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RESUME

Le cancer du sein est une pathologie complexe qui touche les tissus de la glande
mammaire. La formation de tumeurs au niveau de cette glande est déclenchée par une
combinaison de facteurs environnementaux et génétiques qui induisent une
prolifération anarchique des cellules épithéliales des canaux galactophores ou de
I’épithélium des lobules. En 2015, environ 24 400 canadiennes ont été diagnostiquées
du cancer du sein et 5000 en mourront. La mortalité associée au cancer est
principalement due au développement de métastases, c’est-a-dire 1’apparition de
lésions tumorales au niveau d’organes qui sont distants du site d’origine de la tumeur
primaire. Plusieurs études récentes montrent 1’existence d’un lien entre le
métabolisme des lipides et le développement des métastases dans le cancer. La
stéaroyl-CoA Désaturase-1 (SCD1) est une enzyme qui catalyse la réaction
d’insaturation de la chaine allylique des acides gras et joue une fonction clé dans le
métabolisme des lipides. La recherche sur SCD1 semble montrer 1’importance de
cette protéine autant dans le développement de la tumeur mammaire que dans la
progression du processus métastatique. De plus, le produit principal de SCDI1, I’acide
oléique (AO), est capable d’activer sélectivement la phospholipase D2 (PLD2), une
enzyme capable de réguler les mécanismes cellulaires impliqués dans 1’agressivité
tumorale. Nous émettons I’hypothése que SCD1 est une protéine importante dans la
formation des métastases en potentialisant 1’activation de la PLD2 induisant une
signalisation mTOR qui contribue au gain du potentiel migratoire et invasif des
cellules cancéreuses. Afin d’évaluer cette hypothése, les répercussions de la
modulation de I’expression de SCD1 et de I’activité de la PLD2 sur des cellules de
cancer du sein MDA-MB-231 D3H2LN-luc hautement métastatiques ont été
analysées. Nous avons observé une altération des principaux mécanismes cellulaires
associés au développement des métastases suite & 1’atténuation de I’expression de
SCDI1 et de I’activité de PLD2 dans ces cellules de carcinomes mammaires. De plus,
nous avons mis de I’avant 1’impact de 1’AO sur la signalisation mTOR par une voie
dépendante de I’enzyme PLD2. Cette étude contribue a élucider certains des
mécanismes cellulaires clés impliqués dans le développement des métastases du
cancer du sein en lien avec le métabolisme lipidique.

MOTS-CLES : Cancer du sein, métastases, SCD1, mTOR, signalisation cellulaire



INTRODUCTION

Le cancer du sein (CS) est un adénocarcinome mammaire qui affecte une grande
proportion de femmes partout dans le monde. Le développement de tumeur(s) dans
les différentes structures de la glande mammaire, principalement au niveau des
cellules épithéliales luminales des canaux galactophores, est caractéristique du
phénotype de ce cancer (Brisken et O'Malley, 2010; Li et al., 2005; Malhotra et al.,
2010). Cette tumeur est formée de cellules qui proliférent de fagon anarchique au sein
de cette glande et qui sont caractérisées par une autosuffisance en signaux de
croissance, une insensibilité face aux signaux inhibiteurs de croissance, la possibilité
d’échapper a l'apoptose, la capacité de se répliquer indéfiniment, une activation de
l'angiogenése et un potentiel métastatique (Hanahan et Weinberg, 2000). L’obésité, le
tabac, le manque d’activité physique et/ou des mutations sur certains proto-oncogénes
ou geénes suppresseurs de tumeurs sont tous des facteurs pouvant accroitre le risque
d’initiation du CS (Singletary, 2003). Au Canada, le CS est associé a la catégorie de
cancers causant le plus de mortalité, soit environ 14% des décés des femmes atteintes
de cancer (Statistics, 2015). De nombreux traitements tels la chirurgie, la
chimiothérapie et la thérapie hormonale sont disponibles en fonction du type de CS
diagnostiqué. Cependant, lorsque ces traitements s’avérent inefficaces, la récidive ou
le décés des patientes sont fréquents di a la présence de métastases (Agarwal et al.,
2014; Chen, L. et al, 2014). Une étude récente publiée dans le journal Cell
Metabolism propose I’existence d’un lien entre le métabolisme des lipides et le
développement des métastases en utilisant un modele de xénogreffe pour 1’étude du
CS (Sounni et al., 2014). Plusieurs groupes de recherche ont observé une expression

et une activité plus élevées de la stéaroyl-CoA Désaturase-1 (SCD1), une enzyme clé



du métabolisme lipidique, autant dans les tissus mammaires atteints de tumeur que
des lignées de cancer du sein (Ide et al., 2013; Scaglia et al., 2009). SCD1 est une
enzyme codée par le géne SCD qui catalyse I’introduction d’insaturations lors du
processus de synthése d’acides gras au sein de leur chaine carbonée. Elle permet la
formation d’acides gras mono-insaturés (AGMI) a partir d’acides gras saturés (AGS)
(Enoch et al., 1976; Paton et Ntambi, 2009). Notre laboratoire a récemment
démontré une corrélation positive entre 1’expression de SCDI1 et la croissance de
cellules MCF-7 et MDA-MB-231, lignées cellulaires issues d’adénocarcinomes
mammaires. En effet, I’inhibition de SCD1 dans ces cellules permet de réduire leur
prolifération en association avec une diminution des marqueurs oncogéniques de la
kinase cycline-dépandente 4 (Cdk4), Cycline D1 et c-Myc (Mauvoisin et al., 2013).
A P’opposé, il semble que la surexpression de cette enzyme et les AGMI qu’elle
produit jouent non seulement un réle dans la carcinogenése, mais également dans le
processus métastatique du CS (Angelucci et al., 2015; Guo et al., 2014; Peck et al.,
2016). L’altération a la hausse du ratio AGMI/AGS par une activité forte de SCD1 au
niveau des tumeurs primaires mammaires de patients atteints du CS diminue
drastiquement leur chance de survie et augmente le taux de récidives post-chirurgie
(Holder et al, 2013). Finalement, SCD1 semble participer a I’activation de la
transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), une étape clé dans I’initiation du
processus métastatique, possiblement par 1’activation indirecte de la voie Wnt/p-

caténine (Rios-Esteves et Resh, 2013).



