont
mis en évidence que la perte du géne APC (via I'utilisation d’'un systéme inductible Cre-LoxP)
conduisait rapidement a I'accumulation nucléaire de la fcaténine dans I'intestin gréle de souris
et a une réduction des taux d’ARNm et de protéine PPARGS. Ce résultat impliquerait donc que
PPARS ne soit pas une cible directe de la Bcaténine et conforte des observations précédentes
qui ne constataient pas d’altérations de I'expression de ce récepteur nucléaire lors du blocage
de l'activité transcriptionnelle de la Bcaténine par l'utilisation d’'un mutant dominant négatif
TCF-LEF (partenaire obligatoire de la Bcaténine)(Van de Wetering et al., 2002).

Les divergences de résultats peuvent provenir des modéles d’étude utilisés. En particulier,
il est probable que les mécanismes de contrble de I'expression de PPARS soient altérés dans

les lignées cancéreuses coliques.

40



Chapitre I : Données Bibliographiques

1ll.2.6.2. Oncogénicité potentielle de PPARS ?

Il est possible que PPARS soit surexprimée plus tardivement, lors de la progression
tumorale. Le fait que des cellules cancéreuses coliques ‘knockout' pour PPARS (PPARS"?)
s’avérent incapables de former des tumeurs chez des souris nude, semble démontrer le
potentiel oncogénique de la forme sauvage du récepteur (Park et al., 2001(b)). Le role de
PPARS a aussi été testé chez des souris APCY"/+ mutées sur le géne de PPARS (PPARS™)
(Barak et al., 2002). Bien qu'aucune différence n'ait été observée concernant le nombre
moyen de polypes développés par les souris, I'inactivation de PPARS était associée a un
nombre réduit de polypes de taille supérieure a 2 mm. Ainsi, ce récepteur ne serait pas
indispensable a la formation initiale des polypes mais serait requis plus tardivement pour leur
développement. Un travail récent réalisé sur des cellules cancéreuses coliques humaines
PPARS” ou PPARS™* et traitées avec un agoniste spécifique du récepteur, a révélé que le

récepteur sauvage pourrait induire une suppression de I'apoptose plutdt qu’une stimulation de
la prolifération (Gupta et al., 2004).

Au contraire, Harman et al. (2004) et Reed et al. (2004) ont mis en évidence une
promotion de la tumorogenése chez des souris APCM"/+ PPARS”. Ainsi, le caractére
oncogénique ou non de PPARS reste débattu, d’autant que Orner et al. (2003) et Chen et al.
(2004) n'ont pas observé de surexpression de PPARS dans des polypes coliques de souris
APCM"/+. La technique de microarray a aussi révélé une réduction de I'expression de PPARS
dans des échantillons tumoraux humains par rapport a des tissus intestinaux sains (Notterman
et al., 2001).

Ainsi, in vivo, PPARS n’est pas toujours surexprimé dans les tumeurs et il pourrait méme
étre I'objet d’'une régulation négative (Notterman et al., 2001; Chen et al., 2004; Reed et al.,
2004).

lll.3. Les RARSs et les RXRs: récepteurs activés par la vitamine A

Le signal rétinoide est transduit via deux familles de récepteurs nucléaires appartenant a
la superfamille des récepteurs aux hormones thyroidiennes/stéroidiennes, les RARs et les
RXRs. Chaque famille comprend 3 isotypes codés par des génes distincts : RARa, B, v et
RXRa, B, v. Des épissages alternatifs et des promoteurs différentiels permettent la génération
d’au moins deux isoformes pour chaque isotype (exemples : RARa1 et a2; RARB1, B2, B3, p4 et
p5).
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l1.3.1. Organisation structurale et liaison a ’ADN

Comme la plupart des récepteurs aux hormones, les récepteurs aux rétinoides possédent
une structure modulaire composée des 6 régions comparables a celles des PPARs (Figure
14). La région la plus conservée est celle qui permet la reconnaissance et la liaison a 'ADN
(domaine C). Le domaine de liaison au ligand (région E) contient des sites riches en résidus
sérine qui sont la cible de phosphorylations régulatrices par des protéines kinases A
(Rochette-Egly et al., 1995) ou des MAP kinases (Adachi et al., 2002).

L’acide rétinoique, métabolite actif de la vitamine A, joue un rdle fondamental dans les
processus de croissance et de différenciation a la fois dans les cellules normales et dans les
cellules transformées (Love et Gudas, 1994). Les RARs sont activés par I'acide rétinoique
tout- trans et par lisomére 9-cis tandis que les RXRs sont exclusivement activés par I'acide
rétinoique 9-cis. Ces récepteurs sous la forme d’hétérodiméres (RAR/RXR) ou d’homodiméres
(RXR/RXR) agissent donc comme des facteurs de transcription activés par I'AR en se liant a
des séquences génomiques respectivement RARE pour Retinoic Acid Response Element et
RXRE pour Retinoic X Response Element, localisées dans les régions promotrices de leurs
génes cibles. RARE est un élément de réponse fonctionnel formé par deux copies de la
séquence hexanucléotidique (AGGTCA) séparées par 5 nucléotides (DR5) ou parfois

seulement 1 ou 2 (DR1 et DR2) tandis que RXRE est typiquement un élément de type DR1.

111.3.2. Localisation tissulaire

Les distributions tissulaires des différentes isoformes des RARs et RXRs ont été décrites
par Wan (1993). L’isotype RARa est présent dans la plupart des tissus tandis que I'expression
de RARSJ est restreinte principalement au cerveau et celle de RARy a la peau. Les RXRs sont
largement exprimés dans les tissus : tandis que RXRp est détecté dans tous les tissus, on
retrouve RXRa surtout dans le foie, les reins, la rate et la peau. RXRy est exprimé dans les
muscles et le cerveau.

Cependant, malgré les localisations spécifiques et les variations des taux d’expression

dans les différents tissus, tous les isotypes de RAR et de RXR sont détectés dans la
muqueuse colique (Stewart et Thomas, 1997, Nicke et al., 1999; Fan et al., 2003; Sun, 2004).
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111.3.3. Voies de signalisation activées par les rétinoides

La formation d’hétérodimeres est I'élément clé dans l'action directe des rétinoides sur
'expression de leurs génes cibles. Cependant, il a été établi qu’ils peuvent aussi agir
indirectement sur les mécanismes controlant 'hnoméostasie cellulaire. En effet, les rétinoides
peuvent réguler des voies de signalisation qui interviennent dans les processus de
prolifération, différenciation et apoptose. Parmi ces cibles, on trouve le complexe AP-1
(hétérodimeére fos-jun), les MAP kinases (Erk1/2, p38, JNK) et la voie PI-3K/Akt (Niles, 2004). Ces
voies, activées par des facteurs de croissance et de stress, et associées au processus
tumorogénique, sont altérées par les rétinoides. En particulier, I'activité anti-proliférative des
rétinoides semble médiée, au moins en partie, via la répression d’AP-1. Or, AP-1 régule la
transcription de génes impliqués dans la prolifération cellulaire et la promotion tumorale, et
codant pour des métalloprotéases, pour le facteur angiogénique VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) ou encore pour TGF-B. Ainsi, I'intérét thérapeutique des rétinoides est lié pour

partie a leur capacité a contrecarrer 'action d’AP-1 (Benkoussa et al., 2002).

111.3.4. Génes cibles

Balmer et Blomhoff (2002) ont établi que plus de 500 génes étaient régulés directement
via la présence de RARE ou RXRE dans les séquences régulatrices ou indirectement via la
régulation de voies d’action régulées par I'acide rétinoique. Parmi les génes possédant un
élément de réponse RARE ou RXRE, se trouvent des génes impliqués dans le métabolisme
de la vitamine A (RBP, ADH) ou codant des récepteurs cytoplasmiques (CRBP | et Il, CRABPI et
I) et des récepteurs nucléaires (RARa2, RARB2, RARB4, RARy2, RXRy).

Les effets, directs ou non, des rétinoides s’exercent aussi sur les processus contrélant
’homéostasie cellulaire. En effet, ils régulent négativement des génes impliqués dans la
prolifération (IL-6, c-erbB, Wnt-3A), dans la survie cellulaire (survivine) ou encore dans la
progression tumorale (métalloprotéases, VEGF) et modulent différents génes impliqués dans le

cycle cellulaire (cyclines), 'apoptose (caspases), les relations intercellulaires (cadhérines).

111.3.5. Altérations de I’expression des RARs et cancérogenése

Parce que les récepteurs nucléaires sont les médiateurs des effets des rétinoides sur

I'expression génique, des modifications dans leur expression ou dans leur fonction peuvent
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conduire a des réponses aberrantes des cellules aux rétinoides ainsi qu’a l'altération des
processus homéostasiques et participer alors a la transformation cellulaire.

Quelques mutations du géne codant pour RARa ont été décrites, la plus connue étant la
translocation qui conduit a la fusion du géne RARa avec le géne PLM (Promyelocytic Leukemia
gene) a l'origine de la leucémie promyélocytaire aigué (APL) (He et al., 1999(b)).

De nombreuses observations ont révélé des altérations dans I'expression de RARS in vivo
et in vitro. L’hypoexpression, voire I'extinction de l'expression de RARP a été mise en
évidence dans un grand nombre de tissus tumoraux provenant de poumon (Xu et al., 1997a),
sein (Xu et al., 1997b), estomac (Kim et al., 2001), prostate (Lotan et al., 2000), peau (lssing
et Wustrow, 1996), colon (Xu et al., 2004), téte et cou (Youssef et al., 2004).

L’expression de RARPB dépend du taux cellulaire de rétinoides puisque le promoteur de
son gene contient une séquence régulatrice RARE de type DR5 inductible par les rétinoides.
Ainsi, les tissus dans lesquels le géne RARJ est éteint deviennent résistants aux rétinoides.
Or, des souris transgéniques exprimant un antisens RARB2 développent spontanément des
cancers pulmonaires alors que la transfection de RARB4 augmente la tumorogénicité de
cellules cancéreuses de poumons (Houle et al., 1993; Berard et al., 1996).

Les mécanismes sous-tendants I'extinction (« silencing ») de I'expression du géne codant
pour RARp sont encore largement méconnus méme s’il a été mis en évidence une association
entre 'hnyperméthylation d’une région spécifique du promoteur de RARp et la perte de son
expression (Cote et Momparler, 1997; Soprano et al., 2004). En effet, dans tous les cancers
testés, il a été constaté des modifications dans le degré de méthylation du génome (Feinberg,
20017). Ainsi, 'nyperméthylation locale, au niveau des ilots CpG situés dans les promoteurs
des geénes, semble étre un mécanisme permettant d’inactiver I'expression des génes
suppresseurs de tumeur (Toyota et al., 1999). Récemment, Xu et al. (2004) ont conforté 'idée
que la méthylation aberrante de certains génes dans les tumeurs colorectales était un
mécanisme alternatif a I'inactivation de génes suppresseurs de tumeur par des mutations
somatiques.

L’AR inhibe la croissance de la plupart des cellules sensibles aux rétinoides (parce qu’elles
expriment les RARs donc peuvent répondre a I'administration d’AR) et celle des cellules résistantes
dans lesquelles on induit une surexpression de RARB. L’AR ne semble pas supprimer la
prolifération cellulaire via l'induction de I'apoptose des cellules tumorales mais plutét via un
arrét des cellules en phase G1 du cycle cellulaire (Wu et al., 1997).

Cependant, des travaux montrent que la perte d’expression de RARB ne conduit pas
forcément a une absence de réponse des cellules aux rétinoides ce qui démontre que 'AR
peut agir indépendamment des RAR (Zou et al., 2001). De plus, alors que I'expression des

isoformes 2 et 4 de RARp est gouvernée par un méme promoteur, RARB2 semble agir comme
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un gene suppresseur de tumeur alors que RARB4 fonctionne comme un dominant négatif. En
effet, RARB4 aurait la capacité de supprimer l'action anti-tumorale de RARB2 et des souris
transgéniques exprimant fortement RARPB4 semblent développer spontanément des tumeurs

dans plusieurs tissus (Berard et al., 1994).

111.3.6. Roles des RXRs

L’action de l'acide rétinoique nécessite deux récepteurs nucléaires, RAR et RXR, qui
forment des hétérodiméres RAR/RXR. RXR est aussi le partenaire obligatoire de plusieurs
autres récepteurs nucléaires tels les récepteurs des hormones thyroidiennes (TR), du
récepteur de la vitamine D (VDR), des PPARs ou encore des récepteurs aux oxystérols
(Figure 12). RXR est activable par les réxinoides, parmi lesquels on trouve son ligand naturel,
I'acide rétinoique 9-cis et des ligands synthétiques spécifiques. Cependant, dans le contexte
de la formation d’hétérodiméres avec RAR, TR ou VDR, RXR est incapable de répondre a son
ligand. Ce phénoméne de subordination de RXR pourrait prévenir I'activation simultanée de
plusieurs voies puisque seul le partenaire d’hétérodimérisation de RXR, aprés liaison de son
ligand, induit une réponse cellulaire.

Néanmoins, dans le cas de I'hétérodimére PPAR/RXR, les deux partenaires sont
activables par leurs ligands respectifs. Desreumaux et al. (2007) ont montré que les agonistes
de RXR étaient aussi efficaces que les ligands de PPARy pour atténuer I'inflammation du
célon sur un modéle murin de colite (inflammation d’une partie ou de la totalité du célon). De plus,
I'utilisation combinée des ligands respectifs montre que les récepteurs actifs ont des activités
anti-inflammatoires synergiques. En 1999, Desvergnes et Whali avaient déja constaté que
I'hétérodimére PPAR/RXR était un médiateur important dans I'action de 'acide rétinoique 9-
Cis.

Ouamrane et al. (2003) ont aussi observé que des réxinoides (nom donné aux ligands
spécifiques de RXR) avaient la capacité d’activer des génes cibles de PPARa dans le foie et les
reins de souris PPARa”. En effet, RXR s’avére apte a former des homodiméres capables de
se lier au domaine PPRE et ainsi a transactiver les génes cibles des PPARs (lJpenberg et al.,
2004). De plus, 'nomodimére peut recruter par exemple le co-activateur de transcription
SRC1 alors que I'hétérodimére PPAR/RXR en est incapable. Ainsi, le recrutement de co-
activateurs spécifiques par un récepteur donné pourrait conduire a la formation de complexes
de transcription spécifiques et alors induire l'activation de cascades différentes de
signalisation. Ainsi, la recherche et la sélection de ligands des récepteurs nucléaires doit tenir

compte du fait que I'effet modulateur d’'un ligand sur un récepteur nucléaire donné implique le
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recrutement de co-activateurs spécifiques. Ces données mettent encore en exergue le réle
central de I'acide rétinoique 9-cis et de RXR dans la régulation d’'une large variété de génes.

Il existe peu de données concernant une potentielle implication de RXR dans le processus
de cancérogenése. Cependant, Tanaka et al. (2004) ont observé que la résistance aux
rétinoides observée sur des cellules cancéreuses mammaires humaines, était la conséquence
d'une localisation altérée de RXRa. En effet, une surexpression nucléaire ciblée grace a
I'utilisation d’'un adénovirus rétablit I'effet des agonistes de RXR et conduit a I'entrée des
cellules en apoptose. Deux publications majeures ont aussi permis de constater le réle
déterminant de RXR dans la protection vis-a-vis du CCR. La premiére indique que RXR
interagit avec la Bcaténine, protéine oncogénique majeure, et favorise sa dégradation (Xiao et
al., 2003). La seconde révéle que ce récepteur est un médiateur important de I'effet protecteur
de certains acides gras polyinsaturés n-3 sur les colonocytes (Fan et al., 2003). En effet, alors
que structurellement différent de I'acide rétinoique 9-cis, le DHA (22:6) peut agir comme un
agoniste de RXR. PPARy est, par contre, indifféeremment activé par les acides gras
polyinsaturés n-3 et n-6. Ainsi, le DHA peut influencer chacun des partenaires
d’hétérodimérisation et ses effets propres sur les colonocytes sont la conséquence de sa

capacité a activer RXR.
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IV. Biomarqueurs du processus de la

cancérogenese colique

La recherche de biomarqueurs a principalement pour objectif d’évaluer le risque de
développement du CCR chez un individu et dans une population ou d’identifier des
modulateurs du processus de cancérogenése. Pour la recherche dans le domaine
alimentation et cancer, l'intérét des biomarqueurs est de pouvoir identifier des facteurs
alimentaires actifs (délétéres ou protecteurs) et de comprendre la maniére dont ils agissent.
L’analyse des cryptes aberrantes auxquelles nous avons choisies de nous intéresser, est un
bon biomarqueur précoce en cancérogenése colique. D’autres biomarqueurs, comme la
cyclooxygénase-2 et la pcaténine, présentent un intérét supplémentaire parce qu’ils

entretiennent des relations avec les récepteurs nucléaires.

IV.1. Les cryptes aberrantes

Les cryptes aberrantes (CA), reconnues comme des Iésions prénéoplasiques coliques, ont
été mises en évidence et étudiées au cours du processus de cancérogenése colique induite
chez I'animal (Bird, 1987 ; Pretlow et al., 1992; Bird et Good, 2000) et dans la muqueuse
colique de patients atteints de CCR (Takayama et al., 1998).

Les cellules épithéliales qui composent les CA ont un caractére hyperplasique, et des
activités biochimiques perturbées (diminution de I'activité hexosaminidase, perturbation dans la
sécrétion des mucines) (Pretlow et Pretlow, 1988 ; McLellan et al., 1991; Caderni et al., 1995).
De plus, les cellules appartenant aux CA expriment des mutations dans les génes k-Ras et c-
fos impliqués dans le processus de tumorisation colique (Kinzler et Vogelstein, 1996,
Takayama et al., 2001). Plus rarement, les cellules des cryptes aberrantes peuvent également
présenter des mutations du géne CTNNB1 codant pour la Bcaténine (Suzui et al., 1999).
Enfin, au cours de I'étape de promotion, les CA peuvent se multiplier par un mécanisme de
fission et donner naissance a des foyers de plusieurs cryptes aberrantes (FCA) (Fujimitsu et
al., 1996). Les FCA se développent au cours du temps et les FCA dysplasiques peuvent
donner naissance a des adénomes puis des adénocarcinomes (Bird, 1995 ; Takayama et al.,
20071).

Ces modifications des cellules épithéliales vont permettre de localiser des cryptes coliques
de morphologie caractéristique : par rapport aux cryptes normales, les CA se présentent sous

forme d’agrégats, avec une zone péricryptale plus importante, une légere surélévation par
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rapport au niveau de la muqueuse et une ouverture luminale allongée par rapport a 'ouverture
ronde des cryptes normales (Figure 15).

Récemment, il a été distingué d’autres types de Iésions qui seraient plus prédictives des
tumeurs que les FCA. Yamada et al. (2000) ont différencié les cryptes anormales ressemblant
aux CA et ne présentant pas de mutation dans CTNNB, par rapport a des cryptes nommées
BCAC (pour BCatenin Accumulated Crypts), présentant des mutations dans CTNNB1 et une
accumulation cytosolique et nucléaire de la Bcaténine. Caderni et al. (2003) ont révélé que
l'identification et la numération des MDF (pour Mucine Depleted Foci) dans lesquels la
production de mucines est trés insuffisante voire nulle, permettaient une meilleure prédiction
de I'effet modulateur de synbiotiques. Les BCAC et les MDF pourraient correspondre aux FCA
dysplasiques précurseurs des CCR. Cependant, ces marqueurs ne sont pas, pour l'instant,
applicables a 'Homme puisque l'identification des BCAC requiert une analyse histologique
poussée et la révélation des MDF nécessite I'utilisation d’'un colorant toxique.

Les FCA, rapidement induits par un traitement chimique cancérogéne et classiquement
révélés par une coloration au bleu de méthyléne, restent les plus populaires pour les études
expérimentales plus courtes et moins colteuses que des études d'intervention chez 'Homme,
permettant un controle maximum des paramétres influengant la cancérogenése (Corpet,
1996).

Figure 15. Photographie de FCA colique
(Coloration au bleu de méthyléne; G : xX40)

IV.2. La cyclooxygénase-2

Les cyclooxygénases (COXs) sont des glycoprotéines membranaires qui catalysent I'étape
initiale dans la biosynthése des prostaglandines (PGs) a partir de I'acide arachidonique
(DuBais et al., 1998(b)). Deux isoformes, COX-1 et COX-2, codées par des génes distincts,
participent a la formation d’'une grande variété d’éicosanoides tels que les PGs D,, E,, |5, Fo,

et le tromboxane (Figures 9 et 16).
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COX-1 est exprimée dans la plupart des tissus et ce, de maniére constitutive, tandis que
I'expression du géne codant COX-2 est induite par de nombreux stimuli tels les mitogénes, les

cytokines, les facteurs de croissance ou encore des promoteurs de tumeur (Eschwege et al.,
2001).
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Figure 16. Implication des COXs dans le métabolisme des acides gras
(d’aprés Gupta et DuBois, 2001)

Abréviations : COX : cyclooxygénase; COXIB : inhibiteur spécifique de COX-2; NSAID : anti-

inflammatoires non stéroidiens; PG : prostaglandine; PLA; : phospholipase 2; TX : thromboxane.
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Tandis que l'action de COX-1 semble principalement liée a la production de PGs dans le
cadre du processus inflammatoire, de nombreuses publications réveélent des fonctions

additionnelles de COX-2 et son implication dans le processus de cancérogenése colique.

IV.2.1. COX-2 : cible de I’action anti-tumorale

Chez 'Homme et chez I'animal, il a pu étre observé une surexpression de COX-2 dans les
tumeurs colorectales alors que le tissu sain n’exprime que peu ou pas cette isoforme
(Kutchera et al., 1996). De plus, des études cliniques et des études expérimentales ont mis en
évidence une réduction significative du nombre de tumeurs colorectales lors de
ladministration d’inhibiteurs des cyclooxygénases tels que [laspirine et autres anti-
inflammatoires non stéroidiens (NSAIDs) (Thun et al., 1993; Smalley et DuBois, 1997; Williams
et al, 1997). Oshima et al. (1996) a mis en évidence une réduction dramatique du nombre et
de la taille des polypes intestinaux chez des souris APC*""® (modéle génétique de la Polypose
Adénomateuse Familiale humaine) pour lesquelles le géne COX-2 a été muté. De plus, COX-2
n'est pas détectée dans les petits polypes (dont la taille est inférieure @ 2mm) suggérant
limplication de COX-2 non dans [linitiation mais dans I'étape de promotion de la
tumorogenése colorectale.

La surproduction subséquente de PGs est considérée comme un événement critique
impligué dans la médiation des effets promoteurs des facteurs de croissance et des
oncogénes (Coffey et al., 1997). Elle est aussi associée a des effets tels I'inhibition de
'apoptose et la stimulation de la prolifération cellulaire. Les PGs semblent exercer un effet
anti-proliférateur sur les lymphocytes avec pour conséquence l|'apparition d’'une immuno-
suppression locale associée a une réduction de l'activation des natural killers (Kojima et al.,
20071).

Ainsi, la surexpression de COX-2 et la surproduction de PGs conduisent a modifier le
comportement des tumeurs cancéreuses en induisant un échappement vis-a-vis du systéme
immunitaire mais aussi en favorisant le potentiel métastatique (Tsujii et al, 1997) et la
néovascularisation (Cianchi et al., 2007).

L’emploi de drogues, sans les effets indésirables des NSAIDs et capables d’inhiber
spécifiquement COX-2 (COXIBs, inhibiteurs spécifiques de COX-2), peut permettre de s’opposer

au développement tumoral via l'inhibition de I'activité de cette enzyme.
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IV.2.2. COX-2 et alimentation

Dans le contexte de l'influence de I'alimentation sur le risque de cancer colique, COX-2
apparait comme I'un des médiateurs participant aux voies d’action des nutriments. Des AGPIs
de la série n-3 comme I'EPA (20:5) et le DHA (22:6) ont la capacité d’inhiber COX-2. En effet,
les travaux de Singh et al. (1997) sur des rats F344 ont montré que la surexpression de COX-
2 observée aprés initiation par 'azoxyméthane (AOM) était potentialisée par I'utilisation d’un
régime riche en AGPIs de la série n-6 (huile de mais) mais fortement diminuée par des AGPIs
de la série n-3 (huile de poisson). Un travail récent a aussi démontré que des PGs pouvaient
moduler I'activité de COX-2 (Bagga et al., 2003). Si 'acide arachidonique (AA) est le substrat
préférentiel de COX-2, 'EPA et le DHA peuvent entrer en compétition avec I'AA. Dans ce
cadre-la, la production de PGE, sera défavorisée au profit de celle de PGE; (Figure 9). Or, si
PGE, favorise la surexpression de COX-2 via un feedback positif, PGE; exerce un rétro-
controle négatif sur COX-2. Ainsi, quand PGE, favorise sa propre production, PGE; atténue
'induction de COX-2 et donc la production de PGE,.

Outre ce mécanisme, il a été observé, dans le cadre d’'une restriction de la prise
alimentaire, une expression réduite de COX-2 associée a un nombre faible de cryptes
aberrantes chez des animaux obéses, chimio-initiés pour la cancérogenése colique (Raju et
Bird, 2003).

Ainsi, un des mécanismes sous-tendant I'action de l'alimentation sur les événements
précoces de la cancérogenése colique, pourrait impliquer COX-2 et sa régulation par les AGs
alimentaires.

L’ensemble des données est en accord avec les interventions nutritionnelles visant a

restreindre les prises alimentaires et a en améliorer leur qualité.

IV.2.3. COX-2 et PPARs

Certains AGPIs sont capables d’activer PPARy et peuvent aussi agir directement sur leur
propre métabolisme en modulant I'expression de COX-2 qui participe a la production des PGs.
Certaines PGs, et leurs dérivés comme la 15-deoxy-A">"* PGJ, (Forman et al., 1995) sont
capables de lier PPARy et peuvent exercer un contréle sur 'activité de COX-2 (Chinery et al.,
1999).