CHAPITRE I

CADRE THEORIQUE DU SUJET

1.1 Structure de I’organe du sein

Chez la femme, le sein est un organe qui couvre la surface corporelle qui est balisée
par la clavicule, I’axilla et le sternum. Il contient les glandes lactogénes capables de
produire le lait maternel en période d’allaitement qui sera acheminé par les canaux
galactophores jusqu’au mamelon (figure 1.1A). Une glande mammaire est formée de
15 a 20 segments ou lobes qui sont drainés par les canaux lactiféres qui débouchent
au mamelon. Chacun des lobes est composé de 20 a 40 plus petites unités appelées
lobules, elles-mémes constituées de 10 a 100 alvéoles drainées par des conduits intra-
lobulaires. C’est I’ensemble des ramifications alvéotubulaires qui confére au sein sa
fonction exocrine (Sabel, 2009). La portion luminale des alvéoles et des tubules est
tapissée de cellules épithéliales, mais la production et I’accumulation de lait a lieu
seulement au niveau alvéolaire suite & des stimulations par I’hormone de croissance et
la prolactine pendant la grossesse et I’allaitement (Brisken et O'Malley, 2010). Cet
épithélium luminal est enveloppé d’une couche de cellules myoépithéliales (figure
1.1B) pouvant se contracter en présence d’ocytocine afin d’éjecter le lait dans les
canaux galactophores (Macias et Hinck, 2012). Le maintien de la structure de la
glande mammaire qui est enveloppée de stroma, composé majoritairement de tissus
adipeux et de fibroblastes, est assuré par la matrice extra-cellulaire (MEC) formée par

une membrane basale et du tissus conjonctif. De plus, ’ensemble du sein est



fortement vascularisé et irrigué par un nombre important de vaisseaux lymphatiques

(Watson et Khaled, 2008) (figure 1.2).

Figure 1.1 Schématisation des structures principales du sein (A) et de la

glande mammaire (B) (modifié de (Ali et Coombes, 2002)
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Figure 1.2 Réseaux lymphatiques dans le sein (tiré de (Statistics, 2015))

=2, Cancer du sein

1.2.1 Cancers

Le cancer est une pathologie qui décrit une prolifération cellulaire anarchique
conduisant & la formation de tumeurs & I’intérieur d’un tissu et pouvant en envahir
d’autres. Une tumeur bénigne peut menacer la fonction et la survie de I’organe atteint,
mais n’est pas considérée cancéreuse si elle reste localisée a I’endroit de croissance
initiale. La tumeur maligne est cancéreuse car certaines cellules peuvent migrer vers
des organes distants afin de les coloniser et former ainsi de nouvelles tumeurs. Il
existe plusieurs mécanismes moléculaires responsables du processus de
carcinogénése, soit de la transformation d’une cellule normale en une cellule
cancéreuse (Pecorino, 2012). En effet, I’ Agence Internationale de la Recherche sur le
Cancer a définit une liste d’agents dits cancérogenes de groupe 1, comme certains

produits chimiques, irradiations ionisantes, rayons UV ou virus, qui vont mener a la



formation de cancers chez I’humain aprés exposition aigue ou chronique (Cogliano et
al., 2011). De plus, certains génes transmis de fagon héréditaire peuvent également
induire une carcinogénése (Ellis, 2010). Somme toute, ces facteurs vont moduler
certains mécanismes épigénétiques, induire des dommages a I’ADN et/ou altérer les
mécanismes de réparation de celui-ci ce qui menera a I’accumulation de mutations au
sein du génome de la cellule. Des expériences de transformation cellulaire ont permis
d’identifier I’implication des oncogénes et de geénes suppresseurs de tumeurs dans la
carcinogénése. Des mutations au sein de ces génes peuvent altérer la régulation du
cycle cellulaire, ’apoptose et les mécanismes de réparation de I’ADN de la cellule
normale ce qui méne & I’initiation du cancer (Chow, 2010). Apres la croissance des
cellules initiatrices, une transformation subséquente menant au gain d’un potentiel
invasif et migratoire détermine le potentiel métastatique du cancer (Yokota, 2000).
Ainsi, Hanahan et Weinberg (Hanahan et Weinberg, 2000) ont mis en évidence les
transformations moléculaires qui définissent les cellules cancéreuses. En effet,
I’autosuffisance en signaux de croissance, l'insensibilité face aux signaux inhibiteurs
de la croissance, la capacité a s’échapper de l'apoptose, la possibilité de se répliquer
indéfiniment, I’activation de 1'angiogenése et la capacité a former des métastases sont
caractéristiques des cellules tumorales. La nomenclature indique qu’un cancer qui se
forme & partir de cellules épithéliales comme la peau ou les muqueuses est appelé un
carcinome. Un cancer qui origine dans le tissu conjonctif comme les muscles ou les
os est nomm¢é sarcome. Un adénocarcinome est un cancer qui se développe dans un

épithélium glandulaire comme la glande mammaire (Pecorino, 2012).

1.2.2 Cancer du sein : définition

Le CS est I’'une des pathologies des plus dévastatrices de la période contemporaine.

En 2014, environ 234 190 nouveaux cas de cancers du sein ont été diagnostiqués aux

Etats-Unis et 40 290 femmes ont succombé a la maladie (Society, 2015). Plusieurs



classifications des différents cancers du sein existent et sont assez complexes car elles
prennent en compte I’histopathologie, la taille de la tumeur primaire et le niveau de
métastase ainsi que le profil des récepteurs et d’autres marqueurs moléculaires. Une
revue de littérature publiée en 2010 décrit cette classification selon 1’optique
histologique qui se base sur les régions des tissus atteints et les patrons de croissance
des tumeurs (figure 1.3 A) (Malhotra et al., 2010). Ainsi, il existe 2 types principaux
d’adénocarcinomes. La tumeur qui est restée au niveau local et qui ne s’est pas
propagée est dite in situ. Le carcinome qui ne se trouve plus seulement a son
emplacement d’origine et qui a envahi des tissus avoisinants est dit infiltrant.
Indépendamment de son agressivité, le cancer qui se développe dans les cellules
épithéliales luminales des canaux galactophores est nommé carcinome canalaire,
tandis que celui qui prolifere au niveau des lobules est appelé carcinome lobulaire. Le
carcinome canalaire in situ (CCIS) est plus couramment diagnostiqué que le
carcinome lobulaire in situ (CLIS) (Malhotra et al., 2010). Parmi les tumeurs dites
métastatiques, le carcinome canalaire infiltrant (CCI) correspond a plus de 70 % des

cas (Li et al., 2005).

Hanahan et Weinberg (Hanahan et Weinberg, 2000) proposent également un modéle
de classification en fonction des différents marqueurs moléculaires impliqués dans cet
adénocarcinome (figure 1.3 B). Une premiére identification est faite selon que
I’expression est soit abondante, faible ou qu’il y ait absence de certains récepteurs. Le
récepteur a I’cestrogéne (RE), présent a la surface de la membrane plasmique, peut
étre impliqué dans le processus de carcinogénese. En effet, certains CS sont dits
positifs pour le RE parce que 1’épithélium cancéreux surexprime ce dernier. Un
phénomeéne similaire est observé pour le récepteur a la progestérone (RP). Ces
adénocarcinomes peuvent étre facilement traités par des antagonistes du RE ou du RP
lorsqu’ils sont découverts a un stade précoce (Rakha et al., 2010). Le proto-oncogéne
ERBB2 qui code pour le human epidermal growth factor receptor 2 (HER2), une

protéine de la famille des récepteurs tyrosine kinase HER, est également considéré



comme un marqueur important du CS (Cooke et al., 2001). L’activation de la voie de
signalisation de HER2 induit une prolifération cellulaire et une inhibition de
I’apoptose. Une surexpression de cette protéine, situation qui se produit dans 20 a 30
% des cas de CS, est généralement associée & un mauvais pronostic malgré la
présence de traitements avec un inhibiteur de HER2 (Mitri et al., 2012) . La tumeur
mammaire qui ne présente aucun ou un faible taux de ces 3 molécules est un CS dit
triple négatif ou de type basal. Récemment, la recherche sur le cancer a permis
d’identifier plusieurs autres biomarqueurs menant a une meilleure organisation des
sous-types d’adénocarcinomes mammaires. L’identification de certains joueurs clés
impliqués dans les jonctions serrées intercellulaires, comme les protéines E-Cadherin
et Vimentin, a permis de définir la classe d’adénocarcinome claudin-low, un CS triple
négatif ol I’expression de ces génes est modulée (Malhotra ef al., 2010). De plus, il
existe une classification tumor node metastasis (TNM) faite par I’American Joint
Committee on Cancer (AJCC) qui est utilisée par de nombreux praticiens. Il s’agit
d’une échelle qui détermine la gravité du cancer en fonction du type et de la taille de
la tumeur primaire, du niveau de colonisation des nodules lymphatiques et de

métastases distantes (Edge et al., 2011).
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1.2.2.1 Cancer du sein : statistiques

Le CS, ou adénocarcinome mammaire, est une pathologie qui touche un grand
nombre de femmes partout dans le monde. Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS), le CS correspondait a 25,2% des diagnostiques de cancers chez la femme en
2012 (Cancer, 2014). Ce cancer a engendré 458 503 décés dans le monde, soit 13,7%
des mortalités associées au cancer chez la femme, ce qui a mené I’OMS 4 lui attribuer
le statut du plus dévastateurs des cancers dans un rapport publié en 2008 (Cancer,
2008). Cependant, plusieurs outils de prévention relativement fiables comme le
dépistage par mammographie ou 1’analyse génétique des génes breast cancer (BRCA)
1 et 2 sont disponibles depuis plusieurs années. La recherche a mené au
développement de stratégies de traitements (chirurgies, cocktails d’anticorps,
thérapies hormonales et chimiothérapie) qui ont grandement augmenté les chances de
survie et diminué les taux de récidives des patients atteints (Agarwal et al., 2014;

Chen, L. et al., 2014)

1.3 Métastases

1.3.1 Meétastases : définition

Généralement, le processus d’initiation du cancer commence lorsque le génome d’une
cellule est endommagé et que ses mécanismes cellulaires normaux sont dérégulés. La
prolifération de la cellule devenue cancéreuse a lieu dans 1’organe d’origine de fagon
anarchique, donnant naissance & une population de cellules cancéreuses hétérogenes.
La tumeur cancéreuse est maligne lorsqu’elle acquiert des caractéristiques agressives
et invasives. C’est la transformation de la cellule qui lui donne son potentiel

métastatique. Le cancer est dit métastatique si celui-ci s’est propagé afin de coloniser
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et croitre au sein des organes distants du site d’origine du cancer (Pecorino, 2012).
Les métastases sont responsables d’environ 90% de la mortalité associée aux patients
atteints de tumeurs solides. De plus, dans le cas du cancer du sein, les métastases sont
difficiles a détecter. Elles peuvent resurgir plusieurs années aprés I’ablation de la
tumeur primaire et sont associées & un mauvais pronostic de survie (Nguyen et

Massague, 2007).

1.3.1.1 Métastases : mécanismes associés

Le développement de métastases est un processus trés complexe (figure 1.4 A).
L’acquisition d’un potentiel métastatique des tumeurs primaires dépend de quatre
prérequis que les cellules métastatiques doivent avoir afin de survivre dans les sites
d’implantation distants (Revue dans (Gupta et Massague, 2006)). Premiérement, ces
cellules sont capables de former des tumeurs primaires et démontrent les mémes
caractéristiques que les cellules tumorales décrites par Hanahan et Weinberg
(Hanahan et Weinberg, 2000). En second lieu, les interactions normales cellule-
cellule sont altérées. En effet, les forces d’adhésion intercellulaires via les jonctions
serrées sont largement diminuées chez la cellule métastatique, notamment par une
diminution de 1’expression de la protéine de surface E-cadhérine (Cavallaro et
Christofori, 2004). La perte de cette protéine de surface fait partie d’un processus de
reprogrammation des cellules métastatiques nommée transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM). La TEM est un processus clé dans 1’appropriation des
capacités d’extravasion de la cellule cancéreuse par modification de sa morphologie
soulignée par ’acquisition de propriétés mésenchymateuses. Troisiémement, les
cellules cancéreuses vont développer une certaine motilité afin de pouvoir s’établir
dans un site distant. Des changements au niveau de leur cytosquelette (expression de
vimentine et N-Cadhérine), des interactions entre cellules et MEC, des mécanismes