Les NSAIDs conventionnels, qui inhibent indifféremment I'une ou l'autre des COXs,
peuvent lier PPARy (Nixon et al., 2003). En 1999, I'équipe de Prescott a mis en évidence que
les effets des acides gras, des PGs et des NSAIDs sur la région régulatrice du gene COX-2

humain se faisait par l'intermédiaire de la séquence PPRE (Meade et al, 1999). Ceci
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suggérait que PPARy est un régulateur potentiel du géne codant COX-2. Cependant, a la
méme période, Staels et al. (1998) démontraient I'intervention d’'un mécanisme indirect et
indépendant de la présence de PPRE. Il n'est donc pas invraisemblable que les 2
mécanismes coexistent. Cependant, Lefebvre et al. (1998) n’ont observé aucune
augmentation d’expression de COX-2 24h aprés le traitement par un ligand spécifique de
PPARy sur les cellules cancéreuses coliques humaines HT-29 alors qu’une inhibition de
I'expression de COX-2, ainsi qu'une diminution de la production de PGE,, sont observables
48h aprés le traitement, (Yang et Frucht, 2001). Ce travail met en évidence une action
indirecte de PPARYy sur I'expression de COX-2 et semble réfuter la présence d’élément de
réponse PPRE dans le promoteur du géne codant COX-2 (Figure 17). De plus, il semble que
PPARy puisse inhiber dramatiquement la liaison de NF-xB avec I'ADN (Chen et al, 2003). Or
NF-«xB est un facteur de transcription impliqué dans la régulation positive de la transcription de
COX-2 (Shishodia et Aggarwal, 2004). PPARy s’opposerait donc a I'expression de COX-2 via
l'inhibition de NF-«B.

PPARS AP-1 RAR
o L
PPARy —— l \

622222

-223/-214 -132/-124 -59/-53 COX-2
éléments de TATA
réponse : NF-kB NF-IL6 CRE

—  activation
—— inhibition

Figure 17. Régulation présumée de la transcription du géne codant COX-2 par
PPAR et RAR dans les cellules coliques

Abréviations : AP-1: Activator protein complex-1; ARN pol: ARN polymérase; CRE : Cyclic AMP

response element; CBP : CREB (Cyclic AMP response element binding protein) binding protein; NF :
nuclear factor; TBP : TATA box binding protein; TFIIB : transcription factor 11B.
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L’'implication de PPARy comme régulateur de I'expression de COX-2 est donc établie
méme si elle fait toujours I'objet de travaux qui cherchent a en élucider les mécanismes (Inoue
et al., 2000; Li et al., 2003). Comprendre les relations entre PPARy et COX-2 présente un
intérét certain dans la prévention ou le traitement curatif visant a agir sur différentes voies de
signalisation via une activation de PPARy et une inhibition de COX-2.

Il semble que PPARGS exerce aussi une régulation indirecte de la transcription du géne
codant pour COX-2 dans les cellules cancéreuses de foie. En effet, tout comme PPARY, son
action s’établit via la modulation de NF-kB. Cependant, contrairement a PPARY, il s’agit d’'une
potentialisation de I'activité de ce facteur de transcription par PPARS (Glinghammar et al.,
2003). Inversement, COX-2 est capable d’activer PPARS : directement, en fournissant des

ligands tels PGl, et PGE, et indirectement, en activant la cascade de PI3K-Akt (Wang et al.,
2004(a)) (Figure 20).

IV.2.4. COX-2, RARs et rétinoides

Les mécanismes d’action par lesquels les rétinoides régulent la croissance cellulaire et la
différenciation, et suppriment I'apoptose, sont mal connus. Ainsi, différents travaux ont
recherché une régulation éventuelle de l'expression ou de l'activité¢ de COX-2 par les
rétinoides. L’acide rétinoique 9-cis et le fenrétinide (rétinoide synthétique) se sont révélés
capables d’inhiber la croissance, respectivement, de cellules cancéreuses de peau et de
cellules cancéreuses de colon, en réduisant I'expression de COX-2 (Kanekura et al., 2000;
Merritt et al., 2007). L’altération de I'activité de COX-2 induit la diminution de la biosynthése de
PGs impliquées dans la stimulation de la prolifération cellulaire. Les données récentes issues
d’'une étude réalisée in vitro sur des macrophages et des lymphocytes suggérent aussi que les
rétinoides agissent comme des agents anti-inflammatoires via I'inhibition de COX-2 (Kim et
al., 2004).

La suppression de l'expression de COX-2 par l'acide rétinoique dans les cellules
cancéreuses nécessite I'induction de RARP (Li et al., 2002). Cependant, il ne semble pas
s’agir d’'une régulation directe puisque le promoteur du géne codant pour COX-2 ne contient
pas la séquence consensus RARE. L’acide rétinoique peut moduler la transcription de géne
indirectement, via la régulation négative de I'hétérodimére c-fos/c-Jun (AP-1) (DiSepio et
al.,1999; Wu et al., 2002). S’il n'existe pas d’élément de réponse spécifique de AP-1 (TRE,
TPA responsive element) dans le promoteur du géne codant COX-2, il semble plausible que AP-
1 se fixe sur CRE (Cyclic AMP Response Element), élément de réponse au facteur de

transcription CREB. Ainsi, les travaux de Subbaramaiah et al. (2002) rapportent que 'ATRA
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empéche la transcription de COX-2 en altérant la fixation de AP-1 sur CRE et en diminuant la
biodisponibilit¢é des co-activateurs de transcription, CBP et p300, une histone acétyl

transférase (Figure 17).

IV.3. La Bcaténine

Plus de 90% des cancers colorectaux (CCRs) présentent des mutations activatrices de la
voie canonique de signalisation Wnt (Figure 18). Les altérations génétiques de cette voie sont
déja présentes précocément dans les Iésions pré-malignes comme les foyers de cryptes
aberrantes et les petits polypes (Powell et al., 1992). Le géne suppresseur de tumeur APC est
muté dans plus de 80% des CCRs. Il s’agit, dans la majorité des cas, d’'une délétion
monoallélique qui favorise la mutation ou la perte du second alléle et se traduit par la
présence d’un produit APC tronqué qui pourrait se comporter comme un dominant négatif en
présence de la protéine sauvage (Dihlmann et al., 1999). Des mutations dans le géne
CTNNB1 codant pour la Bcaténine, sont retrouvées dans 10% des cas de CCRs ne
présentant pas de mutations sur APC. Des mutations inactivatrices dans le géne codant pour

I'axine ont aussi été observées dans certaines tumeurs colorectales (Jin et al., 2003).

IV.3.1. Voie de signalisation classique de Wnt

IV.3.1.1. Description (pour revue Giles et al., 2003)

La voie classique contréle une cascade d’événements régulant la pcaténine tandis qu’une
voie dite ‘non canonique’ transduit le signal Wnt via des voies de signalisation incluant
I'activation de c-jun N-terminal kinase (JNK) ou la libération du Ca?* (Kuhl et al., 2001).

La voie canonique contrdle I'expression d’un pool de génes principalement impliqués dans
le déterminisme cellulaire et la prolifération. Cette voie, impliquée dés I'embryogenése,
participe aussi aux différents stades du développement chez de nhombreux organismes allant
du nématode a 'Homme.

Cette voie de signalisation est initiée par la fixation de glycoprotéines sécrétées, nommées
Whnt (au moins 19 membres reconnus) a un récepteur a 7 domaines transmembranaires nommé
Frizzled (Fz). C’est la formation d’'un complexe ternaire comprenant Wnt, Fz et une protéine
LRP (Low-density lipoprotein Receptor-related Protein) qui va permettre la transduction du signal
dans la cellule. Par un mécanisme encore inconnu, ce complexe va induire I'hyper-

phosphorylation de la protéine Dishevelled (Dsh) qui inhibe alors l'activité de la glycogéne
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synthase kinase-3p (GSK-3B). Cette derniére est alors incapable de phosphoryler la Bcaténine
qui va s’accumuler dans le cytosol. Elle est ensuite rapidement transloquée dans le noyau.
Elle peut s’associer avec un membre de la famille des facteurs de transcription T-Cell
transcription Factor/Lymphoid Enhancing Factor (TCF/LEF) pour former un hétérodimére

indispensable a la modulation de la transcription de ses génes cibles (Figure 18b).

Figure 18. Voie canonique de signalisation de Wnt (d’aprés Fodde et al, 2007)

a : dégradation de la Bcaténine cytosolique en I'absence du ligand Wnt
b : translocation de la Bcaténine dans le noyau et induction de la transcription des génes cibles

Abréviations : APC : adenomatous polyposis coli; a/p-cat : a/Bcaténine; GBP : inhibiteur de GSK3p;
GSK : glycogene synthase kinase; Groucho : co-represseur; LRP : low-density lipoprotein receptor-
related protein; TCF : T-cell transcription factor; SCF : complexe SKP/Cullin/F-Box responsable de
I'ubiquitinylation; B-TrCP : protein F-Box appartenant au complexe SCF.

En I'absence de signal Wnt, on retrouve la Bcaténine a la fois associée a la cadhérine E,
au niveau des membranes ou elle assume une deuxiéme fonction dans les jonctions
intercellulaires (Moon et al., 2002) et libre dans le cytosol ou elle est rapidement phosphorylée
(Figure 18a). En effet, si la voie de Wnt est inactive, I'inhibition exercée par Dsh sur GSK-3p
. est levée et il se forme alors un complexe de dégradation de la Bcaténine qui comprend GSK-

3B, APC et Axine. Ces 2 derniers éléments sont phosphorylés par GSK-3p et vont favoriser la
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phosphorylation spécifique de la Pcaténine par cette kinase au niveau des résidus
sérine/thréonine 41, 37 et 33 (Figure 19). La phosphorylation des deux derniers résidus est le

signal pour I'ubiquitinylation de la Bcaténine et sa dégradation par le protéasome.

Dormpine M-tesminal Domaine cantral Cemaine C-temminal

rapsiditiorns Armadillo

(a)

{c) DRKAAVSHWOQOSYLDSG HSGATTTAPSLSG PCat’

Figure 19. Représentation schématique de la Bcaténine (d’aprées Megy et al., 2005)
a : structure tridimentionnelle de la région de répétitions Armadillo de la Bcaténine; cette région est
constituée de 12 copies d’'un motif contenant 42 acides aminés; la structure des domaines N- et C-
terminaux restent inconnus
b : structure primaire de la protéine

c : région de 32 acides aminés contenant la séquence consensus DSGXXS qui contient les sites de
phosphorylation

En résumé, le signal Wnt conduit a stabiliser la caténine tandis que son absence favorise
la dégradation de cette derniére. De part sa fonction dans les jonctions adhérentes, la
Bcaténine favorise les communications intercellulaires tandis qu’elle va moduler I'expression

de génes cibles, en association avec TCF/LEF lorsqu’elle se trouve dans le noyau.

IV.3.1.2. Génes cibles

Un nombre considérable de génes cibles de la voie canonique de signalisation Wnt joue
un role dans le développement et dans le processus tumorogénique (Wong et Pignatelli, 2002;
Lustig et Behrens, 2003). Nous nous attacherons a citer ceux qui participent au
développement du cancer.

56



Chapitre I : Données Bibliographiques

- Genes impliqués dans la prolifération et la survie cellulaire :

Des proto-oncogénes, tels c-myc, c-jun, fra-1 sont directement régulés par I'hétérodimére
Bcaténine/TCF/LEF. Via l'induction de I'expression de ces génes mais aussi des genes codant
pour la cycline D1 (activateur des kinases dépendantes des cyclines) et la gastrine, Wnt favorise la
progression des cellules dans le cycle cellulaire. Wnt va parallélement induire I'expression du

gene anti-apoptotique survivine.

- Génes impliqués dans la croissance tumorale :
Cette voie va aussi favoriser la croissance tumorale en induisant I'expression de la
gastrine ou encore la croissance vasculaire en régulant I'expression du facteur pro-

angiogénique VEGF.

- Génes impliqués dans la progression tumorale :
Wnt régule positivement I'expression des génes codant pour des protéases telles la
matrilysine/MMP7, MMP-26 et uPAR qui dégradent la matrice extracellulaire favorisant

'invasion et la progression tumorale.

- Autres génes :
La Bcaténine semble participer a la régulation, probablement indirecte, des génes codant
pour COX-2 et PPARGS. Les données bibliographiques restent divergentes concernant la

régulation dont PPARGS fait I'objet.

IV.3.1.3. Altération de la voie canonique de Wnt au cours de la cancérogenése
colique

Il nexiste a ce jour aucune preuve de limplication des voies de signalisation non
canoniques dans la tumorogenése colique. Seules des mutations dans la voie classique ont
été identifiées au cours de ce processus. Des mutations inactivatrices dans le géne APC, le
géne Axine ou des mutations activatrices dans le géne codant la Bcaténine, conduisent a une
activation constitutive de la voie de Wnt et par conséquent a une transcription constitutive des
génes qu’elle régule.

De plus, parce que la localisation de la Bcaténine est intimement liée a sa fonction, la
présence de grandes quantités de pBcaténine dans le noyau des cellules coliques est

positivement corrélée a un mauvais pronostic clinique.
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IV.3.2. Bcaténine et alimentation

A ce jour, aucun lien direct entre I'alimentation, sa qualité et sa quantité, et la pcaténine
n’a été établi. Cependant, parce que la Bcaténine peut étre utilisée comme un marqueur de la
cancérogenése colique, sa localisation et sa quantification sont souvent établies dans I'étude

de la modulation de la cancérogenése par des régimes alimentaires (Mutanen et al., 2000;
Schmelz et al., 2001; Jaszewski et al., 2004).

IV.3.3. Bcaténine et PPARs

Dans le tissu adipeux, PPARYy est impliqué dans le processus de différenciation des pré-
adipocytes en adipocytes matures (adipogenése). Moldes et al. (2003) ont montré que la
différenciation médiée par PPARYy était associée a une diminution du taux de Bcaténine dans
ce tissu. Ainsi, PPARy s’oppose a linhibition de I'adipogenése médiée par la voie de
signalisation Wnt (Ress et al, 2000). L'antagonisme apparent de ces deux voies de
signalisation suggére une régulation de la Bcaténine par PPARy. Un traitement par un
agoniste de PPARYy a des souris génétiquement obéses (db/db) a permis de déterminer que le
géne CTNNB1 codant pour la Bcaténine était probablement un géne cible de PPARYy dans le
tissu adipeux. En effet, Gerhold et al. (2002) ont observé une diminution de I'expression de
CTNNB1 consécutive a l'utilisation de TZDs, agonistes de PPARY.

Puisque PPARYy est capable d’altérer la croissance de nombreuses cellules tumorales,
'hypothése d’'un mécanisme d’action comparable a celui observé dans le tissu adipeux a été
envisagée. Cependant, aucun élément de réponse aux PPARs n’a encore été mis en
évidence dans le promoteur du géne CTNNB1. De plus, il n'est pas exclu que PPARy
intervienne dans la régulation post-traductionnelle de la Bcaténine. En effet, I'activation de
PPARy dans des cellules cancéreuses pancréatiques a conduit & augmenter I'expression de la
cadhérine E et ainsi a favoriser la translocation de la Bcaténine cytosolique vers les
membranes (Ohta et al., 2002). De plus, la régulation de la Bcaténine par PPARy dans les
hépatocytes semble indépendante de celle exercée par le complexe GSK-3B-APC-Axine
puisque PPARYy affecte le taux de Pcaténine de maniére équivalente lorsque ce complexe
n’est plus fonctionnel. Ceci est confirmé par le fait que PPARy ne modifie pas I'état de
phosphorylation de la Bcaténine (Sharma et al., 2004). Pourtant il a pu étre observé que
PPARYy pouvait prévenir la migration des cellules endothéliales induite par VEGF (phénoméne

impliqué dans la néovascularisation) en altérant la régulation de la protéine Akt et des MAP
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kinases qui inhibent la GSK-3p (Goetze et al., 2002). Les travaux de Girnun et al. (2002)
confirment que PPARYy affecte le taux de Bcaténine dans les cellules épithéliales coliques et
réduit ainsi leur sensibilité vis-a-vis de cancérogénes chimiques.

Dans ce tissu, I'action de PPARy est dépendante de la fonctionnalité de APC (Girnun et
al., 2002). Or, comme PPARyrégule la Bcaténine, cette derniére pourrait participer a la
régulation des génes cibles contrélés par PPARy et ainsi participer a sa propre régulation. En
effet, un travail récent révele que la surexpression de la Bcaténine induit une surexpression de
PPARy et établit clairement qu’elle favorise la transactivation des génes cibles de PPARy
(Jansson et al., 2005).

Le géne codant pour PPARGS pourrait subir une régulation positive par la pcaténine.
Cependant, a ce jour, non seulement la régulation transcriptionnelle de PPARS reste mal

comprise mais les mécanismes d’action de cette isoforme sont inconnus.

IV.3.4. Bcaténine, RARs, RXRs et rétinoides

Les rétinoides contribuent a moduler la prolifération des cellules coliques. Tout comme
pour PPARY, un mécanisme d’action potentiel pourrait consister a s’opposer a la prolifération
stimulée par la voie de Wnt. Byers et al. (1996) ont montré que I'effet différenciateur de I'acide
9-cis rétinoique sur des cellules cancéreuses mammaires était associé a une augmentation de
'adhésion intercellulaire ainsi qu’a une stabilisation de la Bcaténine. Les deux phénoménes
sont probablement liés puisqu’'une augmentation concomitante de la translocation de la
Bcaténine vers la membrane a été observée. Le complexe cadhérine E-Bcaténine, également
activé par l'acide rétinoique tout-trans, joue un rdle fondamental dans la communication
intercellulaire au sein des jonctions adhérentes et permet de prévenir le processus invasif
(Vermeulen et al., 1995).

Easwaran et al. (1999) n’excluent pas la possibilité que les rétinoides puissent aussi
prévenir, via I'activation des RARSs, la transcription induite par la pcaténine. En effet, dans des
cellules coliques, RAR est capable de prévenir I'hétérodimérisation de la Bcaténine en
séquestrant ses co-facteurs de transcription, TCF/LEF. Ces observations sont en accord avec
la répression de la transcription induite par la Bcaténine, du géne codant pour la cycline D1
par I'acide rétinoique (Shah et al., 2002). RAR peut aussi trans-réprimer la transcription des
génes cibles de la Bcaténine en créant une compétition pour un co-activateur de transcription
commun, p300 (Shah et al., 2003). Il est aussi plausible que, via un mécanisme comparable,

la Bcaténine puisse s’opposer a la transcription des génes cibles de RAR.
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Par ailleurs, il existe une autre voie, initiée par RXR, qui régule le taux de Bcaténine. En
effet, Xiao et al. (2003) ont mis en évidence la capacité de RXR a déclencher la dégradation
de la Bcaténine indépendamment de I'activité d’APC.

De fagon surprenante, Mollersen et al. (2004) ont récemment observé un effet stimulateur
de l'acide rétinoique sur la formation de tumeurs chez des souris Min/+. Ce résultat révéle
que, tout comme pour PPARYy, l'altération de I'activité de la Bcaténine par RAR pourrait étre
influencée par le statut du gene APC. De plus, si 'on n’exclut pas la possibilité pour I'acide
rétinoique de favoriser la dégradation de la Bcaténine par le complexe APC-GSK-3B3-Axine, ce
mécanisme devient stérile lorsque APC est muté. Il a été aussi récemment évoqué la
participation de APC dans le contréle de la biosynthése de I'acide rétinoique. En effet, APC
régule I'expression de la rétinol déshydrogénase L (RDHL) dans les cellules épithéliales
coliques. Ainsi, I'inactivation de APC pourrait altérer la biosynthése de I'acide rétinoique et ce

mécanisme pourrait aussi participer au développement tumoral (Jette et al., 2004).

IV.4. Bcaténine et COX-2

L’existence de relations entre ces deux protéines est établie depuis qu’il a été montré la
régulation de I'expression de COX-2 par la Bcaténine (Oshima et al., 1996; Prescott et White,
1996; Mei et al., 1999). L utilisation de cellules HT-29 APC™”", qui surexpriment COX-2, révéle
que l'introduction de la protéine APC sauvage conduit a une diminution du taux de protéine
COX-2, sans maodifier la transcription du géne, et rend les cellules sensibles a I'apoptose. Ces
résultats suggérent que APC pourrait limiter la traduction des ARNm COX-2 (Hsi et al., 1999).
Dans des lignées de cellules cancéreuses mammaires, il a cependant été observé une
augmentation des ARNm et du taux de COX-2 consécutive a la surexpression de la Bcaténine
(Howe et al, 1999). Or, chez 'Homme, si le promoteur du géne COX-2 contient des sites
potentiels de liaison de TCF, il n’a pas encore été observé d’activation de génes rapporteurs
suite a la surexpression de la Bcaténine. Il est possible que les relations entre COX-2 et
Bcaténine soient indirectes, via un intermédiaire non encore identifié.

Certains NSAIDs et COXIBs sont capables d’induire une augmentation des ARNm APC
(Kishimoto et al., 2000) et de favoriser ainsi la phosphorylation inactivante de la Bcaténine
(Boon et al., 2004). lls peuvent aussi limiter 'accumulation nucléaire de la Bcaténine dans les
tumeurs d’animaux chimio-induits pour la cancérogenése colique (Brown et al., 2001), dans
des lignées de cellules cancéreuses coliques humaines (Smith et al., 2000; Haweroft et al.,

2002; Gardner et al., 2004) ainsi qu'au niveau d’adénomes de patients atteints de la FAP
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(Boon et al., 2004). Ainsi, il ne peut étre exclu que l'inhibition de COX-2 puisse se faire
indirectement, via la modulation de la voie de Wnt.

PPARS est une cible commune des voies de Wnt et de la cyclooxygénase-2 puisque la
Bcaténine pourrait induire la transcription de son géne et I'activité COX-2 lui assure la
disponibilité de ligands (Figure 20). Ainsi, la production et [I'utilisation d’antagonistes de
PPARS pourraient participer au traitement du cancer colorectal (Wang et al., 2004b) sous
réserve de clarifications concernant sa régulation et sa fonction. En effet, 'accumulation de
données divergentes concernant la régulation et I'action cellulaire de PPARS (Reed et al.,
2004) s'oppose actuellement a [l'utilisation de ce récepteur comme candidat pour des

interventions thérapeutiques ou préventives.
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Figure 20. PPARGS incarne un point de convergence entre les voies de signalisation
de Wnt et de la COX-2 (d'apres Wang et al., 2004b)

Abréviations : AA : acide arachidonique; Akt : proteine kinase B; APC : adenomatous polyposis coli;
o/p-cat : a/Bcaténine; COX-2 : cyclooxygénase-2; EP : récepteur des prostaglandines; GSK : glycogéne
synthase kinase; NSAID: anti-inflammatoires non stéroidiens; PG : prostaglandine; PI3K:
phosphoinositide-3 kinase; PPAR : récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes; TCF : T-cell
transcription factor.
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Objectif de la These

Les étres vivants sont en constante interaction avec leur environnement. Les nutriments

sont capables de moduler I'expression de génes spécifiques non seulement impliqués dans

leur propre métabolisme mais aussi dans le contrble de la croissance et de la mort cellulaire.

Des dérégulations de ce processus pourrait étre a l'origine de certaines pathologies comme

'obésité et le cancer. Cependant, le caractére initialement adaptatif d’un tel processus pourrait

également dans I'avenir étre utilisé dans un but thérapeutique.

Les mécanismes moléculaires sous-tendant les effets modulateurs des nutriments sur

l'incidence du cancer colorectal sont mal connus. Cependant un mécanisme majeur par lequel

les nutriments et les comportements alimentaires peuvent agir directement sur le contréle de

génes est la régulation de I'expression et de I'activation de récepteurs nucléaires (Figure 21).

Les données présentées dans le premier chapitre de ce manuscrit établissent clairement

I'implication de ces protéines dans la cancérogenése colorectale.

L
Retinoids....... A
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Vitamin D-3 — .-"_ L
Growth - | |
: 4 N |
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Giene Diff i e
Expression Mitcrentiation - (i
Estrogen E
s
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Energy E
Restriction " |
|
5

Figure 21. Diagramme schématique de I'interaction de plusieurs nutriments via

I’activation de récepteurs nucléaires (d’apres Belury, 1999)

Abréviations : SHR : steroid hormone receptor.
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Les données bibliographiques présentées dans le Chapitre | révélent I'implication forte
des acides gras et des rétinoides non seulement dans la modulation du risque de CCR mais
plus strictement sur les récepteurs PPARs, RXRs et RARs qui sont les médiateurs majeurs de
leurs actions. Ainsi, ces facteurs de transcription pourraient intervenir directement dans la
relation Alimentation-Cancer.

La premiére de nos hypothéses de travail suggére qu’un apport alimentaire excessif en
acides gras pourrait affecter I'expression des récepteurs nucléaires activés par les nutriments
contribuant alors a la promotion de la cancérogenése colique. De la méme maniére, la
consommation de rétinoides, modulant I'expression des récepteurs de I'acide rétinoique,
pourrait participer a la prévention nutritionnelle vis-a-vis du CCR.

Dans l'effet délétére d’'un apport énergétique excessif, sont incriminés a la fois la qualité et
la quantité des acides gras. Ainsi, dans I'objectif d’éprouver nos hypothéses de travail, nous
avons mis en ceuvre deux approches expérimentales, 'une basée sur l'utilisation d’'un régime
hyperlipidique riche en un acide gras poly-insaturé n-6, l'autre sur celle d’'un régime trés
déséquilibré, inducteur de prise de poids et contenant plusieurs types d’acides gras, sur des
groupes d’animaux chimio-initiés pour la cancérogenése colique. Dans chacune des
approches, les effets de la vitamine A ont été explorés.

Dans le but de décrire ou prédire I'effet délétére ou protecteur des nutriments considérés,

nous avons cherché a quantifier 'expression de la Bcaténine et de la cyclooxygénase-2.

Les résultats de ces travaux sont présentés dans le Chapitre II.

Le surpoids et I'obésité, ainsi que les maladies associées regroupées sous le nom de
Syndrome X, constituent un risque majeur de développer un cancer colorectal. Or, les
récepteurs nucléaires pourraient représenter un relai principal dans cette relation causale.
Conformément aux orientations générales des recherches sur la relation Nutrition-Cancer,
nous avons cherché a caractériser I'expression des récepteurs nucléaires et de la cyclo-
oxygénase-2, dans les muqueuses coliques saines et tumorales de patients en surpoids ou

obéses ayant développé un CCR.

Les résultats de cette étude font I'objet du Chapitre Il
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Chapitre 11 : Etudes Expérimentales

|. Effets d’un régime hyperlipidique riche en
acide linoléique sur le profil d’expression des
récepteurs nucléaires PPARy et RARB/RXRa

Les études réalisées sur des modeéles animaux établissent que le lien étroit entre la
consommation des lipides et le risque de cancer colorectal dépend du type d’acides gras
ingérés. En effet, I'utilisation d’huiles dont la teneur en AGPI n-6 (principalement AA et LA) est
élevée correspond a une promotion du processus de cancérogenése colique chez des
animaux chimio-induits (Wu et al., 2004) alors que la consommation d’huiles riches en AGPI
n-3 aurait une action protectrice (Roynette et al., 2004).

L’aptitude des acides gras a moduler le risque de cancer colorectal implique des
mécanismes encore mal connus et mal compris. Il est cependant clair que ces nutriments
agissent au niveau cellulaire sur plusieurs voies de signalisation (Hwang et Rhee, 1999). Il est
aujourd’hui établi que l'un des mécanismes de laction cellulaire des acides gras, et
principalement des AGPIs, implique lintervention des PPARs qui régulent la transcription de
génes, non seulement impliqués dans le métabolisme lipidique, mais aussi dans diverses
réponses cellulaires (Clay et al., 2000). Les données bibliographiques présentées dans le
premier chapitre de ce manuscrit révélent que l'implication de lisoforme y des PPARs au
cours du développement du cancer colorectal est indiscutable mais sa contribution reste
encore relativement incomprise.

Un acide gras modifié, I'acide rétinoique tout-trans (métabolite actif de la vitamine A) exerce
aussi des fonctions cellulaires via [l'activation de récepteurs nucléaires, les RARs.
L’expression des RARs est souvent altérée dans les tumeurs colorectales. L’isoforme  de
RAR est considérée comme ayant une activité de suppresseur de tumeur. En effet,
lintervention d’un phénoméne d’hyperméthylation du promoteur réduisant le géne au silence
au cours de la cancérogenése colorectale suggere fortement que I'expression de RARP peut

compromettre la survie des cellules anormales (Xu et al., 2004).
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Les actions cellulaires de PPARy et de RARp sont dépendantes de la présence de RXR,
récepteur de l'acide rétinoique 9-cis, ainsi que des co-activateurs de transcription spécifiques
que celui-ci recrute. Ainsi, RXR est un point de convergence essentiel entre les voies de
signalisation de PPARy et de RARS.

Dans ce premier travail nous avons envisagé qu’un régime hyperlipidique, riche en acide
linoléique et promoteur de la cancérogenése colique, pourrait modifier précocément a la fois
'expression des ARNm de PPARYy et celle des récepteurs de l'acide rétinoique, RARp et
RXRa. Parce que ces récepteurs régulent directement I'expression de génes cibles et sont
impligués dans la cancérogenése colique, des altérations précoces de leurs profils
d’expression pourraient alors étre associées et/ou participer au processus de cancérogenése.

Ainsi, les objectifs spécifiques de cette étude étaient :

(i) de confirmer l'effet promoteur d’'un régime riche en acide linoléique sur le
processus de cancérogenése colique et d'examiner, dans ce contexte,
I'expression des récepteurs PPARy, RXRa et RARp,

(ii) de déterminer I'effet conjoint de ce régime hyperlipidique et de la vitamine A, a
la fois, sur I'étape promotionnelle de la cancérogenése et sur le profil
d’expression de leurs récepteurs,

(iii) de comparer les profils d’expression de ces récepteurs chez des rats initiés ou

non par la DMH.

Les résultats obtenus ont fait I'objet de l'article 1 publié dans Nutrition and Cancer
(Delage et al.,2004. 48(1):28-36).

1.1. Méthodologie

- Choix du modéle animal
Difféerents modéles animaux sont utilisés pour étudier la cancérogenése colorectale
proprement dite et les divers paramétres pouvant potentiellement influencer ce processus.
Principalement, il s’agit des souris APCV"/+ ou d’animaux (rats et souris) traités avec un
cancérogéne chimique spécifique du cbélon, I'azoxyméthane (AOM) ou son précurseur, la 1,2-
diméthylhydrazine (DMH). Les souris Min, qui présentent une mutation de type nonsens sur un
des alléles du gene APC, développent spontanément des adénomes colorectaux. Si elles sont

considérées comme un bon modéle du cancer sporadique humain, il semble qu’il ne s’agisse
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pas du modeéle le mieux adapté pour I'étude de I'implication des récepteurs PPARy et RARpB
dans le cancer colorectal (Girnun et al., 2002; Mollersen et al., 200-1).

Ainsi, nous avons préféré l'utilisation de rats males F344 initiés chimiquement avec la
DMH. Ces animaux développent spontanément des foyers de cryptes aberrantes (Furukawa
et al., 2002) ce qui suggére qu'ils pourraient avoir une sensibilité accrue aux inducteurs

chimiques et aux facteurs environnementaux dont I'alimentation fait partie.

- Choix de la dose d’initiateur chimique injecté
Dans le but de limiter d’éventuelles modifications des profils d’expression des récepteurs
consécutives a l'utilisation de la DMH, une faible et unique dose de ce cancérogene (15mg/kg)
- comparativement aux doses répertoriées dans la bibliographie - a été injectée ip un mois

apres le début de I'expérimentation.

- Régimes alimentaires
Durant 20 semaines, les rats F344 ont été soumis a I'un des 3 régimes se distinguant par
leur teneur en huile de carthame (5 ou 25%) et par leur teneur en palmitate de rétinol (5 ou
200Ul/g d’aliment). L’huile de carthame contient approximativement 73% d’AGPI dont une large
part correspond a I'acide linoléique (C18:2 n-6) (Tableau IV). La vitamine A est présente sous

sa forme alimentaire, d’esters de rétinol.

Tableau IV. Composition en acides gras de I’huile carthame
(d’'aprés le Manuel des Corps Gras , 1992)

% relatif

Moyenne
Cc14 <0.1
C16 6a7
C16:1 <0.5
c18 2a3
Cc18:1 10a 20
C18:2 68 a 83
C18:3 <0.2
C20 <0.5
C20:1 <0.2
C22 <0.2
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Les animaux sont astreints a I'un des 3 régimes alimentaires (CD, Control Diet : 5% huile et
5Ul/g palmitate de rétinol; HFD, High Fat Diet : 25% huile et 5Ul/g palmitate de rétinol; VAHFD, Vitamin
A supplemented-High Fat Diet :25% huile et 200Ul/lg palmitate de rétinol) tout au long de
I'expérience (Figure 1, article 1). En effet, si les acides gras semblent agir préférentiellement

au stade promotionnel, la vitamine A modulerait plutét I'étape d’initiation.

I.2. Principaux résultats

Ces travaux ont permis :

(i) de fournir un modéle pour I'étude de I'expression des récepteurs nucléaires dans
un contexte d’alimentation hyperlipidique riche en un acide gras, l'acide
linoléique,

(ii) de vérifier que la consommation du régime HFD a un effet promoteur sur le
processus de cancérogenéese (Tableau 4, article 1),

(iii) d’observer que l'effet promoteur était associé a des altérations de I'expression
des ARNm des récepteurs nucléaires a la fois chez les animaux initiés et non
initiés a la DMH (Tableau 5, article 1),

(iv) de montrer que la supplémentation du régime HFD en palmitate de rétinol
prévient I'effet promoteur lié au régime hyperlipidique et est associée a un profil
d’expression des récepteurs équivalent a celui observé avec le régime controle
(Tableau 5, article 1).

En effet, chez les rats chimio-induits, I'effet promoteur du régime HFD sur le nombre et la
multiplicité des cryptes aberrantes présentes dans la muqueuse colique s’accompagne d’un
taux dARNm PPARy significativement augmenté et de taux significativement réduits des
ARNmM des récepteurs de I'acide rétinoique, RARp et RXRa.

La présence de vitamine A associée a I'apport excessif d’huile de carthame (i) prévient la
promotion de la cancérogenése et (ii) pour partie, s’'oppose aux effets de HFD sur les taux
d’ARNm des récepteurs ou rétablit des taux proches de ceux observés dans la muqueuse
colique des rats soumis au régime contréle.

L’utilisation des régimes CD et HFD chez des animaux initiés et non initiés a permis
d’évaluer I'effet modulateur de la DMH sur les taux d’expression des récepteurs et met en
évidence la capacité d’'un régime alimentaire, indépendamment de la présence de l'initiateur

chimique, a modifier I'expression des récepteurs.

1.3. Article 1
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Article 1 :

‘Vitamin A prevents high fat diet-induced ACF development and modifies

the pattern of expression of peroxisome proliferator and retinoic acid receptor mRNA’






WUTRITEON AND CANCER, 481, 55-14
Copyright © 2004, Lywrrace Erjbaum Associstes, Inc

Yitamin A Prevents High Fat Diet-Induced ACF Development
and Modifies the Pattern of Expression of Peroxisome Proliferator
and Retinoic Acid Receptor m-RNA

Barbara Delage, Rachel Groubet, Véronique Pallet, Céline Bairras, Paul Higueret,
and Pierrette Cassand

Abstract: Some dierary compoundys, among them fols, ore
emodiehators of colom cancer risk, This sindy reporrs the mod-
ulating effects of n-6, with or withewr vitaain A, on promo-
fion of colon preneoplasic fesions ondieced by 1, 2-dimetfivl-
fvdrezine { DM | and on the expression of meclear recepiors
{PPARy, BXRe, and RARSL One group of male Fisker rars
wits fed a basie dier (5% safffower odl ) ard two growps were
Sed @ high-fat diet (HFD, 25% safftower oill, OF these, one
wis supplemented with 200 FU vitarin A for 5 mo. The saf-
Fower ofl contained polyunsanurated fatry acids, mainly
fincletc actd (73% ), The data showed an increasing effect of
safflewer oil-enriched died on aberrant ool foc cocurrence
aned multiplicity. This effect was fimpaired by vitamin A sup-
plemeniarion. fn addinion, an HFD-related up-regulation of
PPARy and o concemmitan! down-regulatton of RARS m8MNA
expression were clwerved with or withour chemrical inftianion
and were prevenied by vitamin A, Moreover, when treated
with I, HEL rais exhibited o drmmatically decreased ex-
prexsion of RXRa mRENA (9% ) Ir was hvpockestzed thad
HED, leading 1o ivperexpression of PPARy. would proviuce
an alteration of retinorc aotd signaling and, in this way, cre-
aie i ackgreund modularing colon cancer rik,

Introductisn

Colon cancer is the most common gastrointestingl cancer
and the fourth leading cause of cancer deaths in the world,
Gienetic factors alone are unable to explain the geogrophical
differences observed in colon cancer incidence. Lifestyle and
especially diet are considered to be epigenctic factors in-
vilved in the onset of colorectal cancer. Some diet compo-
nents, such os fruits, vegetables, and seeds (containing fiber
and vitamins), seem (o have a positive impact on health,
whereps others may favor cancer onset, A high-fat diet
{HFD) has been particulardy singled out to have the most im-
portant nutritional influence on colon cancer development

(1=3). Several epidemiological studics have provided evi-
dence for an association between total dictary fot or energy
infake and an increxsed colon cancer risk (1,40

The fany acid composition of foods seems o be of critical
importance (3, and all fatey acids do not appear 10 be compa-
rable in their relationship to this disease. Although the in-
vollvement of specific fatty acids has ot been exhaostively
stodied, some recent epidemiodogical and experimental data
have clearly linked dietary inlake of n-6 polyunssiurated
farty acids (PLUFAs) with a high colon cancer risk, Moreover,
a high ratio between linoleic acid (LA, n-6 PUFAs, C158:2)
and docobexanoic scid (0-3 PUFAs, C22:6) hos been ob-
served [o be correlated with umor-promading effects in the
breast and colon (6.7). LA, an essential n-6 PUFA, is os-
pecially found in vegetable seeds and oils from safflower,
sunflower, sovbean, and com. Until recently, n-6 PUFAs
were widely recommended, but long-ierm bad effects on
health, such as lumongenesis, hyperinsulinemia, and athero-
sclerosis, are now associated with them. Such observations
have led 1o interrogations about how -6 PUFPAs act at the
cellular level to modify the balance between proliferstion
and differentiation.

Ome efficient and direct mechanism for Mty acids (o -
duce a genomic responss involves nuclear receptors called
peroxizome profiferator activated receptors (PPARs). In fact,
overexpression of the cyclooxygenase-2 enzyme in colon fu-
mvors (B} provides PPAR ligands (especially prostaglanding)
from n-6 foity scids. However, several FUFAs such as LA
can activale PPARs without any metabolism, PPARs are
memibers of the steroid nuclear receptor superfamily, These
receplors 3ot as ligand-activated transeription factors. Three
major subtypes of PPAR, o, 6, and 7y, have been originally de-
seribed as involved in the control of lipid metabolism and
cellular homeesiasis. These transcription faciors belong to
the cluss 11 superfamily of nuclear receptors, which heter-
odimerize with Retineic X receptor (RXR) and bind 10 spe-
cific direct repeats on DMNA, PPARY activition has been

The aunhors are affilissed with the Laborstory of Nutrition and Celbalar Signallmg. University Bordeaus 1, Avenoe des faculids, 3405 Talence Cedex,

France.



shown 1o have seemingly pleitropic consequences such as
profiferation, differentiotion, and apoptosis (%), This may be
explained either by the lange number of PPAR ligands identi-
ficd {10-12} or by the capacity of PPAR 1o modulate the ex-
pression of genes implicated in a large range of cellular bio-
bogical responses, The implication of PPAR in tumongenesis
was first proposed by Hill and Melanson (13) and later by
Reddy et al., after observation of cormrelations between di-
elary fat and colorectal cancer (14).

Contrary to the effects of n-6 PUFA, other dietary compo-
nents such as vitamin A may play positive roles in the pre-
vention of colon umorigenesis, Thus, the occumence of co-
lon cancer would increase with vitamin A deficiency, and
vitmmin A supplementation could reduce colon cancer risk
{15). Retinoéds regulate a wide range of biclogical processes,
including cellular proliferation, differentiation, and develop-
ment (16), They are gencrally sccepted to be chemopre-
ventive agents against carcinogenesis (17) and as relevant
milecules for chemotherapy 1o fight against a wide range of
human capcers (18,19). Among retinoids, the bea results
have been oblaimed with all-grans-retinoic scid, which is an
active metabolite of vitamin A (200, Bislogical effects of
retinoids are in part mediated by two nuclear receplors, RAR
and RXE, which bebong, as does PPAR, 10 the class [T steroid
receptor superfamily (21.22). All isoforms, RAR, [, and y
and RXRee, [§, and v, are mainly expressed during develop-
ment and differentiation processes, Among these receplorns,
RARM has come to light as being involved in the maintenance
of a differentiated cellular state. Consistent with thiz, sikenc-
ing or abnormal expression of the RARP gene has been re-
ported in several human cancer cell lines including colon
cancer cell lines (23).

As has been previously shown in rat liver and adipose tis-
sue {24, we suggest that a HFD induces modifications in the
patiern of expression of these nuclear receplors, Under these
conditions, fatly acids such as LA could promote colon
carcinogencsis not only by modifying target genes of PPAR
but also by disturbing the vitamin A pathway, Another vita-
min A metabolite, @-cis-retinoic acid, which binds (o RXR,
also seems able to prevent in vitro invasson by colon cancer
cells (25). Moreover, RXRa, particularly expressed in co-
lonic crypts {22), is the common panner for FPARY and
RARB in the mediation of the effects of faty acids and
retinoic acid, respectively,

To better understand the implication of diet in the risk of
tumor onset, the earliest molecular disturbances induced by
fatty acids in the early stage of colon carcinogenesis need to
be identified. Therefore, the purpose of the curment study was
1o exarmine the effectaof a LA (n-6 PUEA -enniched diet indi-
vidually and in combination with vitamin A on the promao-
tion of 1,2-cimethylhydrazine (DMH}-induced colonic pre-
neoplastic lesions in rais. In addition, whether these dicts
meoddify the mRNA expression of the nuclear receplors in-
volved (PPARy, RXRa, and RARP) was investigated. Their
rode s transcription factors makes them relevant candidates
fior the mediation of the effects of a HFD and vitamin A on
the occurrence of prencoplasic lesions.

Vol. 48, No. 1

Maierials and Methods

Animals

Sixty weanling male F344 rats, weighing 50-80g, were
purchased from Harlan (Gannat, France), They were ran-
domly divided into three experimental groups and housed
singly with a 12 h: 12 b light-dark cycle an 5066 humadity and
21 = 15C, Al rats were fed and given water ad lbitum, Each
rat was weighed three times weekly,

Diets

The rats were assigned 10 one of three dietary groups (Ta-
ble 1). Each dict was obiuined as a dry powder from the
Instimut MNational de la Recherche Agronomigque (Centre de
Recherches, domaine de Vilven, Jouy-en-Josas, France). Vi-
tamuin ancl mineral mixes of the diets were used as described
by Potier de Courcy e al. (26), Lipids added o the powder
for the control diet {CD) and for the HFD were 5 and 25 g, re-
spectively, of safflower oil per (00 g of diet. The third group
was fed an HFD supplemented with vitamin A (VAHFD, 200
IU retinyl palmitatefg dict). The safflower oil (Provence
Régime, Pont-Saint-Esprit, France) contained approxima-
tively 73.4% of PUFAs, mainly LA (C18:2 n-6) (27). The
composition of CD and HFD did not take into the account
that 2 g of carbohydrate are needed 1o provide the same calo-
ric infake a5 1 g of lipid. Then, the HFD provided 2,050
kJ/100 g diet and the CD provided only 1,620 kKI/100 g diet.

The faity acid composition {Table 2) was determined af-
ter chloroform:methanol (2:1 volivol) extraction (28). After

Table 1. Composition of Experimental Digts*

Companent Ch HIFT VAHFT
Caneti® [E (£ IE
SafTracer enl® 3 Fa ] Fa ]
Conm idarh® ™My 203 3
Cellubime® 13 2 L]
Maneeal mia’ Lk LY ix
Witamin mi? 1 i i
Retinyl palmitaic’ 5 5 00
Eeerpy imise’ 143 2080 2080

@ Abberdaons s as follews: CD, control dset HFD, high fat diet;
VAHFTL, high fat dict supplemestad with vitlamin A

b Valess sie g/ 10 g dict.

¢ Mineral mix composigion (per kg miseral mixk 30 g caloium mono-
hyddrepen phisphate, 340 g dipotassium phorphaie, |80 g calcium car-
hanate, B9 ¢ sediiiin cdorsde, 20 g magnesium hydroxide, %0 g magne-
sium salfaie, £46 g inom sallate, 5 g wioc sulfase. 3 g manganese sulfate,
| g copper sulfate, 20 mg cobalt carbonale, 40 my polassiim o,
20 mg ammossam modybdate, 200 mg sodium selenitc, BN mg sodium
Muoride. and %N mg chroenium poiassium sl fae dodecabodnle

o Vuamsin min comgosition (mpfkg dict): 1500 cholime concenirate
{ S0P, 100 wrikaemie B SO0 U, 25 vitarnis DV § 1O000G L), 45 his-
cin, 30 cabcium paniothenaie. [{) thinmin bydrochloride, 10 mhalkvin,
10 pyeoxidise ydrochlonde, 100 acorbic acid. 30 p-aminobenne:
scid. 2 folic acid, 13.% vitemin B-12 conceniraie { | gfogh 10 p-bioting
| menatione. 30 meso-inosited, snd 80335 worome.

e; LN of diet.

£ Walues are KIV100 g diev



Table 2. Composition of Fatty Acids in Different Diets
{2k dry weightle

CD %5 sallowes i) HF} i 25% saflorer oil)

120 = -

Cld:n g% 0I7
Cleci 342 1760
CIED 142 T.15
SFA al 49K 1502
Clécl fmT) i et

ChE: (el 5.y 2495
CIE] is-th il —

MUFAD sogald 50 2495
CIE:2 (s L8 L 194,25
CI%3de-1) s 2%
Chher® i.14 504

@ Abbreviations ane ai folliws: OO, control diet; HFD, high fadict: 5FA,
saiurseed fasty acids; MLIFA, moeo isabemed oy sids

b Incldes fany scids detecied m <0, | % of total vy acid wehght snd fuy
acids nol ideniidfied

e Fatty aciils not delocted.

i MUPA, monounsaiuratsd Faty scid,

methylation by boron Muoride methanol (Signoa, Snt-
Quentin Fallovier, France) at 100°C for 10 min, methylated
extructs were anglveed by gas-liguid chromatography. Diets
wese freshly mixed three times a week. To minimize oxida-
Hi, o4l was stored in the dork, at £°C, under nitrogen.

Experimental Protocol

The experimental procedure is summanzed in Fig. 1.
Rats were fed one of the three diets during a 5-mo penod.
After 1 mo of diet, the animals were given either one
intraperitoneal injection of DMH (15 mgfkg, Fluka, Saint
Quentin Falluvier, France) of an injection of the vehicle
(09 Mol soluteon],

Rats were sacrificed 5 mo after the beginning of the ex-
periment. Colons were mpidly removed, slit open longitud:-
nally, and cleaned with ice-cold 0,9% NaCl solution. Except
for abermant crypt foci (ACF) analysis, mucosal scrapings
were quickly frozen in liguid nitrogen and stored @ -80°C
umtil analysis,

ACF Analysis

The ACF were scored wsing the procedure described by
Bird (29), Immediately after the animals were sacrificed, co-
lons were removed and fMushed with MNaCl 0.9% at 4°C and
then opened bongitudinally, cut into 5-cm segments, and
fixed flnt between two pieces of filter paper in 107% bulfered
formalin (Sigma). After 48 h in buffered formalin, cach picce
of colon was stained with a 0.2% methylens blue PBS solu-
tion {Sigmna) for § min. The mucosal side was then observed
mounted on a microscope slide at x50 magnification. ACF
were distinguished from the surroumnding normal crypts by
their increased staining. size, and the easily discernible
pericryptal zone. Crypt multiplicity was determined as the
number of crypts in each focus and scored blindly by a single
observer,

RNA Extraciion and Reverse Transeription

Total RMA was isolated from colonic miscosa using an ex-
troction kit (RNAgenis Tolal RNA [solation Sysiem,
Promega, Charbonnitres, France), Total RNA mixed with
RMasin (40 U, Life Technologies, Cergy Pontoise, France)
pnad with DMase {20 U, Life Technologies) was incubated for
15 min at 37°C 1o denature DNA and inhibit RNase. Reverse
primers were then added and incubated for 10 min at 70°C.
After that, the solution was mined with 5X First Strand
Buffer (Invitrogen, Cergy Ponodse, France), DTT (0.1 M,
Invitrogen), dNTP {10 mM each one, lovitrogen ), and Super-
script 11 reverse trunscriptase (Life Technologies) for 1 b at
42°C, The total volume was 40 jil. Parallel reactions for cach
RNA sample were run in the absence of Superscript 1 reverse
transcriptase 1o assess the degree of any contaminating genomsc
DNA. Moreover, reverse transcription pelymerase chain re-
action (RT-PCR) reactions without any RNA sample were
ulso done to verify the absence of any other contamination.

Cuantification of PPARY eDNA
or RXRo cDNA by Beal-Time PCR

Real-time PCR assay imvolving LightCycler™ rechnol-
oy associntes rapid thermocycling with on-line (luores-

Sacrifice
ACF quantification
+ DMH injection Nuclear receptor mENA quantification
< >+ >
4 Experimental Diets — »

Figare 1. Experinsenial design. DMH, 1.2-dsmethyIhydrazine: ACF, shermant eryp fec
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cence detection of the PCR products. PCR reactions were
performed in a volume of 20 gl containing oligonucleotide
primers (5 uM of each), MgCl:z (5 mM), and DNA Master
SYBR Green (Roche Dingnostics, Meylan, France) contain-
ing Tag DNA polvmerase, reaction buffer, dNTF, and the
double-stranded DNA-specific leorescent dye SYBR Green
. Amplification occurmed in a two-step procedure: 1) dena-
turing at 95°C for 10 min and 30 cycles with denatunng o
Q5°C for 8 s and 2) annealing at 60°C for 6 s and extension o
12°C for 10 s, After cach elongation phase, the fluorescence
of 5YBR Green | wos measured, and increasing amsounts of
PCR products were monitored from cycle w cyvele, For each
primer pair used, melting curve analysis showed a single
melting peak after amplification, indicating specific product.
Moreover, PCR products wene subjected 1o analysis by elec-
trophoresis on a 1.5% agorose gel (Sigma), The identity and
specificity of amplified products were also verifed by se-
quencing with the Dye Terminator Reaction Cycle Kit {Per=
kin-Elmer, Morwalk, CT) and were analyzed on an ABI
PRISMTM 377 automated DNA sequencer (Perkin-Elmer),
Quantification data were analyeed vsing LightCycler analy-
sis software, version 3.5 (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany ). In this analysis, the background fluorescence was
remsrved by selting a noise band, The log-linear portion of
the standard amplificotbon curve was identified, and the
crossing poind (Cp) was the interséction of the best-fit line
through the log-linear region and the noise band. The stan-
dard curve was 4 phot of the Cp versus the amount of inifial
cDMA used for amplification. The Cp was always the same
fior a given dilution of Glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase (GAPDH) cDNA, whatever the dictary condi-
tions, demonstrating that GAPDH mREMNA expression wis
not altered by diets and could be used a5 normalizer for data
from target mRNA. The relation between the Cp and the ini-
tial amoaent of cDNA was found 10 be linear. The correlation
ecoefficient (r) was 1, and PCR amplification efficiencies of
the target and the housekeeping gene were similar and close
to 100M, These stundard curves were used o estimate the
concentration of both the target and the GAPDH gene in each

sample, The resulis were then normalized by the ratio of the
relative concentration of target to that of GAPDH in the same

sample,

Quantification of RARS mRNA
by TagMan PCR

A recently developed technigue, TagMoan PCR. is able 1o
measure an accumulating PCR produoct in real time by using
a dual-labeled TagMan Muorogenic probe (300 A reporter -
Muorophore emission is suppressed by a quencher fleoro-
phore. During PCR, the probe anneals 1o the DNA template
amed the 5'-3"-nuclense activity of Tag polymenise relenses the
reponer from the vicinity of the guencher dyve, resulting inin-
creased reporter fluorescence. Fluorescence intensity is di-
rectly related to the amount of target DNA. The fluorescent
signal is caphured using o LightCyeler® (Roche Diagnostics,
Meylan, France), The reaction was performed in a volume of
20 pl containing oligonucleotide primers (5 pM of each),
TagMan probe (5 pM, Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France), MgClz (5 mM), and LightCycler DNA Master
Hybridization Probes 10X (Roche Molecular Biochemicals,
Meylan, France) with FastStant Tag DMA polymerase, meac-
tiinpy Buffer, and ANTP (with AUTP instead of dTTF). Ampli-
fication required 45 cycles (denaturing at 95°C for 5 5, an-
nealing a1 60°C for 30 ),

Primers and Fluorogenic Probes

Probe and primer sequences {Table 3) were designed us-
ing Primer Express software (Version 1, PE Applied Bio-
systems, Counaboeul, France), Primers were purchased
from Prolige France (Paris) and probes wene purchased from
PE Applied Biosystems: each probe was synthesized with
the fuorescent reporier dye G-carboxy-fluorescein (FAM)
sitached to the 5" end and the quencher dye B-carboxy-tetra-
miethyl-rhodamine (TAMRA) attached to the 37 end. Speci-
ficity of primers and probes was validated through the veri-
fication of KT-PCR product specificity.