de protéolyse localisée et un gain de contractilité cellulaire sont des facteurs qui
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contribuent & la mobilité des cellules métastatiques (Friedl et Wolf, 2003).
Finalement, la survie de la cellule cancéreuse autant dans le site de croissance
primaire que dans les environnements distants dépend de sa capacité a échapper aux
mécanismes d’apoptose et d’immunité ainsi que de survivre aux conditions difficiles
lors du transit extra tissulaire. Ainsi, ’évasion de l’apoptose déclenchée par le
détachement de la cellule et I’association aux agrégats de plaquettes sont des
processus contribuant au développement des métastases (Nierodzik et Karpatkin,
2006). Cet enchainement de processus spécifiques a la cellule cancéreuse
métastatique lui permet ultimement de pénétrer et de proliférer au sein d’organes

distants par rapport a son origine.
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1.3.2 Transition épithélio-mésenchymateuse

Les épithéliums sont constitués de cellules hautement polarisées et liées par

différentes jonctions. La polarisation des cellules épithéliales, soulignée par la

régionalisation de la membrane plasmique en domaines apical et basolatéral, et leur
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forte association intercellulaire sont caractéristiques de leurs fonctions biologiques.
En effet, elles agissent en tant que barri¢re protectrice permettant le transport ou la
sécrétion et I’absorption de molécules de fagon sélective. A I’opposé, les cellules
mésenchymateuses ne possédent aucune polarité apico-basale et ne forment pas
d’épithélium. Ces cellules montrent un niveau d’interaction élevé avec la MEC,
phénomeéne qui leur accorde une forte mobilité (Voulgari et Pintzas, 2009). La TEM
est un mécanisme qui décrit la transformation d’une cellule épithéliale vers une
cellule avec des propriétés mésenchymateuses (figure 1.5). Le développement
embryonnaire, la cicatrisation et le cancer sont tous des processus biologiques ol la
TEM est impliquée. Ce processus est caractérisé par un inversement de la polarité des
cellules épithéliales, une perte de leurs molécules d’adhésion intercellulaires comme
la cadhérine épithéliale (E-cadhérine) et une acquisition de propriétés migratoires et
invasives (Savagner, 2007). L’activation de la TEM dans les tumeurs malignes est

fortement associée a I’initiation du processus métastatique (Thiery, 2002).

L’un des premiers phénoménes observés lors de la TEM est la perte des contacts
intercellulaires effectués par les jonctions serrées, adhérentes et communicantes
formées par divers complexes protéiques (figure 1.5 A). La perte des jonctions
serrées lors de I’initiation de la TEM est associée a une diminution de I’expression de
la claudine et de 1’occludine, ainsi que de la diffusion de la protéine zonula occludens
1 au niveau des interactions intercellulaires (Huang et al., 2012). La déstabilisation
des jonctions adhérentes est principalement liée a la perte d’E-cadhérine sur la
membrane plasmique. Cette protéine transmembranaire, codée par le géene CDHI,
permet 1’adhésion mécanique entre les cellules épithéliales. L’association de son
domaine intracellulaire avec 1’alpha-caténine et la béta-caténine forme un complexe
ternaire qui se lie au cytosquelette de la cellule via la F-actine (van Roy et Berx,
2008). Le clivage d’E-cadhérine peut entrainer une phosphorylation et une
accumulation de la B-caténine dans le noyau de la cellule et induire la transcription de

génes impliqués dans la TEM (Peinado et al, 2004). La réorganisation du
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cytosquelette d’actine constitue également une étape déterminante de ce processus
(figure 1.5 B). La formation de lamellipodes et de filopodes ainsi que la synthése de
fibre de stress par une modification de ’activité des RHO GTPases permettent a la
cellule en cours de transformation d’acquérir sa motilité (Lamouille et al., 2014). Les
propriétés migratoires de la cellule devenue mésenchymateuse sont conférées par sa
capacit¢ a former des invadopodes pouvant relarguer des vésicules de
métalloprotéinases matricielles (MMP) capables de dégrader la MEC (Ridley, 2011).
La transition vers un phénotype mésenchymateux est un phénoméne réversible. Le
processus retour de la cellule mésenchymateuse vers une cellule épithéliale polarisée

et fixe se nomme transition mésenchymo-¢épithéliale (Lamouille et al., 2014).
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1.4  Métabolisme, cancer et métastases

1.4.1 Métabolisme et cancer :un lien reconnu

Les tumeurs ont besoin d’énergie afin de croitre au sein de I’organe touché. Le Dr
Warburg a soumis une hypothése en 1927 basée sur la bifurcation des mécanismes
normaux du métabolisme énergétique par les cellules cancéreuses (Warburg et al.,
1927). Une cellule normale produit principalement son énergie par I’oxydation du
pyruvate, métabolite issue de la glycolyse. En présence d’oxygéne, la cellule
nécessite peu d’activité glycolytique, mais dépend de la voie de la phosphorylation
oxydative du pyruvate dans la mitochondrie pour maintenir son homéostasie
énergétique. En revanche, dans les cellules tumorales, un taux de glycolyse surélevé
précéde systématiquement 1’emprunt de la voie de la fermentation lactique
indépendamment de la présence en oxygene (Warburg et al., 1927). De facon
circonstancielle, les lipides peuvent constituer une autre source d’énergie pour les
cellules. Medes et ses collaborateurs (Medes et al, 1953) ont démontré que
I’approvisionnement en acides gras des cellules normales se fait & partir des lipides
circulants, tandis que les cellules tumorales préconisent la synthése de lipides de
novo. Ainsi, les niveaux d’activité des processus lipogéniques et 1’expression des
enzymes qui y sont associées sont augmentés par rapport aux conditions normales
(Swinnen et al., 2006). Les cellules cancéreuses qui proliféerent abondamment
nécessitent un apport élevé en acides gras dans le but de synthétiser les membranes

plasmiques des nouvelles cellules et de subvenir & leur besoin énergétique.
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1.4.2 Stéaroyl-CoA Désaturase 1

Les stéaroyl-CoA désaturases font partie d’une famille d’enzymes qui catalyse
I’introduction d’insaturations lors du processus de synthése d’acides gras au sein de
leur chaine carbonée. Ces enzymes jouent un rdle clé dans la synthése de lipides de
novo ou lipogenése de novo (Paton et Ntambi, 2009). Il existe plusieurs isoformes
différents exprimés chez la souris, le rat et I’humain. Chez I’humain, on retrouve
principalement SCD1, codé par le géne SCD qui est exprimé de fagon ubiquitaire
ainsi que la stéaroyl-CoA Désaturase 5 (SCD5) essentiellement présente au niveau du
cerveau et du pancréas. Cependant, SCD1 est majoritairement exprimé dans les tissus

adipeux et le foie (Castro et al., 2011).