Table 3. Primers and Probes Used for LightCycler™ Real-Time PCR®

Prisners ¥l Position Temp (*C) Prostuct Length (bp)
GiaPhe Fl  GAACATCATCOCTRECATCCA 14551474 L]
Rl CCAGTOAGCTICCOGTTCA 1514-1532 1] T
Frobe FAM- GCTGOCAAGGCTOTRRGCAATG-TAMEA [ 4Bk | SN} fi7
RARK F CIMOGOCCTCTRGGACAAAT 02041 5
B TGOOGAACTOCACGATCTTAAT HEE-T0 1] 67
Probe FAM:-CAGTGAGCTGGECAMCCANG TG A TAMEA i3-G85 L]
RXEa" F o GCTGOTOTOGAAGATGOGTGAD 13381250 L) i
B GGGTACTIOTGTT TG AGTACT I 388- 1567 i
FPARg" F OOCATCTTCACGATOCTGTO! 1O7H=1{FH LU 146
B GOOAAGTCAAACTTGOGOTTOC 1225120 kol

it Sequesces are shown for forwand (F) and reverse (R primers, Abbeoviations. are as follrss: FAM. S-carbony fluoresein: TAMBA. G-carboyy-eirs-

mizthy|-risfamim.
fr From Hef. 58,

i« Determined by Primer Expeess Software (version [ PE Applied Biosystems) (59

o Determined feom cDMA of RXRo of mt (6800
r: Determined feom cOMA of PPAKY of m (310

Val. 48, No. 1
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Siatistical Procedure

Experimental data wene analveed by one-way analysis of
varance (ANOVA) followed by Tukey's test. Experimental
dntn are expressed as the mean + S5E and differences with <
[L05 were considered significant.

Resulis

et and Body Weight

Energy provided by 100 g of ipid-ennched diets (HFD and
WA HFTY) was greater than by 100 g of CD 2,050 versus 1,620
kb, bt HFD-fied rags and VAHFD-fed mis consamed bess than
CD-fed rats { 14,5 and 13,7 gMoy/rat, respectively, versus 7.4
gldayirat). Consequently, energy infake from food consumgp-
tion among CD-, HFD-, and VAHFD-fed rais, 281.4 £ 21,9,
29718 = 375, and 281.1 = 24.2 klMdayimat, respectively,
showed no significant difference, The excess in energy pro-
vided by HFDs and VAHFD: was compensated for by the Fact
that HFD-fed ruts mie less. The comparison between CD and
HFL} £ VA then became possible. In the same manner, the
mean £ 50 final body weights of the animals were 402.1 g =
17.9, 413.0 g = 19.6, and 398.6 g + 29.2 for CD, HFD, and
YAHFD, respectively, Thus, HFD and VAHFD dad ot induce
any significont body weight gain (Table 1)

Cuantification of AC and ACF

As expected, no ACF were observed in animals given
(9% NaCl solution, After 4 mo of DMH-treatment, all the
animals developed ACE. The mts fed HFD had the highest
number of total AC (113,86 = 29.00, mean £ SD) and 1otal
ACF (33.43 = 9.40) but AC and ACF numbers in this group
did mot differ significanily from those in the CD group, in
part, because of the variability in individoal rat responses,
However, the crvpt multiplicity of ACSACE sas significantly
differem from HFD compared with CD, in paricular for
large foci: twice more for 4-6 ACHoci and three times more
for T=12 ACHoci (Table 4).

The VAHFD-exposed rats showed lower numbers of iogal
AL (=63%) and ACF (-60%) compared with HFD). More-

aver, multicrypt foct were observed less with VAHFD com-
pared with HFDY. <59 for 1-3 AC, -62% for 4-6 AC, and
-57% for 7-12 AC.

mRNA Expression of Nuclear Receplors

Withowt DMH induction, RT-PCR on HFD-fed rat colon-
ic mocosa revealed a significamly higher bevel of PPARY
mBNA expression (+1 9% ) and a sigmificantly lower level of
RARE mBNA expression (=T4%) companed with the CD
group. The expression of RXRx mENA scems not 1o have
been modified by the type of diet (CD or HFLY) (Table 5).

In DMH-treated ral cobon mucosn, an equivalent pattermn
of mucbear receptor expression was found: PPARYmRENA ex-
pression increased (+58%) and RARP mENA expression dic-
creased (—75%) with HFD compared with CD. Moreover,
RXRa mRNA expression, which was not modified with
HFD companed with CD, decreased drastically when animals
were chemically imimimted (=19%).

In ncldation, for both types of diet (CD and HFD), DMH
admimstration maochified the levels of expression of nuclear
receptor compared with DMH-poninduced rats: PPARY
(41 7%% with CD and +50% with HFD), RARP (-52% with
CDy and —54% with HFDY), and RXRix (-21% with CD and
=55% with HFD).

Inchemically initiated rats, data showed an equivalent level
of PPARY expression in the CD and VAHFD dietary groups.
Cini the other hand, this expression leve] was significantly daf-
ferent compared with the HFD group (-50% ). Moreover, the
RARP mRNA down-regulation ohserved as a consequence of
HFD} consumption seemed 1o be less accentuated when vita-
min A was associofed vwath the HFD (-58% with vitamin A in-
sicad of —T5% without), RXRe, less expressed in the HFD
group compared with the CD (—495%), was significantly up-
regulated in the VAHFD groap (+123%),

Discussion
The relationship between diet and cancer is much maore

comples than wius previously thought. Nutrition has become
one of the highest priority areas for cancer research and can-

Table 4. Effect of Expenmental Dicts on Total Number of AC and ACF in DMH-Treated Ratse

ACIACE
Mukiplicity
Diets " ACFicolon ACiolon ACIACE 1-3 AC LB AL 7-12 AC
D 1 21294 1LB0 flES 2 5,70 102 x0LlE 5,06 & 063 L& 2 033 DA = 0106
HFD 1 V34 2 9,40 10386 4 20.00 14 e 028 6.20 2 1.20 44075 030 = (109
VAHFD @ 1132 2 260 4167 2 7.00F 3412029 2156 = 04 153 = 040 0,13 £ 0,05

a; Vabses sre means 3 SEMG; m, pesnber of rats; Snsdem’s riest, ANOVA, and Tukey's tew. Abrrvaaiions ane as Tofkmes: CD. conirol dict; HFD, kigh G diex;
VAHFLY, high {m dict supplemontod with vitamin A; n, number of rats; AC, sbermam orypi; ACFE, aberrant crypl foci

b Sigmificestly different from CL (# < (ull 1.

 Sigeaitcesly different from CIX (P < (L084),
o Sigmiflcasaly different from HFD (P < (L04),
# Significestly different from HFD (P < 002)
i Signaficancly different from HFD (P < (000 ).

3z
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Table 5, Effect of Expernmental Diets on Nuclear Receptor Expression®

Experimental Diets
(1 HFT CTr + BN HFTY + DM VAHFD & DrH
PPARY mRNA 130 2033 LELE N 1655028 ETT £ 04 29 20
A 5,00 2055 |30+ 018 2anznae PN EYINRY LMD £ 0D 2¥
RXTm mENA 68D 2075 6.13 £ A5 535 2060 Pl B Y 1193 0744

w Nuchear moopeon mBMNA e expressed (n percent ol GAFIYH mBMA. Valees arc means © SEM, Stiden s e, ANOVA, Tiliey ‘s toss, Abbreviations are s
fiolicorwrs: CO, control diet: HFD, high {0 diet: VAHFD, high fat et supplemsented with vitamis A

& Significanily differem from CD(F < 00015

i Significantly chifferont Grom HELD (< 001 )

d Significantly difforent from HFD + D& (F < 0000
« Significantdy differem from CO{P <0010

£ Significanly dhfevent from CD o+ OMY (P < 0.001),
& Significantly dilfcren froms HFD + DR (F < 003
& Significantly dilferent from CT + DMK (P < 0001L

cer prevention. The mm of the curment stedy was 10 better
appreciste how nutrients such as LA and retinyl palmitage
create early mobecular disturbances in related nuclear recep-
tor expression associated with promotion of or protection
aguinst colon carcinogenesis.

In the 1990s, the observation of ACF in carcinogen-tneal-
ed rodent colons was associated with the disease in progres-
sion. These foci were regarded as precursor lesions of colo-
rectal cancer. Because there is a comelation between ACF
mutltiplicity and the onset of colon umors at the later stages.
their number and growth features were used o idenily mod-
ulators of colon carcinegenesis (29).

The first resulis of the present study showed a promoting
effect of the safflower oil-enriched dict (HFDY) on ACF mul-
tiplicity compared with the CI, Even if energy provided by
both diets was different, energy intake from food consump-
tipn was statistically comparable between these two groups.
Thus, the impact of HFD intake on colon carcinegenesis
seems 1o be only the consequence of the type of fatty acids
contaimed in this diet. Safflower oil, found in the HFLY, 15
composed of 73% of an essential PUFA, LA (n-6 18:2), Thas
HFD-fed rats consumed less than CD-fed rats could be ex-
plaaned because LA appears io be more satiating and less pal-
siable than other 18-carbon unsaurated fany acids, As sug-
gested by Tsumuta et al. (31}, the unpalatable side of LA could
conmribute w attenuating effects of LA even if the work of
Rice and Corwin (32) showed no pssociation between essen-
tid fatty acid (linolenic acid and LA} consumed and food in-
tuke, However, DMH initision of HFD-fed rat colons led o
the onset of mualicrypt foci (four or more AC per foci) oorme-
Inted with tumor onset of the liter stages (33,29}, Our data
ponfirmed that, in vivo, LA is positively related to the devel-
opment of colonecial cancer, Besides, in most in vitro studies,
LA showed mo effect on cell proliferation (34.35), Many in
vive stadies demonstrated cleady a colon tumor—enhancing
effeet of com oil, which contains 58% LA, and an inhibiting
elfect of fish oil, in which 30% of n-3 (elcosapentacnoic acid
amd docosahexnenaie acid) is found (36). Very few studies
have iovestignted the effecis of PUFAs on ACF formation,
Ot et al, (37) showed a decrense iniotal ACF multiphicity

Vil. 48, Naw 1

with o basal diet nch in n-3 compared wath safflower oil. Ef-
fects of dictary n-6 PUFAs on colon cancer in humans are
still controversaal wnd difficult to define, but recent work with
LA showed no sigmificant increase in oxidative DMNA damage
{a possible cawse of cancer risk) and on plosma levels of
malomdialdehyde, an end product of lipid peroxidation (38),

The present study, using HFD, provided a model for
studying 1) molecular disturbances of PPAR and vitamin &
nuchear receptor (RAR and RXR) expression in a situation of
cancer promation imduced by this diet and 2) the impact of di-
etary vitamin A supplemeéntation on ACF sumber and multi-
plicity and on the molecular disturbances induced by this
diet,

Vitnmin A, umder 115 active form, refinoic ackd, con scti-
vabe not only the RAR bui also the RXE family, which 15 con-
sidered o be a regulator of pumerous sysiems of hormonal
responses, The explanation comes from the necessity for all
members of the class 11 nuclear receptor family to be hetero-
dimerized with RXR 10 be efficient, The addition of vitamin
At the HFD, in the form of retiny] palmitate, demonsirated
a protective effect on ACF number and multiplicity when
compared with ACF in HFD-fed rat colons, The potential
chemopreventive action of several retinodds on the initision
phase of carcinogenesis and on established ACF in izoxy-
micthiime [ ADM induced rat colons has been previously con-
firmed (39.40) a5 well as when retinoids ane associated with
n-3 fatiy acids known for their cancer-profective effect
(41,42} Moseover, Shivapurkar et al. (43) have previously
observed that rats exposed 1o ADM ond fed high-fat, low-fi-
ber, Westemi-style diets developed a larger number of ACF
and subsequent colonic tumors, In their study, the addition of
dietary -carotene retarded colonic umor progression. The
same modulation of susceptibility 1o chemically induced co-
Ion cancer hos previously been seen by Newberne ef al, (44}
with rats fed different dietary levels of corm oil and retimyl
mecimbe.

Relationships between digtary fat and vitamain A remain
unchear as to their ability 1o interact of the cellubar amd maodec-
ular levels o influence the colonic phenotvpe during co-ad-
minisration, The first evidence of interaction was provided
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by Deming et al. (45) and Ribaya-Mercado (46), who indi-
cated that dietary fat is necessary for absorption and bio-
conversion of J-carolene into vitamin A. They emphasized
that a low dietary fot intake associated with high dietary fiber
consumption negatively affects f-carotene bioavailability.
These observations may confirm that an imterplay exists be-
tween fat and vitamin A from the point of intestinal absorp-
Bon o target gene regulation,

Chr data in DMH-induced rat colons demonstrated that
HFD can modify, at the mRNA level, the expression of vari-
ous nuchear receptors; we observed an up-regulation of
PPARY and o concomitant down-regulation of vitamin A re-
CEPOr Expresshon,

There are various mechanisms that could explain how di-
etary fil madifies the expression of the target receptor of vi-
tamin A. Ce of them has been provided by Randolph and
Ross {47). who observed, in an MCF-7 human mammary epi-
thelial carcinoma cell line and an hepG2 human hepatoma
cell line, that funy acids increased the uptake and esteri-
fication of retinol. If retinol esterification restricted the pro-
duction of retinoic ncid from retinol, o decrease in the cellular
pool of retinoie acid would modify RAR expression. Indeed,
RARM gene expression has been shown 1o be up-reguluted by
retinoic acid (48.49). Upstream mechanisms able 1o modu-
late the availability of intracellular retinyl esters or modify
the pool size of retinol could consequently affect active
retingid bicavailability. Randolph and Simon ($0) strongly
suggested tht farty acids have the capacity 1o regulate the
cellular concentrations of active retinoic acids by modulating
the rute of retinel metabolism.

Another mechanism of action of fatty scids could be
transduced by a modification of the balance between nuclear
receplons, Indeed, fatty acids may modulate target gene ex-
pression, in part, through PPAR activation, which requires
RXR as o pariner. This is confirmed by the observation of an
up-regulation of PPARY when rats were fed an HFD in com-
parison with the CD. However, under these nutritional condi-
tions, a decrease in vitamin A recepior (RARP and EXRo)
mRENA was simultaneously observed. This could indicate
that retinodd and peroxisome proliferator signaling pathways
comverge through the dinect interaction of their respective nu-
chear receptors (51 RXR would then be the relishle element
inducing a competition between PPAR and RAR signaling
pathways. Such a phenomenon appears credible; indeed, vi-
tamin I nuclear receptor has been demonstrated to be able to
confine RXR and consequently 1o decrease the associition of
RAR-RXE, necessary for vitimin A target gene regulabion,
inducing then a transrepression of the retinoid pathway (52),
Dher evidence given by Jimencz-Lara and Aranda (53) has
led tothe hypothesis of a competition for common cosctiva-
tors and binding to DNA. Moreover, recent work has also
shown cross-talk between PPAR0 and liver X receplor
(LXR) signaling pathwuys leading to the transrepression of
LXR action through reduction of LXR/RXR formation (54).
It may be possible that RAR target gene expression is indi-
recily modulated by PPAR andfor PPAR targel gene expres-
sion by BAR in this way,

M

Evidence is provided here that the HFD, which induces an
increased PPAR Y expression, is able to modify vitamin A tar-
gel recepion expression. The overexpression of the PPARY
gene (55) and the underexpression or silencing of the RAR
gene have been independently indicated to be associsied with
colon carcinogenesis and tumor progression | 56),

O the ather hand, the addition of retiny] palmitate to an
HFLY seems 1o prevent, at least panially, not only the down-
regulation of vitumin A nuclear receplor expression but also
the overexpression of PPARY induced by the fat diet. A new
balance hetween nuchear receplors appears, with the use of
VAHFD, as a consequence of the simultaneous actions of
fatty acids and vitamin A. The present results have shown
that HFD) influences RAR and RXR expression and that vita-
min A supplementation modifies the mENA expression pro-
file of nuclear receptors created by fatty acids. The cross-talk
involved is still to be elucidated. Vitamin A may influence
lipidd metabolism (57), but the competition for heterodimei-
ration with RXRix could be a way for vitamin A to aftenuate
the effects of an HFD on PPARy. RXRix, and RARP gene
expression.

Fatty acids are now recogrized 1o modulate, via PPAR,
not only genes implicated in liphd homeostasis but also pro-
cesses such s apopltosis, proliferation, and differentiation
{9), even though the involvement of PPAR in carly events oc-
curring in carcinogenesis remains unclear, The current study
revealed that an HFD meodified not only PPARY but also the
expression of the vitamin A nuclear receptor (RARP and
RXRit) gene, Vitamin A supplementation revealed similar
nuclear receptor expression levels as that obtained with the
CD. Moreover, even without chemical initiation, equivalent
nuclear receptor expression patierns were found with the dif-
ferent dietary conditions. Such observations then seem to in-
dicate that HFD induces molecular modifications able 1o cre-
ate conditions favoring carcinogencsis processes, Moneover,
the alterstion of the function of the retinoéd pathway and its
antiumor activity could be o means by which HFD promotes
CORINOEENesis.
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Chapitre Il : Etudes Expérimentales

l.4. Conclusion

Nos données supportent les observations selon lesquelles, in vivo, un apport alimentaire
excessif en acide linoléique est lié a la promotion du processus de cancérogenése colorectale
(Takeshita et al., 1997). Elles confirment aussi I'intérét a accorder aux récepteurs nucléaires
directement responsables de variations de [I'expression de génes impliqués dans
’homéostasie cellulaire et dont I'expression est vraisemblablement modulée dans le

processus de cancérogenése colique.

La promotion par HFD est associée a un profil d’expression spécifique (Tableaux 4
et 5, article 1): La surexpression du géne codant pour PPARy est en accord avec des
données bibliographiques démontrant que des agonistes naturels (AGPIs) et synthétiques
(TzDs) de PPARy peuvent moduler le taux des ARNm de PPARy (Chambrier et al., 2002; Li et
al., 2005; Ceni et al., 2005). Cependant, a notre connaissance, aucune étude mécanistique
n'a été effectuée pour permettre d’expliquer l'implication des AGPIs dans la régulation
transcriptionnelle du géne codant pour PPARy. De plus, la modulation de I'expression de
PPARy s’accompagne aussi de celle des récepteurs de I'acide rétinoique, RXRa et RAR,
considérés tous deux comme des éléments favorisant les processus de différenciation et/ou
d’'apoptose. Ainsi, une hypoexpression des ARNm de ces récepteurs participerait a la
promotion observée. Plusieurs mécanismes sont évoqués pour expliquer l'altération de
'expression des récepteurs par les acides gras, en particulier une diminution de la
biodisponibilité de la vitamine A et des phénoménes de compétition entre les nutriments et
leurs récepteurs. Il a aussi récemment été montré qu’en plus de son rble primordial dans la
fonctionnalité de PPARy, RXRa est vraisemblablement impliqué dans les effets opposés des
AGPIs n-3 et des AGPIs n-6 sur la cancérogenése colique puisqu’il est capable de lier
préférentiellement les AGPIs n-3 (Fan et al., 2003). Ainsi, il n’est pas a exclure que les AGPI
n-6 pourraient favoriser la promotion en affectant I'expression de RXRa, capable

contrairement a PPARy, de médier des effets spécifiques des AGPI n-3.

La supplémentation en palmitate de rétinol semble s’opposer a la promotion induite
par HFD ainsi qu’aux altérations de I’expression des récepteurs (Tableaux 4 et 5, article
1) : Ces résultats confortent I'implication de la vitamine A et de ses récepteurs dans des
processus anti-tumoraux. La vitamine A semble avoir un effet antagoniste a celui du régime
hyperlipidique. L’addition de vitamine A au régime HFD pourrait améliorer la disponibilité de

ses métabolites dans la cellule et ainsi, soit prévenir les effets des acides gras sur la
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promotion et I'expression des ARNm des récepteurs, soit plus indirectement en régulant de

fagon opposée I'expression des récepteurs.

Les profils d’expression associés au régime HFD sont équivalents chez les animaux
initiés et non initiés (Tableau 5, article 1) : Ces résultats montrent qu’un régime
hyperlipidique promoteur de la cancérogenése crée des modifications précoces dans
'expression de certains récepteurs. Ces altérations peuvent constituer des conditions

favorisant 'augmentation de la sensibilité d’'un tissu aux agents mutagénes.
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ll. Effets d’un régime hyperlipidique inducteur
de prise de poids sur le profil d’expression des

recepteurs nucléaires PPARs et RARs/RXRa

L’obésité est causée par le déséquilibre entre les prises et les dépenses énergétiques, ce
qui conduit a une balance énergétique positive associée a un gain de poids. Alors que les
données concernant I'incidence du CCR dans nos sociétés industrialisées positionnent déja
cette maladie parmi les premiers cancers mortels, le mode de vie et en particulier la
surconsommation d’'une alimentation énergétique et déséquilibrée sont responsables de
l'installation d’états de surpoids et d’obésité néfastes pour la santé humaine. Or I'obésité est
un facteur de risque majeur de développement du cancer colorectal.

Ainsi, 'exemple de I'obésité souligne la capacité de I'alimentation a moduler le risque de
cancer colorectal. Comme dans le cadre du CCR, les récepteurs nucléaires -particuli€rement
les PPARs- jouent un réle fondamental puisqu’ils s’averent étre des cibles privilégiées pour le
traitement de I'obésité. Dans l'article 1, nous avons constaté qu’une alimentation riche en
acide linoléique, capable de promouvoir la cancérogenese colique, était associée a des
modifications de I'expression de récepteurs nucléaires. Or, ce type d’alimentation n’est pas le

reflet des régimes alimentaires humains.

Ainsi, ce second travail s’est intéressé aux modulations potentielles de I'expression des
récepteurs dans le cadre de la surconsommation d’'une alimentation déséquilibrée et capable
d’induire un état de surpoids. Nous avons aussi recherché si 'augmentation de la disponibilité
en vitamine A pouvait moduler les effets de la consommation excessive d’acides gras a la fois
sur la promotion et sur I'expression des récepteurs.

Ainsi, les objectifs spécifiques de cette étude étaient :

(i) de déterminer si le gain de poids induit par la surconsommation d’'un régime
hyperlipidique est précocément associé a un profil spécifique d’expression des
récepteurs PPARYy et 5, RARa et § et RXRq,

(ii) d’associer ce profil avec des données sur les biomarqueurs de la cancérogenése
colique que sont les FCA, la cyclooxygénase-2 et la Bcaténine,

(iii) d'observer les effets de la vitamine A sur le profil d’expression des récepteurs et

sur les biomarqueurs.
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Les résultats obtenus ont fait I'objet de larticle 2 accepté pour publication dans

International Journal of Cancer (Delage et al., 2005, in press).

I.1. Méthodologie

- Choix du modeéle animal
Dans l'objectif d’étudier les effets d’'une alimentation présentant de fortes similitudes avec
un régime humain déséquilibré, nous avons écarté les rats F344, présentant une certaine

susceptibilité a développer spontanément des FCA, au profit des rats de souche Wistar.

- Régimes alimentaires

Durant 8 semaines, ces animaux ont été soumis soit a un régime standard (alimentation dite
d’entretien), dans lequel 8% de I'énergie totale est fournie par les acides gras, soit a un régime
hyperlipidique (HLD), dans lequel 59% de I'énergie est fournie par les acides gras (Tableau V).
Le régime HLD équivaut au régime dit ‘cafétéria’ contenant différents constituants appartenant
a I'alimentation humaine et induisant une hyperphagie et un surpoids (Berraondo et al., 2000).
Les aliments du régime HLD (paté, lardons, chocolat, chips, biscuits) ont été choisis afin de
mimer les comportements alimentaires observés chez 'Homme. Une unique dose de DMH

(15mg/kg) a été injectée a tous les animaux aprés 4 semaines de régime.

Tableau V. Composition en acides gras des différents régimes
(données fournies par I'Institut Technique des Corps Gras)

% relatif
Moyenne
Standard HLD/VAHLD

C14 4.3 1.9
Cc16 17.6 26.6
C16:1(n-7) 0.2 14
C18 3.1 12.8
C18:1(n-9) 16.3 344
C18:2(n-6) 49.7 15.2
C18:3(n-3) 3.4 1
C20:1(n-9) 04 0.5
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- Modalités d’administration de la vitamine A

Nous avons fait le choix d’administrer la vitamine A sous forme d’esters de rétinol dans le
régime hyperlipidique (correspondant au régime VAHLD), mais aussi sous la forme directement
active, l'acide rétinoique tout-trans (ATRA) administré par gavage. Cette derniére forme
correspond a la forme utilisée dans le traitement de plusieurs maladies (leucémie
promyélocytaire aigué, acné, psoriasis...) et donne des résultats prometteurs dans le traitement
de cancers (Brtko et Thalhamer, 2003). Si les recommandations nutritionnelles peuvent
clairement étre bénéfiques pour la santé et prévenir l'installation de I'obésité et des maladies
associées comme le cancer du cblon, elles nécessitent des efforts individuels difficiles et
souvent inefficaces. Ainsi, puisque l'activité des rétinoides est utilisée dans le traitement de
certaines Iésions, nous nous sommes intéressés aux effets de I'administration orale de la

forme active de la vitamine A aux différents groupes d’animaux.