Le géne codant pour SCD1 qui se localise sur le chromosome 10 comprend 6 exons
au sein d’une séquence de 24 kb. La protéine SCD1 de 37 kDa posséde 4 domaines
transmembranaires qui traversent la membrane du réticulum endoplasmique. Les
extrémités C et N terminales se retrouvent dans la partie cytoplasmique de la cellule
et balisent la partie centrale de I’enzyme qui contient 8 résidus histidines importants
pour sa fonction enzymatique. En effet, ces régions permettent la liaison d’une
molécule de fer non-hémique au sein de la pochette catalytique de I’enzyme (Paton et
Ntambi, 2009). Les processus opposés de dégradation et de traduction de SCDI1 se
déroulent de fagon rapide. D’une part, la portion N-terminale de SCD1 d’environ 30
acides aminés de 1’enzyme agit comme signal dans son processus de dégradation
rapide (Mziaut ez al., 2000). D’autre part, plusieurs facteurs comme la diéte, les
stimulations hormonales et I’environnement peuvent influencer la transcription et la
traduction du géne SCD. L’activation des voies de signalisation impliquant le sterol
regulatory element binding protein-1 (SREBP-1), les récepteurs nucléaires des
oxystérols, les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes et le RE
peuvent agir sur le promoteur de SCD1 afin d’activer sa transcription (Bryzgalova et

al., 2008; Chu et al., 2006; Kim, Y. C. et al., 2000; Miyazaki et al., 2004).
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SCD1 est une enzyme qui catalyse 1’introduction d’une liaison double en position 9
dans la chaine carbonée des acides gras saturés (AGS) afin de synthétiser des acides
gras mono-insaturés (AGMI). Précisément, elle contribue a transformer 1’acide
palmitique (C16 : 0) et I’acide stéarique (C18 : 0) en acide palmitoléique (C16 : 1) et
oléique (C18 : 1) respectivement (Enoch et al., 1976). Les AGMI sont les substrats
principaux des triglycérides, des esters de cholestérol et des phospholipides, ces
derniers étant importants pour la synthése des membranes plasmiques. Pour effectuer
son r0le de désaturase, SCD1 agit de concert avec une NAD(P)-cytochrome b5
réductase et un accepteur d’électrons, le cytochrome b5, en présence d’oxygéne afin
de catalyser cette réaction aérobique. Le transfert d’électrons entre ces différents
joueurs résulte en l’apparition d’une liaison double en position 8-9 de la chaine
alyphatique et la réduction d’O2 en 2 molécules d’H2O (figure 1.6). La désaturase agit
de maniére séquentielle sur les carbones 9 et 10 respectivement en retirant dans cet
ordre précis 1’atome d’hydrogene li€ a chacun des carbones grice a la portion
oxydante sur son noyau ferrique (Paton et Ntambi, 2009). Ainsi, de par son activité

oxydante, SCD1 est capable de modifier le ratio entre les AGS et les AGML.
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1.4.2.1 Stéaroyl-CoA Désaturase-1 et cancer du sein

Les enzymes désaturases jouent un réle clé et méme limitant dans le processus de
lipogenése de novo. Les AGMI issus de 1’activité de désaturation se retrouvent de
fagon majoritaire dans la composition des membranes lipidiques et des triglycérides.
Plusieurs groupes de recherche ont montré ’existence d’une association entre une
forte expression de 1’isoforme 1 dans les tissus adipeux et le développement de
1’obésité chez I’humain (Caron-Jobin et al., 2012; Roberts et al., 2009). Sachant que
le sein est un organe dont la composition en tissu adipeux est élevé, il semble possible
que SCD1 puisse jouer un rble dans le CS. En effet, des études ont démontré une
corrélation entre le ratio d’AGS par rapport aux AGMI dans le sérum et le risque
d’étre atteint d’un CS (Chajes et al., 2008). Ainsi, la proportion d’AGMI incorporés a
la membrane des globules rouges pourrait étre utilisée comme biomarqueur important
dans le dépistage du CS (Shannon et al., 2007). Une expression et une activité plus

élevées de SCD1 sont observées autant dans les tissus mammaires atteints de tumeur
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(Ide et al., 2013) que certaines lignées de CS (Scaglia et al., 2009), mais également
dans d’autres cancers qui ciblent le foie et les poumons (Scaglia ef al., 2005; Yahagi
et al., 2005). Notre laboratoire a récemment démontré une corrélation positive entre
I’expression de SCD1 et la croissance de cellules MCF-7 et MDA-MB-231, deux
lignées cellulaires issues d’adénocarcinomes mammaires (Mauvoisin et al., 2013). En
effet, I’inhibition de SCD1 dans ces cellules permet de réduire leur prolifération en
association avec une diminution des marqueurs oncogéniques Cdk4, Cycline D1 et c-

Myc (Mauvoisin et al., 2013).

1.4.2.2 SCD1 et métastases

La recherche sur SCD1 a permis d’établir un lien entre 1’activité de cette désaturase et
le développement de certains cancers (Fritz et al, 2010; Mason et al., 2012;
Mauvoisin et al., 2013; Scaglia et al., 2005). 11 semble que la surexpression de cette
enzyme et les AGMI qu’elle produit jouent non seulement un rdle dans la
carcinogenése, mais également dans le processus de progression du cancer. Un taux
élevé d’AGMI au niveau des esters de cholestérols est souvent associé¢ a la mort
prématurée des patients atteints de cancer en lien avec la présence de métastases
(Zureik et al., 1995). L’altération a la hausse du ratio AGMI/AGS par une activité
forte de SCD1 au niveau des tumeurs primaires mammaires de patientes atteintes du
CS diminuent drastiquement leur chance de survie et le taux de récidives (Holder et
al., 2013). 11 a été démontré que I’indice d’insaturation dans les tumeurs du CS est
associé principalement a I’activité lipogénique intracellulaire et non a la diéte
(Simonsen et al., 1998). L’activation du processus d’insaturation des acides gras par
SCD1 au sein des cellules épithéliales tumorales est liée & un mauvais pronostic pour
les patients souffrants de CS (Petrek et al., 1997). Les recherches effectuées par Zhu
et ses collaborateurs (Zhu et al., 1995) démontrent qu’il existe une corrélation

positive entre la concentration en AGMI dans les tissus adipeux mammaires et le
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niveau d’agressivité des tumeurs de CS. De plus, les lignées de cellules de CS qui
montrent un phénotype mésenchymateux possédent un indice d’insaturation lipidique
plus élevé que des lignées qui ne sont pas métastatiques naturellement. Ainsi, la
concentration en lipides insaturés semble étre un indicateur de I’agressivité des
cellules tumorales mammaires (Nieva et al., 2012). Notre laboratoire a précédemment
montré ’implication de SCD1 dans le processus d’initiation des métastases dans le
cadre d’études in vitro sur le CS. Les résultats présentés dans cette publication ont
mis de ’avant le réle primordial de cette désaturase dans 1’activation de la TEM des

cellules de CS menant au développement des métastases (Mauvoisin et al., 2013)

1.5  Mécanismes et voies de signalisations d’intéréts

1.5.1 Phospholipase D2

La phospholipase D (PLD) est une enzyme qui fait partie de la superfamille des
phospholipases. En catalysant la réaction d’hydrolyse de phospholipides, ce type
d’enzyme permet de produire des acides gras libres par le relaichement des substances
lipophiles qui lui étaient préalablement associées (Xie et al., 2002). Dans le cas de la
PLD, elle est capable de générer de I’acide phosphatidique (AP) en brisant la liaison
phosphodiester qui retient la phosphatidylcholine grace a une molécule d’eau qui agit
comme nucléophile et aux régions catalytiques HKD constituées des acides aminés
histidine, lysine et de I’acide aspartique (Sung et al., 1997). Chez les mammiferes,
ces phospholipases sont exprimées de facon quasi-ubiquitaire et existent
majoritairement sous deux isoformes codés par les génes PLDI et PLDZ2. Les
enzymes PLD1 et PLD2 se retrouvent particuliérement au niveau des membranes
intracellulaires et plasmiques, possiblement a cause de I’addition d’un radical d’acide

palmitique sur certains résidus cystéines (Xie et al., 2002).
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L’isoforme PLD2 se localise principalement au sein des radeaux lipidiques qui
composent la fraction légére de la membrane plasmique (Xie et al, 2002).
L’implication de cette enzyme dans le développement du cancer ainsi que la
formation des métastases est due essentiellement par sa production d’AP, un
mécanisme amplement détaillé dans la littérature (Fang et al., 2001; Foster, 2009;
Gomez-Cambronero, 2014; Peng et Frohman, 2012). Des études ex vivo avec les deux
isoformes purifiés des PLD ont illustré que 1’isoforme PLD2 est spécifiquement
activé par ’AO (Kim, J. H. et al., 1999). D’autres ont également démontré un effet
similaire de I’AO sur PLD2 en utilisant la lignée de mastocytes RBL-2H3 (Sarri et
al., 2003). Arous et ses collaborateurs ont également observé une activation de PLD2
par I’AO dans la lignée cellulaire HepG2 isolée a partir d’un hépato carcinome
humain (Arous et al., 2011). De fortes concentrations d’AP, qui se traduisent par une
activité élevée d’une PLD oléate-dépendante, sont observées dans les tumeurs
mammaires qui sont dites agressives (Uchida et al., 1997). De plus, I’atténuation de
I’expression de PLD2 semble diminuer significativement le pouvoir migratoire et
invasif de la lignée cellulaire MDA-MB-231 et réduit I’apparition de métastases chez
les souris ayant subies des xénogreffes tumorales mammaires (Henkels et al., 2013;

Scott et al., 2009).

1.5.2 Voie de signalisation mTOR

La cible mécanistique de la rapamycine (mTOR) est une voie de signalisation
complexe qui est impliquée dans une panoplie de processus cellulaire (Laplante et
Sabatini, 2012). Son nom a pour origine la découverte de 1’effet inhibiteur de la
rapamycine, une molécule antifongique premiérement découverte comme métabolite

produit par la bactérie Streptomyces hygroscopicus (Vezina et al., 1975), sur la
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transduction du signal de la voie mTOR (Heitman et al, 1991). mTOR est une
sérine/thréonine protéine kinase atypique qui fait partie de la famille d’enzyme des
phosphoinositide 3-kinase (PI3K) qui interagit avec une multitude de partenaires
protéiques afin de former les complexes mTOR complexe 1 (mTORCI1) et 2
(mTORC?2) (Laplante et Sabatini, 2012). Ces complexes posseédent des mécanismes
d’activation et des cibles distinctes, résultant en la régulation de fonctions cellulaires
diverses par mTORC1 et mTORC?2 (figure 1.7). Le complexe 1 peut étre activé de
fagon directe ou non par I’AP, les acides aminés, la signalisation Wnt ou des facteurs
de croissance afin de réguler le métabolisme, la synthése protéique et 1’autophagie
entres autres, des associations qui sont casi-uniques au complexe 1 (Laplante et
Sabatini, 2009). Généralement, 1’étude des effecteurs en aval de mTOR est conduite
afin de déterminer les niveaux d’activation des complexes. En effet, I’induction de la
synthése protéique par une activation de mTORCI1 est marquée par une cascade de
signalisation bien précise. Lorsque le complexe 1 est actif, il induit la
phosphorylation du facteur répresseur Eukaryotic translation initiation factor 4E
(eiF4E)-binding protein 1 (4E-BP1) et de la kinase ribosomique p70 (p70S6K1).
Sous son état phosphorylé, la protéine 4E-BP1 perd son effet répressif par son
incapacité¢ a se lier au eiF4E permettant ce dernier de compléter sa fonction
d’initiation de la traduction cap-dépendante (Pause et al., 1994). La phosphorylation
de p70S6K1 par mTORCI révéle une élévation de I’activité de p70S6K1 associée a
une augmentation de la synthése d’ARNm, mais également a des processus
d’initiation de la traduction et d’élongation via la régulation de plusieurs autres
protéines impliquées dans I’induction des machineries transcriptionnelles et
traductionnelles (Ma et Blenis, 2009; Mayer et Grummt, 2006). Une étude a
démontré que le niveau de phosphorylation sur le résidu thréonine 389 corréle
fortement avec 1’activité kinase de p70S6K1, pouvant ainsi servir d’indicateur de la