Il.2. Principaux résultats

Cette étude a permis :

(i) de mettre en évidence que la prise de poids observée aprés 2 mois de régimes
HLD ou VAHLD est associée a un nombre plus élevé de FCA par rapport au
régime standard (Tableau lll, article 2),

(ii) d’observer des profils d’expression de récepteurs distincts par rapport au régime
standard mais aussi selon que la vitamine A est associée ou non aux acides gras
alimentaires (VAHLD vs. HLD) (Tableau IV, article 2),

(iii) d'associer les différents régimes a des modulations des taux de COX-2 et

Bcaténine (Tableau IV, Figure 3A, article 2),
(iv) de mettre en évidence des modifications du taux de pcaténine par

I'administration d’ATRA chez les animaux soumis au régime VAHLD (Figure 3A,
article 2).

Les différentes observations que nous avons décrites correspondent au début de la phase
de gain de poids significatif chez les animaux soumis aux régimes HLD et VAHLD par rapport
aux animaux contréles (Tableau ll, article 2).

Les régimes HLD et VAHLD, qui se distinguent par leur teneur en esters de rétinol, sont
associés a des profils d’expression des récepteurs différents entre eux et par rapport a celui

qui est observé dans la muqueuse colique des animaux ‘standard’.
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L’administration d’ATRA aux animaux soumis au régime HLD ou VAHLD est associée a
une réduction du nombre de FCA et du taux de Bcaténine. Elle n’induit par contre aucune

modification de I'expression des récepteurs nucléaires.

11.3. Article 2
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A high-fat diet generates alterations in nuclear receptor expression: Prevention by
vitamin A and links with cyclooxygenase-2 and [-catenin

Barbara Delage®, Céline Bairras, Benjamin Buaud, Véronique Pallet and Pierrette Cassand

Laboratory of Food and Colon Carcinogenesis, Unit of Nutrition and Cellular Signalling, University Bordeaux I, Talence, France

Epidemiologic studies suggest that intake of high energy from fat,
inducing overweight, increases the risk of cancer development and
promotes colon carcinogenesis. It is therefore important to under-
stand which parameters are affected early on by a high-fat diet in
order to devise and improve protective nutritional strategies. We
investigated the effect of high energy/fat intake on colon mucosa
of male Wistar rats induced by a single 1,2-dimethylhydrazine
(DMH) injection. Aberrant crypt foci (ACF) were numbered and
modifications in cyclooxygenase-2 (COX-2) and f-catenin levels
assessed. Peroxisome proliferator- and retinoic acid-activated
receptors (PPAR and RAR, RXR) are key transcription factors
regulating gene expression in response to nutrient-activated sig-
nals. A short-term study was designed to evaluate whether altera-
tions in mRNA expression of nuclear receptors can be detected at
the beginning of the weight gain phase induced by an appetizing
hyperlipidic diet (HLD). HLD consumption induced early down-
regulation of PPARy (-33.1%) and RARP (-53.1%) mRNA
expression concomitant with an increase in levels of COX-2
(+45.5%) and p-catenin (+84.56%) and in the number of ACF
(191.56 = 88.60 vs. 21.14 = 11.64, p < 0.05). These findings suggest
that HLD increases ACF occurrence, possibly through alterations
in the mRNA expression profile of nuclear receptors. Moreover,
the use HLD rich in retinyl esters or supplemented with all-trans
retinoic acid led to a reduction in the number of ACF. Vitamin A
also prevented HLD-induced alterations and the increase in levels
of COX-2 and pB-catenin. The present observations show a protec-
tive role for vitamin A against disturbances associated with HLD
exposure in induced colon carcinogenesis.

© 2005 Wiley-Liss, Inc.

Key words: colon carcinogenesis; nuclear receptor; high energy/fat
intake; vitamin A

The incidence of obesity and colon cancer is increasing in all
industrialized countries. Colon carcinogenesis is a multifactorial
disease, and diet is strongly involved in its etiology. A prospective
cohort study has reported that increased body weight was associ-
ated with increased death rates form cancer.' Thus, the high preva-
lence of obesity, explained by a lifestyle characterized by high
energy/fat intake, led to increased risk of colon cancer develop-
ment. These conclusions are reinforced b;/ data suggesting that the
number of preneoplastic colonic lesions” * 1nduced by a high-fat
diet is reduced by restrrctron of energy intake® or by fiber- and
vitamin-rich diets.®” These data illustrate the potential of nutri-
tional methods for reducing the deleterious consequences of high
fat/energy intake on the risk of colon cancer.

It is likely that diet affects cancer occurrence at the level of the
cell signaling pathways rather than at the level of mutations.
Nuclear receptors have a central role in the regulation of gene
expression in response to diet. Thus, growing evidence points to
the involvement of nuclear receptors in colon tumorigenesis.
Indeed, they function as ligand-activated transcription factors and
regulate a wide range of target genes that affect almost all biologic
processes. Nuclear receptors belonging to the class II superfamily
heterodimerize with the obligate partner RXR and bind to specific
DNA sequences. Among numerous free fatty acids, PUFAs bind
PPARs with a higher affinity than SFAs and MUFAs. Thus,
PPARs represent key elements mediating, at least in part, the
effects of a high-fat diet on gene regulation. However, the wide
range of PPAR activity remains poorly understood. Various gain-
of-function experiments argue for a protectlve role of PPARY,
while others support the opposite idea.® Vitamin A and its most
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potent natural form, RA, also regulate a wide spectrum of proc-
esses, including proliferation, differentiation and development.
Vitamin A is now recognized as a promising agent for chemopre-
vention and chemotherapy for a variety of human cancers, includ-
ing epithelial cancers.” This nutrient acts mainly by activating
RAR and RXR. Among the different nuclear receptor 1sotypes the
involvement of PPARYy and RARB is the most studied in the con-
text of colon cancer development.'®!! Although less investigated,
other isoforms, such as PPARy, RARa and RXRa, could also par-
ticipate in the modulation of cancer risk.'>™'*

In addition to the direct regulation of target genes, nuclear
receptor expression may affect 2 signaling pathways related to
colon carcinogenesis involving COX-2 and B-catenin. COX-2,
which catalyzes prostaglandin biosynthesis, is induced by dietary
fatty acids and overexpressed in tumors. Alterations in the Wnt
pathway lead to nuclear accumulation of B-catenin, resulting in
abnormal gene expression and tumoral promotion. Both PPARY
and vitamin A-activated nuclear receptors are involved in the reg-
ulation of these 2 proteins.'>™'® Although some investigations
have examined the use of vitamin A and its natural and synthetlc
derivatives in the treatment and prevention of many cancers,'
very few have explored the potential efficiency of retinoids in
modulating the risk of colon cancer.

The present study is focused on the hypothesis that overfeeding
a high fat/energy diet affects nuclear receptor expression in
colonic mucosa and therefore may facilitate the occurrence of
ACF. Because the model of Min mice mlght not be suitable for
studying nuclear receptor expression,'®** we used DMH-induced
Wistar rats. The occurrence of ACF, nuclear receptor expression
and levels of COX-2 and B-catenin were analyzed in these animals
to investigate the connection between diet, receptor expression
and abnormal proliferation.

Material and methods
Animals and diets

Ninety male Wistar rats (7 weeks old) were purchased from
Harlan (Gannat, France). They were randomly divided into 6
experimental groups and housed singly with a 12:12 hr light—dark

Abbreviations: AC, aberrant crypt; ACF, aberrant crypt foci; ATRA, all-
trans retinoic acid; COX-2, cyclooxygenase-2; Cp, crossing point; DMH,
1,2-dimethylhydrazine; FAM, 6-carboxyfluorescein; GAPDH, glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase; HLD, hyperlipidic diet; Min, multiple
intestinal neoplasia (mouse); MUFA, monounsaturated fatty acid; PPAR,
peroxisome proliferator—activated receptor; PUFA, polyunsaturated fatty
acid; PVDF, polyvinylidene difluoride; RA, retinoic acid; RAR, retinoic
acid—activated receptor; RXR, retinoid X receptor; SFA, saturated fatty
acid; TAMRA, 6-carboxytetramethylrhodamine; VAHLD, vitamin A-
enriched hyperlipidic diet.
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TABLE I - COMPOSITION OF EXPERIMENTAL DIETS

Standard diet High-fat diets
HLD VAHLD
L1p1d§12 8 59 59
SFA? 0.96 25.37 25.37
MUFA? 248 23.01 23.01
PUFA? 456 10.62 10.62
Glucides' 71 32 32
Proteins' 21 9 9
Provitamin A activity>* 7.5 7.5 27.3

"Values are in percent of total energy provided.— L1p1d§ were
extracted from food according to the method of Folch ef al.,’® trans-
methylated and submitted to gas chromatography.— Values are in IU/
g of diet (1 pg retinol equivalents = 3.33 IU of retinol or retinyl
esters).— Vitamin A levels were determined by normal-phase HPLC
according to NF EN 12823-1 (Institut des Corps Gras, Pessac,
France). Data are provitaminA activities in the different diets and do
not take account of the ATRA administrated by gavage.
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FiGure 1 — Experimental design. ATRA was administered intragas-
trically, 1 mg/kg body weight once every 2 days.

cycle at 50% humidity and 21 * 1°C. Each rat was weighed
3 times weekly. All animals were fed and given water ad libitum.
Food intake was recorded daily.

After 7 days of acclimatization to the housing conditions, each
group of rats was fed one of 3 diets (Table I): the standard diet or
one of 2 high-fat diets, HLD and VAHLD. The first was a standard
rodent diet (AO4-type pellets; UAR, Villemoisson-sur-Orge,
France), while the high-fat diets consisted of a selection of palat-
able human foods that induce voluntary and spontaneous hyper-
phagia in rats. The high-fat diets were highly comparable to a
diet-induced obesity model called “cafeteria diet”, previously
described by Berraondo e al.>' Animals receiving the high-fat
diets were presented daily with a fresh mix of the following items:
paté, bacon, chocolate, potato chips, biscuits and pelleted chow in
a proportion of 2:1:1:1:1:1. In the high-fat diets, energy supplied
as lipids represented 59% of the total energy intake and consisted
of 43% SFA, 39% MUFA and 18% PUFA. Lipid composition was
determined by gas chromatography.

The quantity of vitamin A in the high-fat diets was different,
depending on the type of paté used: the HLD, prepared with a paté
rich in ham, contained 7.5 Ul/g of chow and the VAHLD, pre-
pared with a paté rich in liver, contained 27.3 Ul/g of chow. The
quantity found in the standard diet was 7.5 Ul/g of chow. Vitamin
A quantity expressed as provitamin A activity was determined by
HPLC.

Experimental protocol

Rats were fed one of the 3 diets during a 2-month period. After
1 month of diet, animals were given one i.p. injection of 15 mg/kg
of DMH (Fluka, St. Quentin Fallavier, France). Once every 2 days,
in each group, half of the animals received intragastric administra-
tion of ATRA (Sigma, St. Quentin Fallavier, France) in 500 pl of
coconut oil at a concentration of 1 mg/kg body weight (Fig. 1).
ATRA suspensions were prepared fresh daily under dim illumina-

tion and used not more than 45 min after preparation. Control rats
were gavaged with 500 pl of the coconut oil vehicle.

Rats were killed 2 months after the beginning of the experi-
ment. Colons were rapidly removed, slit open longitudinally and
cleaned with ice-cold 0.9% NaCl solution. Except for ACF analy-
sis, mucosal scrapings were quickly frozen in liquid nitrogen and
stored at —80°C until analysis.

Assessment of ACF in the colon

The full length of the colon was examined for ACs. Tissue was
washed with physiologic saline, cut open longitudinally, pinned
out flat and fixed in 10% buffered formalin. Colon samples were
stained with 0.5% methylene blue for 5 min, rinsed, placed on a
glass slide and examined microscopically using X40 magnifica-
tion for assessment of the number of ACs and ACF following a
procedure previously described.?? The criteria for the identifica-
tion of ACs were (i) increased size, (ii) thicker epithelial cell lin-
ing and (iii) increased pericryptal zone relative to normal crypts.
Crypt multiplicity was defined as the number of crypts in each
focus and scored blindly by a single observer. The efficacy end
point was inhibition of the overall occurrence of ACs and ACF.

RNA extraction and reverse transcription

Total RNA was isolated from colonic mucosa using an extrac-
tion kit (RNAgents Total RNA Isolation System; Promega, Char-
bonniéres, France) according to the manufacturer’s protocol. RNA
samples were reversed-transcribed as follows: 2 pg of total RNA
were mixed with RNasin (0.5 U, Promega) and DNAse I (0.5 U,
Roche, Meylan, France) and incubated for 15 min at 37°C.
Reverse primers (0.75 uM of each) were added and incubated for
10 min at 70°C. ImProm-II 5X reaction buffer (1X, Promega),
MgCl, (10 mM, Promega), dNTP (0.5 mM each, Roche) and
ImProm-II Reverse Transcriptase (10 U, Promega) were added for
1 hr at 42°C. Total volume was 20 pl, and each target mRNA was
co-reverse-transcribed with [,-microglobulin mRNA except for
RARB, which was co-reverse-transcribed with GAPDH mRNA.
Parallel reactions for each RNA sample were run in the absence of
ImProm-II Reverse Transcriptase to assess the degree of contami-
nating genomic DNA. Moreover, RT-PCRs without any RNA
sample were also assessed, to verify the absence of other contami-
nation.

Analysis of gene expresion using real-time PCR

Real-time quantitative RT-PCR involving LightCycler technol-
ogy (Roche, Mannheim, Germany), using SYBR green detection,
was performed according to the protocol recommended by the
manufacturer and previously described.>* PCR products were ana-
lyzed by electrophoresis on a 1.5% agarose gel (Sigma). The iden-
tity and specificity of amplified products were assessed by
sequencing with the Dye Terminator Reaction Cycle Kit on an
ABI PRISM 377 automated DNA sequencer (Perkin-Elmer, Nor-
walk, CT).

Forward and reverse primer sequences for PPARy and RXRa
were similar to those used by Groubet et al®* The nucleotide
sequences for the other primer pairs were as follows: B,-microglo-
bulin sense 5'-GCCCAACTTCCTCAACTGCTACG-3/, antisense
5'-GCATATACATCGGTCTCGGTGGG-3'; PPARS sense 5'-
CGCAACAAGTGTCAGTACTG-3', antisense 5'-CCAAAGCG-
GATAGCGTTGTG-3’; RARa sense 5'-GCCTCGAATCTACAA-
GCCTTGC-3/, antisense 5'-GGATACTGCGTCGGAAGAAGC-
3’; COX-2 sense 5-GCAAAGGCCTCCATTGACCAGAG-3,
antisense 5'-CGGGATACAGTTCCATGGCATCG-3'.

Quantification data were analyzed using the LightCycler analy-
sis software, version 3.5. In this analysis, the end point used in the
real-time PCR quantification, Cp, was defined as the PCR cycle
number that crosses an arbitrarily placed signal threshold. The
standard curve was a plot of the Cp vs. the amount of initial cDNA
used for amplification. The Cp was always the same for a given
dilution of B,-microglobulin or GAPDH cDNA, whatever the diet-
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ary conditions, demonstrating that reference mRNA expression
was not altered by diets and could be used as a normalizer for data
from target mRNA. The relationship between the Cp and the ini-
tial amount of cDNA was linear. The correlation coefficient (r)
was 1, and PCR amplification efficiencies of the target and the
housekeeping gene were similar and close to 100%. Standard
curves were used to estimate the concentration of both the target
and the reference gene in each sample. Then, the results were nor-
malized by the ratio of the relative concentration of target to that
of B,-microglobulin in the same sample.

Quantification of RAR S mRNA by TagMan PCR

The TagMan PCR technique measures an accumulating PCR
product in real time using a dual-labeled TagMan fluorogenic
probe. The experiment was conducted as previously described>
using the same primers and fluorogenic probes purchased from
Proligo (Paris, France). Each probe was synthesized with the fluo-
rescent reporter dye FAM attached to the 5’ end and the quencher
dye TAMRA attached to the 3" end.

Quantification data were analyzed using the LightCycler Rela-
tive Quantification software (Roche, Mannheim, Germany)
because RARP and reference (GAPDH) ¢cDNA amplification did
not have the same efficiencies (Fig. 2a,b). This software provided
calibrator-normalized relative quantification, including PCR effi-
ciency correction. The calibrator was chosen among the rats fed
CD. RNA was prepared and reverse-transcribed as described
above. cDNA was used as the calibrator in all experiments for
RARS quantification. Results are expressed as the target/reference
ratio divided by the target/reference ratio of the calibrator.

Immunoblotting

About 0.2 g of colonic mucosa was homogenized with an Ultra-
Turrax T25 homogenizer in 3 ml of extraction buffer (Igepal CA-
630 1%, sodium deoxycholate 0.5%, SDS 0.1%, EDTANa, 13%
and a cocktail of protease inhibitor in PBS, pH 7.4). After centri-
fugation at 11,000g for 15 min at 4°C, the supernatant was col-
lected and the protein concentration measured at 595 nm using a
bicinchoninic acid protein assay reagent (Pierce, Rockford, IL)
with BSA as a standard. Proteins were subjected to 10% SDS-
PAGE and then transferred to PVDF membranes (Bio-Rad, Yvry-
sur-Seine, France) in semidry medium at 90 mA for 2 hr. Transfer
of proteins to PVDF membranes was confirmed by staining gels
with Coomassie brilliant blue R-250 0.1% in methanol 40%, ace-
tic acid 10%. Membranes were incubated with anti-B-catenin
(developed in rabbit, Sigma) or anti-COX-2 (developed in rabbit;
Santa Cruz Biotechnology, tebu-bio, Le Perray en Yvelines,
France) or anti-B-actin antibodies (developed in mouse, Sigma).
Immunoreactive polypeptide bands were visualized enzymatically
in a secondary antibody reaction using peroxidase-conjugated
antirabbit or antimouse IgG (Sigma). Peroxidase substrates were
added with Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus
(Perkin-Elmer Life Sciences, Courtaboeuf, France). The chemilu-
minescence reaction was visualized by autoradiography (Autora-
diography films biomax light 1, Perkin-Elmer Life Sciences) and
evaluated with an image analysis software (Bio 1D; Vilbert Lour-
mat, Marne La Vallée, France). The software provides data which
are the sum of the intensities of the pixels inside the volume (i.e.,
the signal obtained by the light emission captured on film) X the
area of a single pixel (in mm?). A range of protein concentrations
was loaded onto the gels, and different times of film exposure
were used to ensure linear responses. B-Actin was revealed to
assess the quality of loadings and transfer.

p-Catenin immunohistochemistry

To determine whether diets and/or ATRA administration affect
localization of B-catenin, 7 pm sections of paraffin-embedded
colon tissues from 6 rats of each dietary group were mounted on
slides, deparaffinized, rehydrated and washed in PBS (pH 7.2).
Antigen retrieval was achieved using microwave heating at 800 W

BAE 1F5 5 amwy

:Il:ﬂ] o

Lo - - .

E 1 . e . -

cﬂ' s

e

em 1 B

]

L i

g a1 i i i i i i i
0 b ] M x

Crossing Pamt

Reterence @ GAPLDH

3

L 4 ---\'"‘l-._‘_-

E. - -\-'_'-._ .

0
| ':.._.___-

- ~

n

::" 1= i i 7 i i i %

2 2 - 28

Crossing Poinl

FIGURE 2 — (a) Fluorescence detection vs. cycle number of amplifi-
cation. The figure reveals distinct target and reference PCR efficien-
cies. (b) Standard curves for target (RARP) and reference (GAPDH)
are created by a dilution series of a nucleic acid. The figure shows the
initial cDNA log concentration plotted vs. Cp for the detection of sig-
nificant fluorescence and reveals nonlinear standard curves. LightCy-
cler Relative Quantification software takes account of the differences
in PCR efficiencies according to the concentration of cDNA.
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TABLE II - DIETARY CHARACTERISTICS AND BODY WEIGHTS OF ANIMALS FED THE DIFFERENT EXPERIMENTAL DIETS'

Mean food intake Mean calorie intake

Diet groups

Mean body weight (g) on experimental diets at

(g/day) (ki/day) Week 0, initial weight Week 4 Week 8, final weight

Control diets
Standard diet 23.84 = 2.05% 445.33 * 38.29% 196.33 =+ 3.65° 320.50 + 15.44% 390.50 + 23.17%
Standard diet + ATRA 22.82 * (.88% 446.28 + 16.44% 193.67 + 3.80° 314.92 + 8.60° 392.64 + 10.13%

High-fat diets
HLD 32.11 + 2.58° 943,71 + 75.83° 197.00 * 6.99° 331.13 + 15.59* 421.38 * 20.10°
HLD + ATRA 30.69 + 2.30° 901.98 + 67.60° 196.00 + 5.42° 321.20 + 10.08% 42143 *+ 13.13°
VAHLD 34.94 *+ 1.94° 1026.89 *+ 57.02° 200.70 *+ 2.67° 327.60 + 9.48% 42328 + 23.22°
VAHLD + ATRA 32.29 = 2.29° 949.00 + 67.30° 199.00 =+ 2.30° 316.67 + 7.51% 413.53 * 11.66°

"Values are means + SEM of measures performed on 15 rats, Student’s #-test or ANOVA. For each column, different letters (a, b) indicate
statistical differences between values obtained in each dietary group (p < 0.05).

TABLE III - EFFECT OF EXPERIMENTAL DIETS ON THE OCCURRENCE OF PRENEOPLASTIC LESIONS IN THE COLON OF RATS ADMINISTRATED DMH

Diet groups ACF/colon AC/ACE
1AC 2 AC 3 AC or more

Control diets

Standard diet 21.14 = 11.64° 12.86 = 8.19% 6.57 = 4.23° 1.71 + 2.25

Standard diet + ATRA 22.89 + 24.65%¢ 16.22 + 20.02° 5.33 = 6.29° 1.33 + 2.03*
High-fat diets

HLD 191.56 + 88.60° 109.44 * 56.36° 58.30 = 32.67° 17.33 = 8.76°

HLD + ATRA 167.50 * 128.30°° 121.83 + 102.13° 37.50 = 28.72° 8.00 = 10.28*P¢

VAHLD 99.00 * 28.43¢ 65.25 = 21.20° 26.50 * 9.19° 6.50 + 4.07°¢

VAHLD + ATRA 46.2 + 19.41¢ 28.80 = 13.29° 12.80 * 6.98% 4.10 * 4.01%¢

Rats were fed the diets for 4 weeks, injected once with a low dose of DMH (15 mg/kg body weight) and then fed the diets for an additional
4 weeks. Rats received intragastric administration of ATRA (1 mg/kg body weight) or vehicle once every 2 days during the experimental peri-
od.Values are means = SEM of measures performed on 9 rats, Student’s ¢-test or ANOVA. For each column, different letters (a—d) indicate stat-
istical differences between values obtained in each dietary group (p < 0.05).

for 8 min in citrate buffer (10 mM, pH 6). Endogenous peroxidase
activity was quenched by incubation with 3% hydrogen peroxide
in PBS for 30 min, and then sections were washed and blocked
with 10% horse serum in PBS for 20 min. Sections were incubated
overnight in a moist chamber at 4°C with the primary antibody,
anti-B-catenin (developed in rabbit, Sigma) at a dilution of 1:100.
Slides were washed in PBS and then incubated with a biotinylated
goat antirabbit secondary antibody (Jackson Immunoresearch Lab-
oratories, West Grove, PA) for 1 hr at room temperature at 1:500.
Antigen—antibody complexes were detected with the streptavidin-
biotin peroxidase (Amersham, Orsay, France) method using 3-
amino-9-ethylcarbazole as a chromogenic substrate (AEC Kkit;
Vector, Société ABCYS, Paris, France). After washing in tap
water, some slides were counterstained with hematoxylin for
1 min. One section on each slide had the primary antibody step
eliminated. Immunostained sections were examined by light
microscopy.

Statistical procedure

Experimental data were analyzed by one-way ANOVA fol-
lowed by Student’s r-test using the Statgraphics Plus software.
Experimental data are expressed as means = SEM, and differen-
ces at p < 0.05 were considered statistically significant.

Results
General observations

As expected, within 2 months, the body weights of animals fed
the high-fat diets (HLD and VAHLD) were significantly higher
than in the standard diet group. However, weights started to differ
significantly only in the second period of the experimental proce-
dure, i.e., at the end of the second 4-week period (p < 0.05) (Table
II). Energy provided by high-fat diets was greater than that of the
standard diet (2,939 kJ/100 g vs. 1,868 kJ/100 g). Moreover, ani-
mals fed high-fat diets consumed a greater amount of food than
those controls. Because our aim was to study the early molecular
alterations linked to diet, the experimental procedure was ended 1

month after chemical initiation and after 2 months of diet con-
sumption, at the beginning of significant weight gain. Intragastric
administration of ATRA did not modify the weight gain of ani-
mals in each diet group. No difference in weight gain was
observed in the HLD and VAHLD groups, which received differ-
ent amounts of vitamin A. Concomitantly with these observations,
the high-fat diets induced an increase in fat mass for both visceral
and s.c. adipose tissues compared to the standard diet (data not
shown).

On the basis of food consumption and body weight gain, the
present data show that the weight gain of rats fed the high-fat diets
was due to the fact that they ate more food rich in energetic com-
ponents.

Quantification of ACs and ACF

To limit potential disturbances of molecular events by the
chemical inducer, animals were treated with a single low DMH
dose (15 mg/kg body weight) sufficient to initiate abnormal prolif-
eration.” ACF were counted in 9 rats per group. The data are
reported in Table III. ACF were present throughout the length of
the colons except at the level of Peyer’s patches. Rats fed HLD
showed a significantly greater number of total ACF/colon com-
pared to those fed standard diet (191.56 = 88.60 vs. 21.14 *=
11.64, p < 0.05). Colon mucosa from the VAHLD group pre-
sented an intermediate number of total ACF (99 *+ 28.43), both
significantly different from the standard and HLD groups (p <
0.05). The occurrence of ACF induced by DMH in rats fed the
standard diet was unchanged by ATRA administration. No signifi-
cant effect was observed in ATRA-treated HLD-fed rats in spite
of a decrease in the mean number of total ACF (167.50) and ACF
with 1, 2 or 3 ACs compared to the results observed in HLD-fed
rats. A significant effect of ATRA administration on ACF occur-
rence was observed in the VAHLD + ATRA group compared to
the VAHLD alone group (46.2 = 19.41 vs. 99.00 = 2843, p <
0.05). Under these dietary conditions (VAHLD + ATRA), the
occurrence of ACF with 1-3 ACs appeared comparable to that
observed in controls.
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TABLE 1V - EFFECT OF EXPERIMENTAL DIETS ON NUCLEAR RECEPTOR mRNA EXPRESSION

Diet groups

mRNA relative quantification'

PPARS PPARY RARo RARB RXRo

Control diets

Standard diet 0.44 = 0.10* 1.69 = 0.36" 1.32 £ 0.28% 0.32 = 0.21* 4.63 = 0.93*

Standard diet + ATRA 0.42 + 0.07° 1.51 = 0.30* 1.42 = 0.32% 0.29 = 0.34* 4.59 + 0.43%
High-fat diets

HLD 0.48 + 0.09* 1.13 = 0.24° 1.10 = 0.21* 0.15 + 0.03° 4.81 = 0.58*

HLD + ATRA 0.48 = 0.08* 1.10 = 0.16° 1.55 = 0.34* 0.17 = 0.03° 5.28 = 0.81%

VAHLD 0.44 = 0.12% 2.58 = 0.37° 1.45 = 0.72% 0.66 = 0.37* 5.18 = 1.15%

VAHLD + ATRA 0.48 = 0.06* 2.13 = 0.55° 1.15 = 0.29* 0.64 = 0.35% 4.46 + 0.52°

Values are means = SEM of measures performed on 9 rats, Student’s z-test or ANOVA.—'Target mRNA are expressed in percent of B,-
microglobulin mRNA, except for RARP expressed first in percent of GAPDH mRNA and then submitted to normalization with a calibrator. For
each column, different letters (a—c) indicate statistical differences between values obtained in each dietary group (p < 0.05).

TABLE V - EFFECT OF EXPERIMENTAL DIETS ON COX-2 EXPRESSION

COX-2 expression

Diet groups

mRNA' Protein?

Control diets

Standard diet 1.03 £ 0.26*  7,695.05 + 1,843.96"

Standard diet + ATRA 1.15 + 0.16*  7,743.50 + 1,423.70°
High-fat diets

HLD 1.55 + 0.26° 11,194.50 = 2,190.85°

HLD + ATRA 1.69 * 0.52° 11,790.10 = 5,664.63°

VAHLD 1.31 + 0.48*° 7,847.34 = 1,610.78%

VAHLD + ATRA 1.28 + 0.12%  6,782.30 = 3,941.40°

Target mRNA are expressed in percent of [,-microglobulin
mRNA —’Data for protein levels were obtained from autoradiographic
film analyzed by Bio ID software, which provides data representing
the sum of the intensities of the pixels inside the volume (signal
revealed by the specific antibody) X area of a single pixel (in mm~).
Values are means + SEM of measures performed on 6 rats, Student’s
t-test or ANOVA. For each column, different letters (a, b) indicate
statistical differences between values obtained in each dietary group

(p < 0.05).

mRNA expression of nuclear receptors

We then investigated whether the modulation of ACF occur-
rence observed after a 2-month period of high-fat diet was associ-
ated with modifications in the expression of peroxisome prolifera-
tor and retinoid receptors. Relative quantification of the mRNA
expression of these nuclear receptors was performed on the
colonic epithelium of 9 rats per group (Table IV). In contrast to
the effects observed on AC and ACF occurrence, administration
of ATRA did not modify the mRNA expression of nuclear recep-
tors induced by each kind of diet. Expression of PPARS mRNA
was not modified by the different diets, while downregulation of
PPARy was induced by HLD. Surprisingly, VAHLD, with an
identical composition in fatty acids as HLD, provoked the oppo-
site effect, with overexpression of PPARY mRNA compared to the
standard diet (p < 0.05). High-fat diet in DMH-treated rats had no
significant effect on the mRNA expression of RARa or on that of
the common partner RXRa. Rats fed HLD showed a significantly
decreased level of RARP mRNA expression compared to those
fed the standard diet (p < 0.05).

Expression of COX-2 and f-catenin

In a large majority of colon cancers, the tumorigenic process is
characterized by upregulation of COX-2 and loss of B-catenin deg-
radation, leading to its accumulation. Whether the different diets
could modify the levels of COX-2 and B-catenin proteins in the
colonic mucosa was thus investigated.

Compared to the control group, the amount of COX-2 mRNA

transcript and protein was increased in the HLD group (p < 0.05)
both with and without ATRA (Table V). A slight, but not statisti-

cally significant, increase in the COX-2 mRNA level was also
detected in the VAHLD group. However, the amount of COX-2
protein was comparable to that of controls and significantly lower
than in the HLD group (p < 0.05).

HLD affected the level of total B-catenin (Fig. 3a). Rats fed
HLD exhibited the highest level of B-catenin, whereas no signifi-
cant modifications were found in the HLD + ATRA and the
VAHLD groups (p < 0.05). In contrast, rats fed VAHLD +
ATRA had the lowest level of B-catenin. Immunohistochemical
analysis on 7 um sections of colon did not reveal any modification
in B-catenin localization in any of the diet groups. In each dietary
condition, B-catenin was clearly detectable along the basolateral
membrane and in the cytoplasm of epithelial cells facing the
lumen (Fig. 3b).

Discussion

Analysis of the relationship between lifestyle and disease occur-
rence has enjoyed increasing interest in recent decades. The idea
that the risk of developing several malignant disorders is related to
dietary fat intake and overweight now emerges as a general con-
sensus. Nutritional factors are designated as the causative agents
and estimated to account for approximately one-third of cancers in
Western countries.?® Since overweight and obesity participate in
enhancing the risk of colon cancer, not only the type but also the
amount of food that is consumed must be taken into account in
health-maintenance programs. The present study is based on the
use of high-fat diets containing various sources of fat commonly
consumed in Western countries. These diets contained 60% of lip-
ids, of which a large majority were saturated and possessed a pal-
atable quahty, leading to overconsumption and subsequent weight
gam ! Epidemiologic and experimental data suggest that energy
in the form of fat and carboh;drate has a stronger influence on the
risk of cancer than protein.”” However, when animals were fed
high-fat diets, they also ate less protein and carbohydrate than
those fed the standard diet. Levels and sources of protem m the
diet could have a significant influence on tumorigenesis. 2830 Car-
bohydrates as well as proteins may induce a broad range of
effects,’’*? including modulation of cancer risk.*> Although
potential effects of proteins and carbohydrates on the occurrence
of ACF and associated molecular disturbances cannot be ruled
out, energy intake provided by fat appears to be the prevalent fac-
tor in the promotion of intestinal cancer. Overfeeding the high-fat
diets (HLD and VAHLD) was associated with high energy intake
and high fat mtake both of which increase the risk of colon cancer
development As expected early exposure to the high-fat diets
induced both weight gain and an increase in the number of DMH-
induced colonic preneoplastic lesions (ACF). Previous studies
have suggested that there is a high degree of correlation between
the number of multrcrypt ACEF and the outcome of colonic tumors
at later stages.*® The present study was conducted to analyze early
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FiGure 3 — B-Catenin levels and
localization. (a) Effect of high-fat
diet administration and ATRA sup-
plementation on total P-catenin
level in colon mucosa. Data repre-
sent means of measures performed
on 6 animals, with SE represented
by vertical bars. Different letters
(a—c) indicate statistical differen-
ces between values obtained in
each dietary group (p < 0.05). (b)
Qualitative data on [-catenin local-
ization obtained by immunohisto-
chemistry. Intense staining of cells
facing the lumen is observed (b/,
original  magnification  X400)
whatever the diet, with or without
ATRA. Counterstaining with hem-
atoxylin reveals no nuclear local-
ization of B-catenin (b2, original
magnification X200).
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molecular alterations associated with high energy intake/weight
gain in the earliest steps of carcinogenesis.

Colon carcinogenesis is a multistep process involving both pro-
gressive loss of growth control mechanisms and accumulation of
mutations resulting in an increased level of neoplasia. The multi-
stage process has been described as a “progressive disorder in sig-
nal transduction”.*® According to this model, progressive nonge-
netic disruptions in homeostatic mechanisms controlling prolifera-
tion, differentiation and apoptosis can increase the occurrence of
cancer.

A number of studies on the colon tumor—promoting effects of
dietary fat have focused on PPARY, first, because this receptor has
a central role in nutrient-controlled gene regulation and, second,
because of its involvement in colon carcinogenesis. The majority
of reports concerning PPARY are gain-of-function experiments.
Colon tumor cell lines respond to PPARYy agonists by reducing
growth rate and increasing differentiation or apoptosis.>’** Our
results show that HLD downregulates the level of PPARY mRNA.
Underexpression of PPARY in rodent and human mammary gland
carcinomas***> and in human prostate adenocarcinomas have
been reported previously.*> Moreover, Sarraf er al.** detected
somatic loss-of-function mutations in the gene encoding PPARY
in a few cases of sporadic colorectal carcinoma, suggesting that
the wild-type gene compromises the survival of abnormal cells.
The mechanism by which HLD downregulates PPARY mRNA
remains unknown. In addition to downregulation of PPARYy
mRNA, we found that HLD produced an increase in the number
of ACF. This observation is consistent with a clinical report that
reduced levels of PPARyY mRNA mi%ht be correlated with
increased prevalence of colonic polyps.*’ In contrast to PPARY,
the o isoform appears to be involved in tumor formation rather
than in ACF occurrence.*® The PPARS isoform, expressed aber-
rantly during the development of colorectal cancer, was not
affected by HLD in our experiment, though its mRNA levels were
reported to be regulated in response to nutritional state in other tis-
sues.*” PPARS is a direct transcriptional target of B-catenin, and
[B-catenin levels were increased by HLD. It might thus be surpris-
ing that we did not detect an increase in the level of PPARS
mRNA. However, even if the level of total f-catenin increased in
the mucosa of rats fed HLD, immunohistochemical analyses did
not reveal any abnormal nuclear localization.

Concomitant with the decrease in PPARy mRNA level, we
found that HLD negatively affected the expression of RAR. Vita-
min A is involved in the maintenance of epithelial homeostasis,
mainly through its interaction with RARs and RXRs. Loss of vita-
min A sensitivity is a common feature of human cancer cells and
appears to be a consequence of the silencing of the RARB gene.*®
Various mechanisms have been evoked to explain how dietary fat
modifies RARP expression. High-fat diets may modify cell mem-
brane properties* and, thus, alter retinol transport across colono-
cyte membranes. Alternatively, HLD might increase retinol esteri-
fication or modulate the rate of retinol metabolism.’*>' Autoregu-
lation of RARP gene expression plays an important role in the
response of colon cancer cells to RA. Thus, one hypothesis is that
HLD leads to a decrease in the cellular concentration of active
RAs. A decrease in RA availability should then affect RARPB
expression. However, why in our experiment HLD specifically
induced downregulation of RAR without modifying the levels of
RARa and RXRo mRNA remains to be elucidated. Our results do
not exclude the possibility of alterations of RARo and RXRa at
the protein level.

Several reports have indicated that COX-2 is involved in colon
carcino%enesis since this protein is overexpressed in human
tumors.>>>> Fatty acids and derivatives are involved in the regula-
tion of COX-2, which appears to be one of the main targets of
these nutrients.”* In the present study, feeding rats HLD induced
an increase in the level of COX-2 mRNA and protein concomitant
with underexpression of both nuclear receptors, PPARy and
RARS. Interestingly, associations between nuclear receptors and
COX-2 regulation are supported by data from the literature. Inhib-

ition of COX-2 expression is one of the mechanisms by which
the PPARYy pathway induces apoptosis and inhibits inflamma-
tion.'”” Badawi and Badr*? also demonstrated a correlation
between downregulation of the PPARY mRNA and the increase of
COX-2 in human breast cancer, suggesting that the 2 events are
closely related. Other reports also indicate that RARP inhibits
COX-2, to mediate a protective action against carcinogenesis. -
Thus, underexpression of RARP and PPARYy could participate
in the effect of fatty acids on DMH-induced COX-2 over-
expression.

The loss of B-catenin de%radation is another event occurring
early in colon tumorigenesis.”® Even though our results showed an
increase in the level of B-catenin in rats fed HLD, there was no
change in B-catenin localization compared to rats fed the standard
diet. The present results may describe an event prior to -catenin
translocation toward the nucleus. Vitamin A nuclear receptors are
implicated in the targeting of B-catenin for degradation.'® Thus,
we can postulate that alterations in nuclear receptor expression
patterns could modify the level of PB-catenin. Therefore, the
observed B-catenin accumulation might be a consequence of
RARP downregulation. These results might be relevant to the role
of nuclear receptors in the risk of colon cancer.

Vitamin A and its active form, ATRA, are used with promising
results in the treatment of many tumors.” Because overfeeding
HLD affected early RARP expression, another high energy/fat diet
containing a higher level of vitamin A (mainly under the form of
retinyl esters) was used, to determine whether vitamin A could
prevent or reverse the HLD-induced modifications in gene expres-
sion. As expected, the level of RARP mRNA was increased when
vitamin A was included. Surprisingly, the level of PPARy mRNA
in rats fed VAHLD also appeared significantly increased com-
pared to that in rats fed HLD. Because this pattern of expression
was associated with a reduction in ACF occurrence, our results
support the idea that upregulation of both RARB and PPARY is
associated with an antiproliferative effect The partial prevention
of ACF occurrence by VAHLD also revealed the capability of
vitamin A to thwart or reverse the effects of high energy/fat intake
by restoring or maintaining levels of COX-2 and B-catenin compa-
rable with those obtained with the standard diet. Interestingly,
these results demonstrate that the alterations in gene expression
pattern induced by fat/energy intake can be, at least in part, antag-
onized by vitamin A.

The present results also demonstrate that RARB underexpres-
sion is a crucial parameter in disorders induced by HLD. Diet-
derived ATRA is the main signaling retinoid in the body, and oral
administration of ATRA restores expression of certain nuclear ret-
inoid receptors altered during premalignant or malignant lesion
development.”” ATRA administration is useful in treating acute
promyelocytic leukemia and dermatologic diseases and is promis-
ing in new therapies against cancer.’ Vitamin A under its active
form is efficiently taken up by gastrointestinal cells and subse-
quently delivered to target cells. ATRA is not submitted to hepatic
immobilization since in vivo it is synthesized from the vitamin A
storage form in an irreversible way. Until now, very few in vivo
experiments have analyzed the chemopreventive action of ATRA
in colon tumorigenesis. Oral administration of ATRA, performed
in each of our dietary groups, tended to reduce ACF occurrence in
rats fed HLD or VAHLD. However, ATRA did not prevent the
diet-induced alterations of the different molecular biomarkers that
we analyzed. The dose of ATRA that we used appears insufficient
to modify the expression level of its own receptor, RARf. Only -
atenin levels appeared to be affected by the presence of ATRA.
The mechanism by which ATRA affects [-catenin levels is
unknown, but we cannot exclude that the regulation of B-catenin
levels relies on the activation of RARB by ATRA even in the
absence of induction of RARP expression. Our results reveal that
maintenance of low levels of B-catenin could participate in the
prevention of ACF occurrence. Additional studies are needed to
further document the role of ATRA in the prevention of HLD-
induced disturbances. There are, however, limitations in the use of
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ATRA since this compound could be toxic, as observed in acute
promyelocytic leukemia therapy.

In conclusion, our study demonstrates that excessive fat/energy
intake inhibits RARB and PPARY expression at an early stage
and participates in DMH-induced ACF occurrence by increasing
the level of COX-2 and B-catenin. These molecular alterations
might correspond to some of the early events in the modification
of the cell program that facilitates the onset of cancer. Although
the mechanisms by which fat/energy intake promote ACF occur-
rence remain to be elucidated, downregulation of RARP justifies
the interest in the mode of action of vitamin A. This nutrient,

probably in part through RARP upregulation, might prevent
HLD-induced alterations of COX-2 and -catenin levels. A
detailed understanding of nutrient-induced signaling mechanisms
and their consequences in colon cancer and in normal colon
physiology will certainly contribute to the development of effec-
tive therapies.
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11.4. Conclusion

Nos données supportent I'hypothése selon laquelle des apports excessifs en acides gras
induisant une prise de poids sont précocément associés a des altérations de I'expression des
ARNm des récepteurs PPARy et RARR.

L’effet promoteur du régime HLD est associé a un profil spécifique d’expression :
L’effet promoteur, mis en évidence par le dénombrement des FCA, est confirmé par des taux
élevés de COX-2 et de Bcaténine (Tableau IV, Figure 3A, article 2). Alors que le régime riche
en AGPI n-6 conduisait a la surexpression de PPARy (Tableau 5, article 1), la sur-
consommation du régime HLD associe un effet promoteur sur la cancérogenése a un taux
abaissé d’ARNm PPARy. Donc, un effet promoteur des acides gras n'est pas
systématiquement lié a une surexpression de PPARy. Ce résultat confirme la complexité de la
fonction de ce récepteur dans le processus de la cancérogenése colique (Girnun et al., 2002)
et confirme qu’il est une cible pharmacologique potentielle pour le traitement du CCR.
L’hypoexpression concomitante de PPARy et de RARp supporte les données évaluant que
ces 2 récepteurs ont des activités anti-tumorales via I'induction de processus tel que celui de
la différenciation. Il n’est donc pas a exclure que leur sous-expression soit un mécanisme qui
facilite I'échappement de cellules anormales vis-a-vis de la mort cellulaire ou de l'arrét de
croissance. Ainsi, dans le cadre de la promotion de la cancérogenése colique par une
surconsommation d'une alimentation hyperlipidique, les acides gras pourraient faciliter la

prolifération cellulaire en altérant I'expression de génes qui la compromette.

La vitamine A présente dans le réegime VAHLD développe une activité antagoniste a
celle des acides gras (Tableau IV, article 2) : Nos résultats confortent encore I'implication de
la vitamine A et de ses récepteurs dans des processus anti-tumoraux. De plus, la présence de
vitamine A dans le régime VAHLD permet le maintien ou la réinduction d’'une expression des
ARNm de RARp (déterminante dans l'effet antiprolifératif du nutriment) comparable a celle
observée avec le régime standard et prévient I’hypoexpression de PPARYy. Ainsi, la vitamine A
n'agit pas exclusivement sur sa propre voie d’action méme si aucun mécanisme connu
n’explique encore comment elle module 'effet promoteur des acides gras et I'expression des
ARNmM PPARy.

L’administration d’ATRA influence le taux de Pcaténine (Fiyure 3A, article 2): Si

I'utilisation de la forme active de la vitamine A permet de prévenir en particulier le stockage du

nutriment dans le foie, elle peut avoir un effet toxique pour I'organisme. La dose d’ATRA
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utilisée semble pourtant déterminante pour I'observation d’éventuels effets sur I'expression
des récepteurs. En effet, nos résultats encore préliminaires montrent que sans modifier
'expression des ARNm RARp, 'ATRA peut moduler le taux de pBcaténine qui semble

déterminant dans I'apparition des FCA.

L’ensemble de ces résultats justifie I'intérét d’étudier I'expression des récepteurs
nucléaires, précocément modulée par les régimes hyperlipidiques consommeés dans les
pays occidentaux.

Nos données justifient aussi I'intérét d’étudier la participation de la vitamine A dans
le traitement du cancer colorectal et de I'employer dans une optique de prévention

nutritionnelle de ce cancer.
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Chapitre III : Etude Chez I’ Homme

Description des profils d’expression des
recepteurs nucléaires dans la muqueuse

colorectale - saine et tumorale - chez PHomme

Evaluation des modifications de I'expression des récepteurs chez des

patients en surpoids ou obéses.

Actuellement, de nombreux travaux de biologie cellulaire et moléculaire visent a mieux
comprendre les mécanismes d’intervention des récepteurs nucléaires dans le contrble de
I'expression génique et les processus physiopathologiques. Dans ce domaine de recherche,
les approches chez 'Homme ne sont que faiblement documentées. La majeure partie des
données bibliographiques a été obtenue sur des modéles expérimentaux et ce n’est que trés
récemment que des travaux cliniques se sont consacrés a l'expression des récepteurs
nucléaires dans différentes pathologies (maladie d'Alzheimer, hypothyroidie, diabéte, obésité,
cancer...). Les résultats de ces travaux permettent de mieux caractériser les fonctions des
récepteurs nucléaires et envisagent qu’ils puissent constituer des cibles thérapeutiques. C’est
dans ce courant de recherche que s’inscrit le travail présenté ici. En effet, I'objectif premier
de cette étude était de définir les profils d’expression des PPARSs et des récepteurs activés par
les rétinoides ainsi que leurs interactions potentielles dans les muqueuses saines et les
carcinomes colorectaux. La caractérisation de I'implication des récepteurs et de la modulation
de leur expression dans le processus tumoral a pour but d’améliorer notre compréhension des
meécanismes impliqués dans le cancer et a terme de favoriser le développement de statégies
chimiopréventives et curatives. De plus, a ce jour et a notre connaissance, aucune analyse
visant a comparer I'expression des récepteurs PPARs, RXRa et RARs dans les tumeurs

colorectales humaines n’a été publiée.
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Un deuxiéme volet de ce travail se positionne dans le domaine de recherche Nutrition-
Cancer. En effet, des études de mortalité par cancer ou d’incidence des cancers montrent que
les individus présentant un surpoids ou obéses constituent une population a haut risque de
cancers (Bianchini et al., 2002; Calle et al., 2003) Actuellement, en France, environ 42% des
individus sont en surpoids et 11% sont obéses (étude ObEpi 2003). A I'échelle mondiale, un
milliard de personnes sont en surpoids dont 300 millions sont obéses (WCRF).

L’obésité correspond a un excés de masse grasse apprécié de maniére générale par
I'indice de Quetelet appelé aussi Indice de Masse Corporelle (IMC) (Deurenberg et al., 1991).
En pratique, les seuils utilisés sont pour 'lhomme comme pour la femme de 25 pour définir le
surpoids, de 30 pour I'obésité modérée, de 35 pour l'obésité sévére et 40 pour I'obésité
massive. Au dela de ce simple constat d’excés de tissu adipeux, I'obésité est une pathologie
complexe associant des facteurs génétiques, un déséquilibre du métabolisme énergétique,
des facteurs psycho-pathologiques et des complications diverses, en particulier
endocrinométaboliques. L’'obésité constitue un probléme majeur de santé publique du fait de
sa prévalence, de la fréquence et de la gravité de ses complications. En particulier, I'obésité et
le diabéte de type Il sont souvent associés et la quasi-totalité des obéses sont insulino-
résistants. Le terme de Syndrome X regroupe les désordres métaboliques souvent associés a
I'état d’obésité : hyperinsulinémie, hyperlipidémie, hypercholestérolémie, insulino-résistance,
hyperglycémie, diabéte de type Il (non insulino-dépendant), hypertension et hyperuricémie
(Reaven, 1988). Plusieurs études épidémiologiques ont montré qu’un excés de poids corporel,
défini par un IMC supérieur a 25, était associé a une augmentation du risque de cancer
colorectal (Calle et al., 2003; Giovannucci, 2003). Des preuves substantielles indiquent une
association positive entre I'lMC et le risque de cancer colorectal (Caan et al., 1998; Murphy et
al., 2000). L’hypothése actuelle suggére que I'IMC serait responsable d’une augmentation de
incidence de CCR via I'élévation de la concentration sanguine d’insuline et de facteurs de
croissance insulino-mimétiques (IGF, Insulin-like Growth Factor) qui favoriseraient la prolifération
de cellules coliques malignes (McKeown-Eyssen, 1994, Giovannucci, 1995(b)).

Le second objectif de cette étude visait a évaluer s’il existe une relation entre I'IMC et
I'expression des récepteurs nucléaires dans la muqueuse colorectale.

- Spécifiqguement, les PPARs sont largement impliqués dans le métabolisme des
lipides et dans le processus d’adipogenése (Kersten, 2002). lls constituent déja des cibles
thérapeutiques pour le traitement de l'insulino-résistance par les TZDs (Avandia™, Actos™).
Ces antidiabétiques ont dailleurs démontré sur des modeéles animaux leur capacité a inhiber le
processus de cancérogenése colique (Osawa et al., 2003). Ces données corroborent I'idée
d’'une implication de I'hyperinsulinémie dans la relation obésité-CCR et attribuent aussi aux

PPARs un role clé dans la relation Obésité-Cancer.
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- De par le réle important que tient la vitamine A dans le développement du tissu
adipeux, des modulations de la biodisponibilité de ce nutriment ont des répercussions sur la
masse corporelle. Ainsi, des souris carencées en vitamine A présentent une augmentation
marquée de leur masse adipeuse et de leur poids (Ribot et al, 2001). Il nest donc pas
impossible de penser que linstallation d’'un état de surpoids ou d’obésité soit associée a des
altérations de la fonctionnalité de la vitamine A. De plus, il semble que ce nutriment améliore,
vraisemblablement de facgon indirecte, la capacité de I'insuline a maintenir une glycémie
normale (Facchini et al, 1996). Ainsi, serait-il possible que la résistance a linsuline et
I'hyperinsulinémie soient favorisée par une faible biodisponibilité en vitamine A ? Une étude
humaine a montré que des patients présentant un diabete de type Il, caractérisé par une
résistance des tissus périphériques a l'insuline, possédaient un statut vitaminique A normal
(Basualdo et al., 1997). Pourtant, une étude récente a montré que les concentrations sériques
de rétinol mesurées chez des patients en surpoids ou obéses, présentant souvent des
altérations de la sensibilité a l'insuline, s’avéraient plus faibles que chez des individus de poids
normal (Viroonudomphol et al., 2003). Ainsi, le lien potentiel entre biodisponibilité en vitamine
A et insuline reste présumé. Cependant, il n'est pas a exclure que des altérations dans la
fonctionnalité de la vitamine A puissent exister chez des patients en surpoids ou obéses et

favoriser a terme I'apparition de tumeur colorectale.

En résumé, nous avons déterminé les profils d’expression des récepteurs
nucléaires dans la muqueuse colique saine et tumorale et cherché a apprécier Ia
présence d’altérations précoces de I’expression de ces récepteurs chez les patients en

surpoids.