transduction de signal en aval de mTORC1 (Hannan et al., 2003).
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Au fil du temps, une vaste étendue de fonctions contrélées par mTOR a été
caractérisée (Benjamin ef al., 2011). La nature des processus qu’il régule, comme la
proliferation, la survie et la mobilité cellulaire, a mené a son association avec le
cancer et le processus métastatique (Foster, 2009; Hsieh et al., 2012; Laplante et
Sabatini, 2012; Zhou et Huang, 2011). Ainsi, ’approfondissement des connaissances
depuis les derni¢res années concernant les mécanismes moléculaires régulant les
voies de signalisations impliquant les complexes mTOR est de mise dans le contexte
de I’étude du cancer (figure 1.7). Des études ont démontré que 1’activation de cette
voie de signalisation influence la régulation de la migration et de I’invasion de
cellules du CS métastatiques (Wander et al., 2013). D’autres recherches exposent
I’importance de cette voie dans le processus métastatique par son influence sur la
régulation de la biosynthése de protéines oncogéniques (Hsieh et al., 2012). De fagon
prometteuse et intéressante, des molécules ciblant mTOR ont été développées et
approuvées lors d’études cliniques afin de contrer les effets pro oncogéniques de
mTOR, dévoilant ainsi son potentiel comme cible thérapeutique (Oudard et al., 2009;

Rivera et al., 2011).
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CHAPITRE I

OBJECTIFS

2.1  Hypotheéses et objectifs

SCD1 joue un rdle clé dans la production des AGMI qui sont les principaux substrats
des triglycérides, des esters de cholestérols et des phospholipides. Une inhibition de
cette enzyme chez la souris protége cette derniére contre la prise de poids tout en
montrant des taux de lipides et de cholestérol réduits et une sensibilité accrue a
I’insuline (Ntambi ez al., 2002). Récemment, certaines équipes de recherche ont
montré I’existence d’un lien entre le métabolisme des lipides et le cancer. Une étude
publiée derniérement dans le journal Cell Metabolism mentionne 1’implication directe
de cette voie métabolique dans la résurgence du CS et la formation de métastases
(Sounni et al., 2014). 1l est reconnu que I’activité de SCD1 est augmentée dans
plusieurs types de cellules cancéreuses, incluant les cellules tumorales de la glande
mammaire (Scaglia et al., 2009). Notre laboratoire a démontré dans deux lignées de
cellules de CS la capacité de SCD1 a moduler les génes ¢-MYC, CYCLIN DI et
CDK4 qui sont tous associés au développement tumoral (Mauvoisin et al., 2013).
Ainsi, SCD1 semble étre impliquée dans le processus de formation de la tumeur
primaire du CS. Le caractere agressif et métastatique de la tumeur peut également
étre influencé par 1’activité désaturase dans la cellule cancéreuse mammaire. Un ratio
élevé AGMI/AGS tend vers une augmentation de I’agressivité de la tumeur chez les

patients atteints du CS (Zhu et al, 1995). Un fort niveau d’insaturation est
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caractéristique de la présence de cellules avec un phénotype mésenchymateux,
phénomeéne associé a un cancer invasif et métastatique (Nieva et al., 2012). Scott et
ses collaborateurs (Scott et al., 2009) mettent en évidence I’importance de 1’AO,
produit par SCD1, dans I’activation de la synthése d’AP par la PLD2 impliqué dans
le chimiotactisme et 1’agressivité de cellules de CS. Par ailleurs, SCD1 semble
participer a ’activation du processus de TEM, une cible de plusieurs molécules
anticancéreuses vu son rdle dans I’induction des métastases (Hatsell et al., 2003,

Heerboth et al., 2015; Sheikh et al., 2014).

Bref, sachant que SCD1 est surexprimée dans les cellules cancéreuses des glandes
mammaires et qu’une hausse de 1’activité de cette enzyme semble étre impliquée dans
le processus métastatique du cancer, nous cherchons & comprendre d’avantage le role
de cette désaturase dans le CS. A laube de ces connaissances, nous émettons
I’hypothese que I’inhibition de SCD1 et de PLD2 dans des cellules de CS hautement
agressives puisse diminuer leur potentiel prolifératif et invasif dans un cadre in vitro.
Nous anticipons observer un changement au niveau de la morphologie des cellules
d’adénocarcinomes mammaires traités avec un petit ARN interférent (siRNA) contre
SCD1 et un inhibiteur pharmacologique de PLD2 vers un phénotype moins
mésenchymal. De plus, nous croyons que I’altération de ces paramétres a caractére
métastatique médi€ par une activation de la voie mTOR en lien avec SCD1 et PLD2.
En effet, nous supposons que I’OA produit par 1’activité désaturase de SCD1 servira
de substrat pour la production de PA par PLD2, un phospholipide capable d’induire la
phosphorylation de mTOR. Bref, cette étude est importante dans le but de mieux
concevoir la complicité entre le métabolisme lipidique et I’initiation des métastases
afin de déterminer si SCD1 pourrait étre la cible d’un traitement contre les métastases

du CS.

Ce projet de maitrise a pour objectifs de :



29

Induire des modifications génétiques temporaires dans des cellules
épithéliales MDA-MB-231-D3H2LN-luc de CS hautement métastatique afin
de diminuer I’expression de SCD1 et réduire 1’activité enzymatique de PLD2
par inhibition pharmacologique

Evaluer dans un contexte in vitro la prolifération, la migration, la
morphologie et le potentiel invasif des cellules traitées avec un siRNA contre
SCD1 et/ou un inhibiteur de PLD?2.