1. Méthodologie

Cette étude a été réalisée sur 20 patients de sexe masculin agés de 41 a 87 ans et
hospitalisés pour un cancer colorectal dans le service d’'Hépato-Gastro-Entérologie de I'hopital
St André (Bordeaux) durant la période s’étendant de janvier 2003 a septembre 2004. Neuf
patients présentaient un IMC<25 et onze un IMC>25 (dont quatre avec IMC>30). Avec la
collaboration du Pr. Eric Rullier, les échantillons de tissus colorectaux sains et tumoraux ont
été prélevés pour chaque patient lors de l'opération de résection d’'un segment colique
contenant la tumeur. L’analyse microscopique des échantillons sains et tumoraux a été
effectuée par le Dr. Anne Rullier, anatomopathologiste au CHU de Bordeaux. Les informations
concernant I'age, I'IlMC, la localisation et le stade des tumeurs sont regroupés dans le tableau
I de I’ article 3.
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Chapitre Il : Etude Chez I’Homme

2. Principaux résultats

Cette étude a permis :

(i) de mettre en évidence des différences d’expression des récepteurs nucléaires
PPARs, RARs et RXRa entre la muqueuse saine et les tumeurs colorectales,

(ii) d’observer des corrélations distinctes entre les récepteurs nucléaires selon le tissu
(sain ou tumoral),

(iii) de comparer les profils des récepteurs nucléaires chez les patients avec un
IMC<25 et chez les patients en surpoids ou obéses (IMC>25),

(iv) d’évaluer, dans la muqueuse saine, si I'expression des récepteurs était significative

de l'indice de masse corporelle des patients.

Aucune corrélation de I'expression des récepteurs avec les stades ou les sites de
localisation des tumeurs n’a été mise en évidence. La sous-représentation du stade A de
Dukes pourrait avoir constitué une limite.

Nous avons aussi déterminé I'expression de COX-2 modulée par les différents récepteurs

et reconnue pour étre dérégulée dans les CCRs.

3. Article 3
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‘Nuclear receptor expression in healthy and tumor colorectal mucosa

from lean and overweight patients’
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Abstract

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) and retinoid-activated receptors
(RARs and RXRs) are transcriptional regulators involved in both lipid metabolism and
cellular homeostasis. Given the nuclear receptor properties in improving obesity-associated
disorders and in chemoprevention or chemotherapeutic, we need to better understand the
relationship between the overweight and the increasing risk of developing colorectal cancer
(CRC). So, we investigated the mRNA expression of nuclear receptor subtypes in 20 resected
samples of CRC and paired non tumor tissues. Interestingly and despite heterogeneous pattern
in the expression level of PPARy and PPARS, the expression of retinoid-activated receptors
was significantly increased in tumor tissues from lean compared to overweight patients.
Nevertheless, the quantification of receptor expression in macroscopically normal mucosa did

not reveal differences explaining the causal link between weight statut and CRC risk.

Keywords: Peroxisome proliferator-activated receptor; Retinoid-activated receptor; Colo-

rectal cancer; Overweight; BMI



1. Introduction

Approximately 5% of individuals will develop colorectal carcinoma during their lifetime.
It typically progresses from adenomatous polyps, dysplastic polyps to invasive carcinoma
[1,2]. Colorectal cancer (CRC) appears particularly vulnerable to the effects of nutritional
factors and dietary habits. Indeed, the etiology of CRC involves changes in cell environment
and signal transduction related to dietary components. Excessive consumption of calories
from fat is specifically thought to be largely responsible for the increasing incidence of CRC
in western countries. Obesity status associated with high Body Mass Indices (BMI) is
correlated with high rates of CRC [3,4]. The underlying mechanisms of why and how
overweight and obesity increase cancer risk are emerging only gradually. One supposed
mechanism is the onset of insulin resistance and the resulting hyperinsulinemia developing
growth-promoting effects [5].

Alterations in the homeostasis of the metabolism of fatty acids and their derivates are
considered as one major cause of obesity-related symptoms called Syndrome X including
hyperinsulinemia, hyperlipidemia, hypertension and type II diabetes [6]. Peroxisome
proliferator-activated nuclear receptor (PPAR) family, which includes three isotypes o, /0
and v, plays a pivotal role in fat metabolism regulation and adipogenesis. Knowledge
concerning these ligand-activated transcription factors identified the primordial role of PPARYy
and PB/d in adipocytic fate. Main inducer of adipocyte differentiation, PPARy is a target for
insulin sensitizing drugs called thiazolidinediones (TZD) [7]. The 6 isoform of PPAR was
also involved in fat metabolism since Cheng et al. observed that knock out mice for PPAR[B/6
were enable to upregulate fat burning and increase their body weight when submitted to high
fat diets [8]. Moreover, hypolipidemic and hypoglycemic drugs were shown to activate
PPARP/S [9]. Contrary to the differentiating role of PPARY, the /0 isotype could promote
pre-adipocyte proliferation before the differentiation step [10].

Obesity-related diseases could affect the integrity of colon tissue homeostasis since they
increase the risk factor of CRC [11]. Antidiabetic treatments were shown able to inhibit colon
carcinogenesis in rodent models [12,13] and to promote differentiation of colon cancer cells
[14]. Moreover, concomitant suppression of hyperlipidemia and polyp formation were
recently observed in APC-deficient mice treated with TZD [15]. PPARYy clearly appears as an
interesting target for drug development in prevention of both obesity and colon pathogenesis.

Indeed, the activation of PPARy by antidiabetic TZD, polyunsaturated fatty acids (PUFA) as



those present in fish oil as well as nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) revealed
anticolonic cancer properties [16,17]. Anti-proliferative effect of PPARy observed in vitro
[14,18] and inactivating mutation in PPARy gene found in colonic tumors [19] argue for its
potential function as tumor suppressor. Moreover, a significant inverse correlation was found
between the mRNA expression of the receptor in colon mucosa and the risk of polyp
occurrence [20]. PPARPB/6 may also play an important role in the process of colon
carcinogenesis. Indeed, PPARB/d mRNA has been found to be frequently overexpressed in
both colon cancer cells [21] and in tumours of chemically-initiated animals [22].

PPAR belong to the superfamily of ligand-activated nuclear receptors. Their
transcriptional activity is dependent on the presence of the retinoic X receptor (RXR),
activated by 9-cis retinoic acid (9-cis RA). Heterodimerization with RXR is essential for the
activity of all class II nuclear receptors [23] and explain how fatty acids and retinoids can
supervise lipid metabolism [24]. The acid forms of vitamin A - 9-cis RA and all-trans retinoic
acid (atRA) - also exhibit anti-tumoral activities in many tissues through binding to RXR and
retinoic acid-activated receptor (RAR). Indeed, retinoids have chemopreventive and
chemotherapeutic activities with regard to their capacity to induce cell differentiation and
apoptosis [25]. RXRa is by far the most prevalent isoform in colon, while RXRf3 and RXRy
are expressed at low levels [26]. All the three RAR isotypes - a, B, y - are expressed or
induced by retinoids in colon cancer cell lines [27]. Alterations in retinoid receptor expression
and function have been observed in various in vivo and in vitro cancer cells, but poorly
investigated in CRC [28]. These defects could induce disturbances in biological activities of
retinoids and in the response of target cells to retinoid derivatives.

Gene expression profiling aim to elucidate features underlying pathogenesis and has
already led to highlight alterations in many genes in colon cancer [29,30]. In order to better
characterize the involvement of nuclear receptors in both healthy colorectal mucosa and
tumor tissue, we determined their mRNA expression pattern in patients with colorectal
cancer. Moreover, overweight and obese individuals have an increased risk of developing
colorectal cancer and BMI was shown to be correlated with the risk. Thus, we investigated
whether high body weights are related with early alterations in the expression of nuclear

receptors in normal colon mucosa.



Table 1. Summary of clinical and pathological data

Case n° Age BMI ™ N M Dukes” Site

1 80 20.83 4 1 X C asc. colon
2 80 29.75 3 1 X C asc. colon
3 72 38.75 3 1 X C rectum
4 82 31.41 3 0 X B rectum
5 81 21.47 3 0 X B sigmoid
6 69 25.34 3 0 X B asc. colon
7 56 24.68 3 1 1 D asc. colon
8 66 21.91 3 0 X B asc. colon
9 69 24.34 4 1 X C rectum
10 86 24 .91 4 1 1 D asc. colon
11 87 23.03 3 1 X C rectum
12 66 27.68 4 0 X B sigmoid
13 73 28.13 4 1 X C sigmoid
14 71 34.60 3 1 X C rectum
15 60 30.24 2 0 1 D sigmoid
16 61 26.12 3 0 X B sigmoid
17 41 18.73 4 1 X C asc. colon
18 85 25.95 3 1 X C asc. colon
19 72 29.06 2 0 1 D des.colon
20 76 22.72 3 1 1 D rectum

a

M, metastasis

b According to the Dukes classification

According to the TNM classification : T, primary tumor; N, regional lymph nodes;



2. Material and Methods

2.1. Patients and samples.

Tumors samples and normal adjacent tissue samples that were microscopically confirmed
to be free of cancer were obtained from 20 patients undergoing surgery for colorectal cancer
at the St André Hospital (Bordeaux, France) from january 2003 to september 2004. All
selected patients were men without neoadjuvant treatment. Informations concerning age, BMI
(kg/m?), site, poTNM and Dukes stage are indicated in Table 1. Following surgery, samples
from tumor and adjacent normal mucosa were frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C
for subsequent RNA extraction or paraffin-embedded for subsequent immunohistochemical

analysis.

2.2. RNA extraction and reverse transcription (RT).

Total RNA was extracted from colon tissue samples using the RNAgents Total RNA
Isolation System kit according to the manufacturer’s instructions (Promega, Charbonnicres,
France). Purified RNA was quantified and assess for purity by UV spectrophotometry.
Reverse transcription was as follow: 2 ug of total RNA was mixed with Rnasin (1U/uL,
Promega, Charbonniéres, France) and Dnase I (0.5U/uL, Roche Diagnostics, Meylan, France)
and incubated 15 min at 37°C. Reverse primers (0.75 uM of each) were added and incubated
for 10 min at 70°C. ImProm-II™ 5X reaction buffer (1X, Promega, Charbonniéres, France),
MgCl, (2.5 mM, Promega, Charbonniéres, France), dNTP (0.5 mM each one, Roche
Diagnostics, Meylan, France) and ImProm-II™ Reverse Transcriptase (Promega,
Charbonniéres, France) were added for 1 hr at 42°C. The total volume was 20 pL and each
target mRNA was co-reverse transcribed with 2-microglobulin mRNA. Parallel reactions for
each RNA samples were run in the absence of ImProm-II™ Reverse Transcriptase to assess
the degree of contaminating genomic DNA. Moreover, RT-PCR reactions without any RNA

sample were also assessed in order to verify the absence of other contamination.

2.3. Real-time Polymerase Chain Reaction (PCR).
Real-time quantitative PCR involving LightCycler™ technology (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany), was performed according to the protocol recommended by the

manufacturer and previously described [Delage et al., 2005, in press].



SYBR green I fluorescence dye was sufficiently sensitive to accurately detect amplified
products from all target cDNA (PPARS, PPARy, RARa, RXRa and COX-2) except for
RARP and RARy amplified product detected using dual-labeled and specific TagMan
fluorogenic probes.

Quantification data were analyzed using the LightCycler Relative Quantification Software
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). The principle of real-time quantification is based
on the quantization of the PCR product during the linear phase of the amplification process.
The software provides a crossing point (Cp), defined as the PCR cycle number, function of
the Log of the DNA concentration (in ng). The standard curve was a plot of the Cp versus the
amount of initial cDNA used for amplification. The Cp was always the same for a given
dilution of P2-microglobulin, whatever the samples, demonstrating that reference mRNA
expression was stably expressed and could be used as a normalizer for data from target
mRNA. Standard curves were used to estimate the concentration of both the target and the
reference gene in each sample. This software provides a calibrator-normalized relative
quantification including PCR efficiency correction considering then the difference existing
between amplification efficiencies of reference and target cDNA. cDNA from tissue sample
from patient A was arbitrary chosen to be the calibrator. The cDNA calibrator was used in all
experiments. Results are expressed as the target/reference ratio divided by the target/reference
ratio of the calibrator.

Primers and fluorogenic probes were purchased from Proligo France (Paris, France). Each
probe was synthesized with the fluorescent reporter dye FAM (6-carboxy-fluorescein)
attached to the 5’-end and a quencher dye TAMRA (6-carboxy-tetramethyl-rhodamine) to the
3’-end. Specificity of primers was validated through the verification of RT-PCR product
specificity. RT-PCR products were subjected to analysis by electrophoresis on a 1.5% agarose
gel and resulted in a single product with the desired length (B2-microglobulin, 112bp; PPARS,
139bp; PPARY, 144bp; RARa, 235bp; RARP, 133bp; RARYy, 167bp; RXRa, 142bp; COX-2,
130bp). The identity of amplified products were assessed by sequencing with a Dye
Terminator Reaction Cycle Kit (Perkin-Elmer, Norwalk, CT) and were analyzed on an ABI
PRISM™ 377 automated DNA sequencer (Perkin-Elmer).

The forward and reverse primer sequences and the probes were as follows:
P2-microglobulin: sense 5> CTTGGGCTGTGACAAAGTC 3’, antisense 5° GTCTTTCAGC-
AAGGACTGG 3’, Tagman probe 5’ (6-Fam)TGGTTCACTCGGCAGGCATACTC (Tamra)
3%



PPAR6: sense S’GGGAGAGGTCTGTGTAGCTGCTG 3°, antisense 5> ATGGAGCAGCCA-
CAGGAGGAAGCC 37

PPARy: sense 5° CGGATGGCCACCTCTTT-GCTC 3°, antisense 5 GGCGAGGGCGATC-
TTGACAGG 3

RARc: sense 5 ACGTTGTTCTGAGCTGTTGTTCGTA 3°, antisense 5° CTGCCAGTACT-
GCCGACTGC 37

RARp: sense 5> AGGCTTGCTGGGTCGTCTTT 3°, antisense 5> CCTTCTCAGTGCCATC-
TGCTTAAT 3°, Tagman probe 5’ (6-Fam)AGACCGCCAGGACCTTGAGGAACCGA-
(Tamra) 3’;

RARy. sense 5° GCAAAGACAAGGTCTGTGAG 3°, antisense 5> GACCAGATCACTCTG-
CTCAAAGC 3’°, Tagman probe 5’ (6-Fam) TATCCTGATGCTGCGTATCTGCACAAGG-T
(Tamra);

RXRa: sense 5 GAGCAGCTTATTCCAGCCTGCC 3°, antisense 5° CGACCCTGTCACCA-
ACATTTGC 3’

COX-2: sense 5’TGGTGCCTGGTCTGATGAT 3’, antisense 5° GCCTGCTTGTCTGGAAC-
AAC3

2.4. Statistical analysis.

All statistics were calculated using SPSS 9.0 software. Differences between healthy
mucosa and tumor were evaluated using Wilcoxon-test. Associations between mRNA
expression levels were tested for correlation by Spearman’s test. A p value < 0.05 was

considered as significant.

3. Results

3.1. Patient characteristics

Pertinent clinical and pathological data are listed in Table 1. All patients were men with a
median age of 72 years (range 41 — 87).

Six patients (30%) had tumors of Dukes B, nine patients (45%) were classified as Dukes
C or as Dukes D (25%).

Eleven patients (55%) had a BMI higher than 25 and are designated as overweight.
Among them, four patients had a BMI value higher than 30 defining an obesity status.

No correlation was found between age, BMI and tumor classification.



Table 2. Nuclear receptor and COX-2 mRNA expression in colorectal tumors

Gene n

Normal colon mucosa

Tumor tissue p
Median Range Median Range
PPARy 20 291 (1.05-6.64) 3.51 (0.76-14.96) n.s.
PPARS 20 1.24 (0.69-2.34) 1.53 (0.40-4.42)  0.028
RXRq, 20 0.69 (0.22-1.05) 0.94 (0.21-2.81)  0.004
RARg 20 1.23 (0.69-1.77) 1.44 (0.43-3.93)  0.011
RARRB 20 1.61 (0.12-5.39) 3.00 (0.24-10.82)  0.014
RARy 20 1.15 (0.49-1.78) 2.75 (0.83-7.11)  <0.001
COX-2 20 1.61 (0.66-6.75) 14.5 (0.50-560.5)  <0.001

Statistical analysis were performed using Wilcoxon-test

n.s. not significant
* Wilcoxon test



3.2. mRNA expression level of nuclear receptors

The mRNA expression of the nuclear receptor subtypes was detectable by quantitative
real-time RT-PCR in all healthy and tumor samples. The median mRNA expression values
are shown in Table 2.

Compared to normal mucosa, PPAR expression levels in tumors were not significantly
different for PPARY despite a slight trend of elevated levels in tumors (3.51 vs 2.91, n=20).
PPARS appeared upregulated in tumors (1.53 vs 1.24, n=20). Nevertheless, no statistical
difference was found for PPARS expression when patients were divided according to the
BMI: normal range of body weight (BMI<25, n=9) and overweight groups (BMI>25,
n=11)(Table 3).

Retinoid receptor mRNA expression levels were all significantly increased in tumor
tissues compared with healthy mucosa (n=20)(Table 2). Expression levels were increased
with the following percentages : RXRa 36.2%, RARa 17.1%, RARP 86.3%, RARy 139.1%.
However, while the mRNA expression of retinoid receptors appeared significantly increased
in patients with a normal BMI (<25, n=9), the trend of increase was not significant in
overweight patient group (BMI>25, n=11)(Table 3 and Figure 1). RARy constitutes an
exception since it was overexpressed whatever the body weight of patients.

Associations between mRNA expression values for receptors are listed in Table 4 and
reveal variable correlations in healthy and tumor tissues. Further analysis between receptor
mRNA expression in tumors and Dukes stages or tumor sites did not show any correlation.

Moreover, the analysis of the receptor expression in healthy mucosa did not reveal
significant difference according to the BMI of patients (Table 5).

3.3. mRNA expression level of COX-2

COX-2 gene expression was clearly upregulated in colorectal tumors compared to normal
colon tissue (14.5 vs 1.61, n=20)(Table 2). COX-2 expression did not correlate with the
expression of nuclear receptors, BMI and tumor stages and was unchanged in healthy tissue

whatever the body mass index (Table 5).



Table 3. Nuclear receptor and COX-2 mRNA expression in colorectal tumors of patients

3a. Nuclear receptor and COX-2 mRNA expression in colorectal tumors of patients with BMI<25

Gene n Healthy colon mucosa Tumor tissue p’
Median Range Median Range

PPARy 9 2.99 (1.96-5.39) 3.58 (1.63-5.70) n.s.
PPARS 9 1.17 (0.69-2.34) 1.44 (0.65-4.42) n.s.
RXRq, 9 0.76 (0.46-1.05) 1.09 (0.60-1.69)  0.021
RARq 9 1.07 (0.69-1.43) 1.43 (0.95-3.93)  0.011
RARRB 9 1.65 (1.00-2.49) 4.61 (0.62-8.49) 0.051°
RARy 9 1.03 (0.76-1.40) 2.72 (0.91-4.57)  0.011
COX-2 9 1.30 (0.66-3.35) 13.59  (0.50-560.46) 0.011

3b. Nuclear receptor and COX-2 mRNA expression in colorectal tumors of patients with BMI>25

Gene n Healthy colon mucosa Tumor tissue p
Median Range Median Range
PPARy 11 291 (1.05-6.64) 3.43 (0.76-14.96) n.s.
PPARS 11 1.24 (0.69-2.34) 1.62 (0.40-3.55) n.s.
RXRq, 11 1.23 (0.22-0.87) 0.69 (0.21-2.81) n.s.
RARq 11 1.23 (0.79-1.77) 1.45 (0.43-2.77) n.s.
RARRB 11 1.53 (0.12-5.39) 2.73 (0.24-10.82) n.s.
RARy 11 1.33 (0.49-1.78) 2.95 (0.83-7.11)  0.016
COX-2 11 3.63 (0.73-6.75) 1541  (1.02-166.86)  0.010

Statistical analysis were performed using Wilcoxon-test
n.s. not significant

* Wilcoxon test

® Limit of significance
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Fig.1. Associations between mRNA expression levels of nuclear receptor subtypes in tumor tissue.

CC : correlation coefficient; p : p value based on Spearman’s test



Table 4. Associations between nuclear receptor mRNA expression in colon tissue

4a. Associations between nuclear receptor mRN A expression in healthy colon tissue

PPARy PPARS RXRq, RARg RARB RARy
PPARy 1.000 0.062 (n.s.) 0.506 (0.023)a 0.023 (n.s.) 0.267 (n.s.) -0.030 (n.s.)
PPARS 1.000 0.124 (n.s.) 0.315 (n.s.) -0.021 (n.s.) -0.036 (n.s.)
RXRg, 1.000 0.132 (n.s.) 0.209 (n.s.) -0.127 (n.s.)
RARq 1.000 0.050 (n.s.) -0.114 (n.s.)
RARB 1.000 -0.150 (n.s.)
RARy 1.000

4b. Associations between nuclear receptor mRNA expression in colorectal tumors

PPARy PPARS RXRg, RARq RARB RARy
PPARy 1.000 0.561 (0.010)6l 0.435 (n.s.) 0.453 (0.045) 0.197 (n.s.) 0.451 (0.046)
PPARS 1.000 0.611 (0.004) 0.743 (<0.001)0.648 (0.002) 0.654 (0.002)
RXRg, 1.000 0.481 (0.032) 0.364 (n.s.) 0.582 (0.007)
RARq, 1.000 0.581 (0.007) 0.752 (<0.001)
RARp 1.000 0.618 (0.004)
RARy 1.000

n.s. not significant
* correlation coefficient with the p value from Spearman's test in parentheses



Table 5. Comparison between nuclear receptor and COX-2 mRNA expression in healthy

colon mucosa from patients with BMI<25 or with BMI>25

Gene n BMI<25 BMI>25 p'
Median Range Median Range

PPARy 20 2,99 (1,96-5,39) 2,82 (1,05-6,64) n.s.(0.882)
PPARS 20 1,17 (0,69-2,34) 1,25 (0,72-1,60) n.s.(0.882)
RXRg, 20 0,76 (0,46-1,05) 0,62 (0,22-0,87) n.s.(0.095)
RARg 20 1,07 (0,69-1,43) 1,23 (0,79-1,77) n.s.(0.824)
RARB 20 1,65 (1,00-2,49) 1,53 (0,12-5,39) n.s.(0.370)
RARy 20 1,03 (0,76-1,40) 1,33 (0,49-1,78) n.s.(0.230)
COX-2 20 1,3 (0,66-3,35) 3,63 (0,73-6,75) n.s.(0.080)

Statistical analysis were performed using Wilcoxon-test
n.s. not significant
* Wilcoxon test



4. Discussion

In this report, we have assessed the mRNA expression levels of nuclear receptors in 20
patients with colorectal cancer and exhibiting distinct BMI ranging from 18.7 to 38.7. Nuclear
receptors are transcription factors involved in many cellular processes from embryonic
development to cell death. Dysfunction of nuclear receptor signaling could lead to
reproductive, proliferative and metabolic diseases such as infertility, cancer and obesity.

Analysis of PPARB/6 mRNA levels in normal and tumor tissues (n=20) suggests that
PPARP/d is upregulated in colorectal carcinomas. This result is not surprising in light of
previous reports demonstrating elevated nuclear Bcatenin levels in CRC [31,32]. In a larger
majority of CRC, the inactivation of the tumor suppressor gene adenomatous polyposis coli
(APC) leads to the loss of control of Bcatenin degradation inducing the overexpression of the
downstream target genes of Pcatenin as PPARPB/S [21]. Moreover, the upregulation of this
isotype has been already observed in rodent colorectal tumors and in primary human
colorectal adenocarcinomas [21,22]. However, the function of PPAR[3/0 remains elusive with
data revealing that PPARPB/6 alone was not proneoplasic and was dispensable for polyp
formation [33]. Nevertheless, it has also been suggested that PPARB/6 might contribute
directly to tumorigenesis. Indeed, in a nude mouse xenograft model, PPARB/8~ colon cancer
cells exhibited a decreased capacity to form tumors compared to wild-type controls [34].
Interestingly, in CRC, PPARPB/3 was shown to co-localize with COX-2 within tumors [22].
COX-2 seems to be a critical promotor of colorectal carcinogenesis. Our result indicating
increased COX-2 levels in tumors are in agreement with previously published data [35]. Thus,
during carcinogenesis process, the activation of PPAR/S could be facilitated by the increased
production of endogenous eicosanoids via COX-2 pathway [22]. Moreover, the cross-link
between PPARB/d and COX-2 could be strengthened by the fact that the receptor upregulates
COX-2 gene expression as observed in hepatocellular carcinoma cells [36]. In spite of recent
divergent data [37,38] and the lack of correlation with COX-2 mRNA expression, our results
did not exclude the possible oncogenicity of PPARB/ in CRC [39].

PPARy is almost ubiquitously expressed, with the highest levels observed in adipose
tissue and colon. We observed no significant changes in PPARy mRNA expression between
normal and tumor tissue what is supported by previous data [40]. Girnun et al. had already
observed that a wild-type PPARY could decrease sensitivity to chemical carcinogenesis in

mice by maintaining a steady-state level of Pcatenin except when the protein was already



deregulated as in CRC [41]. These data support the potential tumor suppressive action of
PPARYy observed in vitro [18,42]. Nevertheless, a very recent report has demonstrated that
deregulated APC/Bcatenin could indirectly induce aberrant PPARy overexpression [43]
supporting experimental data in APCM™/+ mice [44]. This implies the possibility that Bcatenin
pathway could dramatically affect the functionnality of PPARy in CRC since the down-
regulation of the receptor in normal colon mucosa was also hypothesized as an early event
that promote carcinogenesis [20,45]. Herein, the steady-state level of PPARy can not exclude
a loss of PPARY transcriptional activity induced by somatic mutations [19], post-translation
modifications [46] or inhibition by PPARPB/5 [47]. Moreover, at least in part, the inactivation
of PPARY could enhance COX-2 pathway seeing that a functional PPARy could alter COX-2
gene expression [48].

Since RXRa serve as the obligate partner for PPARy, the biodisponibility of the receptor
could be a limiting step for PPARy transcriptional activity. Synthetic ligands of RXRa were
shown to exhibit insulin-sensitizing activity [49,50] and to act synergically with PPARY
ligands to enhance PPARy/RXRa-mediated transactivation [48]. While no change in RXRa
expression level has been noted earlier in 17 patients with CRC [40], our data revealed a
significant increase in tumor versus normal tissues. Such an upregulation was previously
observed in human esophageal [51], breast [52] and hepatocellular carcinomas [53]. Little is
known about the function of RXRa in colon tumorigenesis even if the receptor could be
involved in mediating preventive effects against CRC [54]. Thus, our result can not exclude a
loss of RXRa functionnality due to an altered localization [55] or an inhibitory effect of
unliganded RXRa on PPARY transactivation [56]. Moreover, the positive correlation between
RXRa and PPARY in healthy mucosa supporting their closed relationship was lost in CRC.
This observation suggests dysregulations of the interaction between these receptors.

Recent data have suggested that the tumor suppressive activity of PPARy required a
functional RARJ isotype [57]. Thus, the role of PPARy could be affected by alterations in
retinoid pathway that participate in enhancing tumorigenesis. RAR isotypes mediate the
majority of the biological effects produced by retinoids. Their expression has been
investigated in the past few years in various cancers, but very few reports examined it in
CRC. Nevertheless, to our knowledge, this is the first report of detailed analysis of alterations
in the mRNA expression level of nuclear receptors RARa, 8 and y in colorectal carcinomas.

The [ isotype has been extensively studied in cancer cells and human carcinomas, and several



studies have suggested that it might play a role in tumor suppression [58-60]. The paradigm
for most tumor suppressor genes is mutation of one allele and loss of the second allele, which
is not the case for PPARy and RARB. However, epigenetic events and specifically abnormal
hypermethylation of normally unmethylated CpG islands in the promoter region were
identified as a mechanism to suppress gene expression [61]. Surprinsingly and in contrast to
our hypothesis, the present results demonstrated that the expression profile of RAR isotypes is
different in tumor than in non-neoplasic tissues with significant upregulation in CRC.
Furthermore, we could show a complex association between the expression of mRNA for
RAR subtypes, RXRa and PPARS in cancer tissues, suggesting interactions and cross-talk
among these receptors in the tumorigenesis of this disease. This also demonstrated a profound
dysregulation in the retinoid pathway in this cancer. Downregulation of mRNA expression of
RARP was considered as a mechanism underlying the phenomenon of retinoid resistance
observed in many cancer cells, including colorectal cells [62,63]. A variety of tumors have
also a high frequency of abnormal expression of the other RAR subtypes. However, it appears
clearly that disruption in retinoid pathway did not always implicated the loss of expression of
retinoid receptors. Specifically, RARa was shown to be express at significantly higher levels
in breast, liver and esophagal tumors [51,64,65]. Whether the upregulation of RAR subtypes
in CRC results from perturbated transcriptional regulation as a part of tumor progression or
deregulation of mechanisms of downregulation remains to be ascertained. Moreover,
following our observations, in vitro experiments are needed to investigate the ability of
retinoids to inhibit the growth of RAR-elevated colon cancer cells and thus indicate if RAR
expression is correlated with sensitivity to retinoic acid. Disruption in retinoid responses
could also imply alterations in the expression of cellular retinol/retinoic acid binding protein
(CRBP/CRABP) which play a critical role in sensitizing tumors to the growth-suppressive
effect of retinoids [66,67] and in co-regulators modulating RARE transactivation [68].

The relation between excess body weight and colorectal cancer risk suggests that excess
energy is an important risk factor of developing cancer. This notion is supported by
experimental observations that energy restriction can confer a strong protection against the
development of tumors in animals [69,70]. Furthermore, there is evidence that individuals
who maintien their body weight and take regular physical activity are protected against CRC
[71,72]. BMI was shown to correlate with the risk of CRC in many studies [73,74]. That is
why we speculated that molecular alterations associated with high BMI in healthy mucosa

could indicate an increased risk of developing cancer. Aberrations in the level and the



functionality of PPAR and retinoid receptors may contribute to the promotive effect of obesity
on the process of carcinogenesis. Thus, since individuals with the highest BMI are known to
have an increased risk of CRC, we hypothesized that altered expression of nuclear receptor
could be associated with elevated body weight. No significant difference has been observed in
receptor expression pattern in normal mucosa from patients with normal BMI or with higher
BMI, suggesting that obesity could then alter the functionality of nuclear receptors more than
their mRNA expression level. Nevertheless, it remains plausible that alterations are already
present in the healthy mucosa since all the individuals developed a CCR. Moreover, the non
significant upregulation of retinoid receptor expression between normal and tumor tissues in
patients with the highest BMI evidenced that the overweight status might modulate retinoid
receptor expression. It is possible to assume that overweight and associated metabolic
diseases might alter the cellular capacity to respond to retinoid derivatives. This conclusion is
supported by the finding that diabetes and hyperinsulinemia may be associated with vitamin A
deficiency [75].

In conclusion, a better understanding in nuclear receptor functionality is warranted to
unravel the intricate mechanisms facilitating the occurrence of colorectal cancer. Indeed, the
study described here demonstrated that alterations in the pattern of nuclear receptor
expression might be associated with colorectal carcinogenesis. Moreover, deepened studies
are needed to verify if overweight might affect tumor responses to retinoids. There was
considerable variability in the expression levels of RARs in tumors indicating that retinoids

may eventually be helpful to treat colorectal cancer.
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Chapitre Il : Etude Chez I’Homme

4. Conclusion

Le processus de cancérogenése est associé a des modifications de I'expression
des récepteurs nucléaires : Comme nous l'avons rapporté dans le chapitre I, les données
expérimentales sur I'expression et la fonction des récepteurs nucléaires ne sont pas
univoques. Les données obtenues sur des échantillons de tumeurs humaines mettent en
évidence le fait que des modifications de I'expression de génes sont associées au processus
tumoral (Xu et al., 2004) et s’étendent de la perte totale d’expression a la surexpression
génique. A l'image de ce qui a déja pu étre observé dans d’autres tissus tumoraux (Sano et
al., 2003; Kumar et al., 2004), la sous-expression des récepteurs aux rétinoides, considérée
comme la cause d’une altération de la réponse des cellules tumorales aux rétinoides, n’est
pas toujours la regle. La surexpression de tous les isotypes de RAR ainsi que de RXRa mise
en évidence dans le tissu tumoral par rapport a la muqueuse saine ne nous permet pas de
déterminer si cette dérégulation de I'expression est associée a un gain de fonction ou masque
une perte de fonctionnalité de la voie des rétinoides.

En effet, il ne peut étre exclu qu’une altération de la voie de la vitamine A soit la
conséquence d’'une disponibilité réduite en rétinoides ou de perturbations de [l'activité
transcriptionnelle des récepteurs. Dans ce cas-la, la surexpression des récepteurs n’est pas le
reflet de la fonctionnalité de la voie des rétinoides.

De plus, s’il s’agit d’'un gain de fonction, il est possible que les conséquences de
'activation de la voie des rétinoides sur la croissance cellulaire soient différentes voire
opposées a celles observées dans un contexte physiologique. En effet, il a déja été observé
que des concentrations physiologiques de rétinoides pouvaient promouvoir la croissance de
cellules cancéreuses (Esquenet et al., 1996; Stewart st Thomas, 1997). Par ailleurs, une
étude in vivo a révélé récemment que I'activation de la voie des rétinoides pouvait conduire a
la promotion tumorale dans un contexte ou la fonctionnalité du géne suppresseur de tumeur
APC était altérée (Mollersen et al., 2004). Des travaux antérieurs avaient déja mis en
évidence que la perte d’APC ne perturbait pas seulement la régulation de la Bcaténine mais
pouvait induire des altérations d’autres voies de signalisation comme celles des PPARs
(Girnun et al., 2002). Ainsi, de nombreux mécanismes non encore élucidés sous-tendent
I'action centrale d’APC dans le maintien de 'homéostasie des cellules épithéliales coliques.

De plus, alors que les données bibliographiques révélent I'existence de relations entre les
récepteurs nucléaires et la cyclooxygénase-2, nous n’avons pas mis en évidence de
corrélations entre ces partenaires ni dans le tissu sain, ni dans les tumeurs colorectales. Les
causes de la dérégulation de COX-2 restent encore obscures malgré les données

bibliographiques indiquant limplication des récepteurs nucléaires dans la régulation
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transcriptionnelle de son géne. Cependant, I'altération de la fonctionnalité d’APC (dans plus
de 80% des CCR sporadiques) peut expliquer au moins en partie la surexpression critique de
COX-2 dans I'hypothése ou la Bcaténine contrblerait effectivement la transcription du géne
COX-2.

Il serait intéressant de vérifier I'intégrité d’APC ainsi que la localisation de la Bcaténine a la
fois dans le tissu sain et le tissu tumoral afin de définir si I'expression des récepteurs et de

COX-2 est lié a la fonctionnalité de la voie de Wnt.

Cette étude chez ’'homme n’a pas mis en évidence d’association entre I'indice de
masse corporelle et I'expression des récepteurs dans la muqueuse colorectale saine :
un travail récent a pu mettre en évidence que la muqueuse saine d’individus avec un risque
élevé de développer un CCR, ainsi que celle des souris APC""/+, présentait des altérations
moléculaires pouvant favoriser linitiation tumorale (Hao et al., 2005). Dans un contexte de
surpoids, considéré comme un facteur de risque de CCR, l'indice de masse corporelle s’avéere
corrélé au risque. Nous n’avons pas constaté de différences d’expression des récepteurs
nucléaires et de COX-2 dans la muqueuse saine des patients de poids normal (IMC<25) et en
surpoids (IMC>25). Toutefois, 'IMC est avant tout une donnée épidémiologique, c’est-a-dire
qgu’il n’est en aucun cas une mesure précise de la masse grasse, ce qui sous-entend de larges
variations de composition corporelle entre individus pour un méme IMC ou de trés faibles
variations pour des individus avec un IMC proche de 25 mais classés dans deux catégories
distinctes (poids normal ou surpoids). |l est aussi probable que les muqueuses colorectales
saines présentent déja des modifications dans I'expression de certains génes puisque tous les
patients ont développé un cancer colorectal (Hao st al., 2005).

Cependant, nous avons noté une différence d’expression des récepteurs des rétinoides entre
tissu sain et tissu tumoral selon I'lMC des patients. La capacité des cellules cancéreuses a

répondre aux rétinoides reste donc un enjeu majeur pour le traitement du CCR.
Ce travail a permis pour la premiére fois d’effectuer chez ’Homme un état des lieux

de I’expression a la fois des PPARs et des récepteurs activés par les rétinoides dans le

tissu colorectal sain et tumoral.
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Les recherches de ces derniéres décennies ont mis en lumiére le rdle important joué par
I'alimentation dans le risque de maladies chroniques et en particulier le risque de cancer. Les
prédispositions génétiques responsables de I'apparition précoce du cancer colorectal sont peu
fréquentes. Par contre, la probabilité élevée de développer un cancer sporadique est
principalement la conséquence a long terme de I'exposition répétée a certains facteurs
exogénes parmi lesquels I'alimentation tient une place prépondérante.

Notre travail s’inscrit dans les recherches en nutrition visant a comprendre les relations
entre I'alimentation et le cancer colorectal dans un objectif général de prévention nutritionnelle
de la tumorogeneése, voire de traitement. Si les études épidémiologiques renseignent sur les
facteurs alimentaires capables de moduler le risque de cancer, les études sur les animaux

représentent une approche importante dans la compréhension des mécanismes d’action.

Les mécanismes d’action des acides gras sont multiples mais restent encore mal détaillés
ou inconnus (Figure 22). L'une des voies majeures reste celle des régulateurs transcription-
nels nommés récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes. En réalité, si les
proliférateurs de peroxysomes sont effectivement des ligands de PPARa, de nombreux
travaux ont prouvé qu’il n’en était pas de méme pour les isoformes & et y qui s’avérent étre
activés par une pléiade de ligands synthétiques et naturels parmi lesquels se trouvent les
acides gras et leurs métabolites (Desvergne et Wahli, 1999). PPARy et PPARS sont des
acteurs majeurs de la régulation du métabolisme lipidique et participent clairement au
maintien de 'homéostasie des tissus adipeux et épithélial colique. Ainsi, parce qu'ils se situent
a linterface des notions dapports nutritionnels et de régulation de Ila
prolifération/différenciation, nous avons fait I'hypothése que les effets modulateurs des acides
gras alimentaires sur la promotion du cancer colique pouvaient conduire a des modifications

précoces de I'expression de ces récepteurs nucléaires.
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Figure 22. Voies de signalisation modulées par les acides gras alimentaires
(d'apres Hwang et Rhee, 1999)

Abréviations : CAP : protéine kinase activée par les céramides; cPLA, :phospholipase A, cytosolique;
DAG : diacylglycérol; FA : fatty acid; IkB : sous-unité inhibitrice; PDK : protéine kinase dépendante du
phosphoinositide; PKA : protéine kinase dépendante de 'AMP cyclique; PKB : protéine kinase proto-
oncogénique; PIP, : phosphatidyl inositol biphosphate; PIP; : phosphatidyl inositol triphosphate; PLC
phospholipase C; PKC : protéine kinase C; MAPK : protéine kinase activée par des mitogénes; PPAR :
récepteur activé par les proliférateurs de peroxysome; SMase : sphingomyélinase.

Les études expérimentales que nous avons conduites ont en effet permis de mettre
en évidence des modifications précoces des profils d’expression des ARNm des
récepteurs nucléaires dans la muqueuse colique chez des animaux chimio-initiés et

nourris avec des régimes hyperlipidiques.

Dans chacune des situations expérimentales, l'expression de PPARys’est avérée
modifiée par I'apport excessif en acides gras alimentaires. Cependant, la promotion de la
cancérogenese colique par le régime riche en huile de carthame (25% de lipides totaux - article
1) et par le régime inducteur de prise de poids (59% de lipides totaux - article 2) est associée
respectivement a une surexpression et a une sous-expression du géne codant ce récepteur.
Dans un premier temps, nos données sembleraient renforcer les divergences bibliographiques
concernant le réle de PPARy. En effet, les données bibliographiques révélent que ce

récepteur est surexprimé dans des tumeurs coliques mais que sa sous-expression pourrait
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aussi favoriser le risque de développer un CCR. De la méme fagon, I'activation de PPARy a
pu étre associée a une réduction ou un arrét de la croissance des cellules cancéreuses
comme a la promotion tumorale. Puisque les 2 régimes hyperlipidiques différent en terme de
qualité et de quantité en acides gras, il est possible que les modulations de I'expression de ce
récepteur dépendent plus du type de régime hyperlipidique - plus spécifiquement du type
d’acides gras poly-insaturés présents dans le régime et de leur biodisponibilité - que de I'effet
promoteur méme du régime sur la cancérogenése colique. Cependant, I'implication de PPARy
dans la modulation précoce de la cancérogenése ne peut assurément pas étre exclue. En
effet, la supplémentation en vitamine A associée a la réduction du nombre d’ACF prévient la
surexpression de PPARYy par le régime riche en huile de carthame ou la favorise dans le cadre
du régime inducteur de prise de poids. L'expression du géne codant pour PPARYy serait donc
bien liée a la modulation du processus de cancérogeneése colique. De plus, dans le tissu
adipeux, il a pu étre observeé que la sous-expression de PPARy tout comme son activation par
les TZDs pouvaient avoir un effet commun d’amélioration de la sensibilité tissulaire a I'insuline
(Tsuchida et al., 2005). |l est ainsi probable que des mécanismes différents soient mis en jeu
en fonction du taux d’expression du géne de PPARYy. De plus, la fonctionnalité de ce récepteur
- C'est a dire sa capacité a activer la transcription de ses génes cibles et le degré de son
activité transcriptionnelle - dépend de la présence de RXRa. Or, non seulement la fixation
d'un ligand sur RXRa augmente I'activité transcriptionnelle de PPARYy, mais RXRa pourrait
aussi moduler cette activité en fonction du type d’acides gras poly-insaturés présents dans
l'alimentation.

Ainsi, si I'expression de PPARYy est clairement altérée lors d’'une modulation précoce de la
cancérogenése colique, I'étude de sa fonctionnalité est indispensable a une meilleure
compréhension de son réle. De plus, si I'étude humaine n’a pas permis d'observer de
différences d’expression de ce récepteur entre le tissu sain et le tissu tumoral, on ne peut
exclure gqu’il ne soit pas impliqué plus tardivement dans la cancérogenése d’autant que son
expression et sa fonctionnalité sont intimement liées aux deérégulations de la cyclo-

oxygénase-2 et de la fcaténine au cours de la tumorogenése.

La promotion de la cancérogenése par les régimes hyperlipidiques n’est pas associée a
des modulations précoces de I'expression des ARNm de PPARGS alors que nous avons
observé une surexpression de ce récepteur dans les tumeurs colorectales humaines. Ces
données sont en accord avec les résultats suggérant que PPARGS est impliqué tardivement
dans le processus tumoral. De plus, comme pour PPARYy, les données bibliographiques
confirment que I'expression et la fonctionnalité de PPARS dépendent de I'expression de la

cyclooxygénase-2 et de la Bcaténine (Figure 20).
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Les mécanismes qui sous-tendent les relations qu’entretiennent COX-2/Bcaténine et
PPARs nécessitent d’étre explorés dans le cadre de la promotion de la cancérogenése
colique par des régimes hyperlipidiques et particulierement la capacité de PPARy et RXRa a
réguler les taux de COX-2 (Figures 17 et 23) et de Bcaténine (Figure 24) dans I'objectif de

mieux appréhender le rdle de ces récepteurs.
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Figure 23. Exemple d’une boucle de régulation entre PPARy et COX-2
impliquée dans la régulation de I’apoptose (d’aprés Peek et Blaser, 2002)

Abréviations : COX-2 : cyclooxygénase-2; NF-xB : nuclear factor «B; NSAID : anti-inflammatoire non
stéroidien; 15d-PGJ, : 15 déoxy-prostaglandine J,; PPAR : récepteur activé par les proliférateurs de
peroxysome; RXR : récepteur activé par les réxinoides.

Nos travaux ont aussi mis en évidence l'altération de I'expression de RARP dans la
muqueuse colique des rats nourris avec I'un ou l'autre des régimes hyperlipidiques confirmant
que I'expression de ce géne est défavorable a la promotion induite par I'excés d’acides gras
alimentaires. Cependant, nous avons détecté cette isoforme dans la muqueuse colique saine
de patients atteints d’'un cancer colorectal et nous n’avons pas observé de différences en

fonction du poids corporel des patients (poids normal ou surpoids). De plus, cette isoforme est
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surexprimée dans le tissu cancéreux. Ainsi, nos données suggérent que la réduction ou la
suppression de [I'expression du géne RARP n’est pas un phénoméne essentiel et
nécessairement concommitant au développement tumoral. L’'expression de RARB n’apparait
pas non plus forcément altérée par le statut pondéral des patients. Néanmoins, le maintien de
I'expression de ce récepteur par une supplémentation alimentaire des animaux en vitamine A
a prevenu la promotion de la cancérogenése associée a la consommation des régimes
hyperlipidiques. Donc ce nutriment peut participer directement a la prévention de la

cancérogeneése colique favorisée par des apports excessifs en lipides.
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Figure 24. Facteurs potentiels modulant le taux de Bcaténine libre

Abréviations : APC : adenomatous polyposis coli; dvl : dishevelled; fz: frizzled; GSK : glycogene
synthase kinase; PPAR : récepteur activé par les proliférateurs de péroxysome; RXR : récepteur activé
par les réxinoides; TCF : T-cell transcription factor.
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Nos observations chez 'homme n’excluent pas une altération de la voie des rétinoides
dont I'expression des récepteurs ne serait pas le reflet. |l serait donc envisageable de tester in
vitro la capacité de réponse aux rétinoides des cellules cancéreuses coliques surexprimant
RAR. De plus, la détermination du taux de rétinol présent dans le tissu sain et tumoral des
patients pourrait permettre de conclure sur une potentielle diminution de la biodisponibilité en
vitamine A couplée ou non au surpoids ou a la présence de tissu malin. De la méme facon, la
quantification de I'expression des protéines liant le rétinol (CRBP/CRABP) pourrait déterminer
si elles sont impliquées dans une possible altération de la réponse aux rétinoides.

Par ailleurs, les effets anti-prolifératifs des rétinoides sont médiés au moins en partie par
leur capacité a maintenir des taux équilibrés de Bcaténine (Figure 24) et de COX-2 (Figure
17). Ainsi, I'étude des conséquences d’une surexpression des récepteurs aux rétinoides dans

un contexte de dérégulation de ces deux protéines est aussi a envisager.

Enfin, les relations et trans-régulations des récepteurs PPARs, RXRs et RARs entre eux
restent a explorer. En effet, la biodisponibilité de RXR ainsi que sa capacité a lier des acides
gras et des réxinoides en font un élément central de la régulation de I'expression et de la
fonctionnalité des voies d’action des PPARs et des RARs. De plus, quelques données
expérimentales mettent en évidence des régulations hétérologues entre les voies. En
particulier, I'acide rétinoique s’avére étre un ligand potentiel de PPARS (Shaw et al., 2003) et
I'homodimére RXR/RXR est capable de moduler I'expression de PPARy (IJpenberg et al.,
2004). A Tlinverse, I'hétérodimére PPARy/RXRa pourrait contréler I'expression de RARp
(James et al., 2003) expliquant au moins en partie la capacité du dimére a s’opposer a la
croissance des cellules cancéreuses. Ces données suggerent que I'état de I'expression des
récepteurs et I'état d’activation de leur voie de signalisation pourraient avoir des répercussions
sur I'expression et l'activation d’autres récepteurs et ainsi expliquer I'étendue de leurs

fonctions.
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MODULATION DE L’EXPRESSION DE RECEPTEURS NUCLEAIRES PAR LA VITAMINE A ET LES
ACIDES GRAS DANS LE PROCESSUS DE CANCEROGENESE COLORECTALE:
APPROCHES EXPERIMENTALE ET HUMAINE

L’alimentation est I’'un des facteurs exogénes majeurs impliqués dans le risque de cancer chez I’Homme, et en
particulier dans le risque de développer un cancer colorectal. Selon leur qualité et leur quantité, les aliments
peuvent étre protecteurs ou activateurs de la cancérogenése colique. Les travaux présentés dans ce manuscrit
s’inscrivent dans les recherches en Nutrition dont 1’objectif est d’établir de nouvelles données scientifiques
nécessaires a une meilleure compréhension des relations alimentation - cancer.

Divers arguments expérimentaux révelent le role majeur des récepteurs nucléaires dans de nombreux
processus biologiques. Spécifiquement, les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes et les
récepteurs activés par les métabolites actifs de la vitamine A sont des régulateurs transcriptionnels impliqués a la
fois dans le métabolisme lipidique et dans les processus de contrdle de I’homéostasie cellulaire. Ces données en
font des cibles potentielles a la fois dans le traitement des altérations métaboliques associées a 1’obésité et dans
la chimioprévention et le traitement du cancer colorectal.

Nous avons mis en évidence des modifications précoces de I’expression des ARNm de PPARy et de RARP
dans la muqueuse colique d’animaux chimio-initiés pour la cancérogenése colique et nourris avec des régimes
hyperlipiques. Nos résultats montrent que I’expression de PPARy, modulée par un apport excessif en acides
alimentaires, serait dépendante du type d’acides gras présents dans le régime. De plus, la promotion de la
cancérogenese colique par les acides gras est associée a une sous-expression de RARP dans la muqueuse
épithéliale. La supplémentation alimentaire en vitamine A prévient la promotion du cancer en permettant le
maintien a la fois d’une expression adéquate du récepteur des rétinoides et de PPARY et permet un maintien de
taux équilibré des biomarqueurs, Bcaténine et COX-2.

Nos travaux expérimentaux ont été complétés par une étude chez I’Homme. Si aucune modification de
I’expression des récepteurs nucléaires n’a pu étre observé dans la muqueuse saine des patients en fonction de
leur statut pondéral, le profil d’expression des différents isotypes des récepteurs dans les tumeurs a permis de
mettre en évidence une expression différentielle des récepteurs des rétinoides en fonction de I’indice de masse
corporelle.

Nos résultats supportent 1’hypothése de dérégulations précoces de 1’expression des récepteurs favorisant
I’augmentation du risque de développer un cancer colorectal et plaident en faveur de 1’utilisation de la vitamine
A dans la prévention nutritionnelle et le traitement du cancer colorectal.

- Mots Clés -
Récepteurs nucléaires - PPAR - RAR - Régimes hyperlipidiques - Vitamine A - Cancérogenése colorectale -
Bcaténine - COX-2

MODULATION OF NUCLEAR RECEPTOR EXPRESSION BY VITAMIN A AND FATTY ACIDS IN THE
PROCESS OF COLORECTAL CANCER : EXPERIMENTAL AND HUMAN STUDIES

Analysis of the relationship between lifestyle and disease occurrence has enjoyed increasing interest in
recent decades. Some dietary compounds, among them fats and vitamin A, are major modulators of colorectal
cancer risk. They could act as protective or promotive agents towards colorectal carcinogenesis.

Colorectal carcinogenesis is a multistep process described as a progressive disorder in signal transduction. A
number of studies on the colon tumor-promoting effects of dietary fats and excess in fat intake have focused on
the nuclear receptor called PPAR. Vitamin A, recognized as a promising agent for chemoprevention and
chemotherapy for a variety of cancers acts mainly through RAR and RXR nuclear receptors. PPAR, RAR and
RXR are key transcription factors regulating gene expression in response of nutrient-activated signals.

Our data showed that an appetizing hyperlipidic diet consumption induced early down-regulation of PPARy
and RARP in colonic mucosa of chemically-initiated rats. The hypo-expression of PPARy and RARB was
associated with the promotion of carcinogenesis by the diet. RARP underexpression could be a crucial parameter
in disorders induced by the hyperlipidic diet. The alterations on nuclear receptor expression - PPARy and RARf
- and biomarker levels - Bcatenin and COX-2 — associated with the hyperlipidic diet are antagonized by vitamin
A.

A human study performed on healthy and tumor colorectal tissues from 20 patients allowed us to show
differential expression of retinoid receptors with the body mass index of patients. Deepened data are warranted
on adenomatous polyps and on colorectal mucosa from patients with a low cancer risk.

Our results provide new arguments assuming that early nuclear receptor deregulations could contribute to
colorectal carcinogenesis.

- Key words -
Nuclear receptors - PPAR - RAR — Hyperlipidic diets - Vitamin A - colorectal carcinogenesis -
Bcatenin - COX-2
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