Evaluer I’activation de la voie mTOR par I’AO en présence ou non d’un
inhibiteur de PLD2 permettant d’établir 1’existence d’un lien entre SCD1 et
PLD2

Evaluer I’impact de 1a modulation de 1’expression de SCD1 sur I’activation

de la voie mTOR.
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Abstract

Encoded by the SCD1 gene, Stearoyl-Coa Desaturase 1 is an enzyme capable of
catalyzing the formation of monounsaturated fatty acids (MUFA). Previous reports of
higher expression and increased activity of this desaturase in breast cancer tissues and
cell lines prompted us to investigate its involvement in mammary carcinoma. More
specifically, SCDI expression profile of SCD1 has been correlated with cell
proliferation, survival and migration. The MUFA oleic acid (OA) produced by SCD1
can selectively activate phospholipase D2 (PLD2), an enzyme with potential
implications in cell migration, invasion and cytoskeleton reorganization. Recently, we
demonstrated that transient inhibition of SCDI in MCF-7 and MDA-MB-231 breast
cancer cells decreased MAP Kinase signal transduction and impaired epithelial to
mesenchymal transition-like behaviors, traits associated with metastasis initiation. To
determine the contribution of SCD! in the acquisition of invasive properties by PLD2
activation, we impaired both SCD1 expression and PLD2 activity in the highly
metastatic MDA-MB-231 derived breast cancer cell line MDA-MB-231-D3H2LN-
luc (MDA-231-D3H2LN). Cell migration and invasion were diminished when
knocking down SCD! expression and PLD2 activity concomittantly. Consequently,
similar treatment of MDA-231-D3H2LN cells altered their morphology, with cells
presenting fewer mesenchymal-like properties. These metastasis-associated processes
could be regulated by mTOR, since PLD2 inhibitor treatment completely abrogated
the OA-induced mTOR activation, hinting at a PLD2-dependent role for SCD1 in
breast cancer metastasis. Our results present evidence of a possible interaction

between SCD1 and PLD2 in the progression of breast cancer.

Keywords

SCD1, PLD2, Breast cancer, Metastasis, Cell morphology, mTOR
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1. Introduction

The development of breast cancer metastasis is a complex process involving many
transformations within malignant cells. Several studies have shown that transition
from an epithelial to a mesenchymal phenotype, enhancement of migratory potential
in cancer cells, as well as survival and proliferation at the metastatic lesions,
contribute greatly to cancer progression (Barkan et al., 2010; Bocca et al., 2011,
Fermmandez et al., 2000; Gunasinghe et al., 2012; Lu et al., 2001; Rosenthal et al.,
2011).

The heterogeneity in phenotype of breast cancer subtypes can be a challenge for
treatment design and prediction of clinical outcome. In most instances, attenuation of
breast cancer lethality can be achieved through early diagnosis and pre-emptive
treatment of distant site metastasis (Steeg et Theodorescu, 2008; Weigelt et al.,
2005). However, triple-negative breast cancer (TNBC) is more arduous to target with
patients displaying shorter survival time after recurrence (Hudis et Gianni, 2011).
Interestingly, recent clinical investigations have associated obesity with TNBC
(Kwan et al., 2009; Vona-Davis et al., 2008), and revealed body mass index as a risk
factor for breast cancer metastasis and distant tumor recurrence (Ewertz et al., 2011,

Sestak et al., 2010).

Stearoyl-CoA Desaturase 1 (SCD1), a key de novo lipogenesis enzyme, plays a
crucial role in the development of obesity (Dobrzyn et Ntambi, 2004; Ntambi et al.,
2002). It catalyzes a desaturation reaction within the aliphatic portion of de novo

synthesized or diet-obtained saturated fatty acids, forming the mono-unsaturated fatty
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acid metabolites palmitoleoyl-CoA and oleoyl-CoA (Paton et Ntambi, 2009).
Changes in saturated and monounsaturated fatty acid levels can alter a broad range of
cellular mechanisms such as lipid storage, energy metabolism, cell membrane
fluidity, inflammation and signal transduction, most of which are implicated in
carcinogenesis (Collins et al., 2010; Ntambi et al., 2002; Peter et al., 2009; Tiku et
al., 1996; Yonezawa et al., 2008). Many studies have found SCD/ to be upregulated
in primary tumors of several cancer types, such as prostate, kidney, liver and breast
cancer (Falvella et al., 2002; Fritz et al., 2010; Ide et al., 2013; von Roemeling et al.,
2013). Lipid desaturation activity in serum and tumor of patients has been correlated
with a higher risk for breast cancer (Chajes et al., 1999; Guo et al., 2014). More
specifically, SCDI has been shown to be a driver of cell proliferation and to regulate
anti-apoptosis signals, favoring breast cancer cell growth and survival (Mason et al.,
2012; Scaglia et al., 2009). The association of SCDI with breast cancer has mostly
been studied in the context of primary tumor development. However, its role in the
metastatic process has also been explored. An elevated SCDI expression profile in
breast tumors was recently correlated with grade III and invasive ductal carcinomas,
traits associated with metastatic potential (Peck et al., 2016). Our laboratory has
implicated SCD1 in the Wnt/B-Catenin signaling pathway (Mauvoisin et al., 2013), a
crucial process in the epithelial to mesenchymal transition (EMT) leading to
metastasis (Heerboth et al., 2015). Cancer-associated fibroblasts demonstrated an
ability to promote the migration of metastatic breast cancer cells by inducing SCD/
expression (Angelucci et al., 2015). Overall, these results strongly suggest a role for

SCD1 in metastatic breast cancer progression.

Phosphatidic acid (PA) is a labile signaling lipid synthesized by Phospholipases D
(PLD) that can impact a wide variety of cancer-associated cellular mechanisms,

including cell survival and proliferation (Fang et al., 2001; Foster, 2009; Peng et
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Frohman, 2012). In MDA-MB-231 cells, PA is able to drive cell motility in a PI3K-
dependent fashion (Sliva et al., 2000). PA over-production by phospholipase D2
(PLD2) enhances tumor growth and metastasis of breast tumor xenografts in
immunodeficient mice (Henkels et al., 2013). The effects of PLD2 on breast cancer
progression seem to result from the activation of the mammalian target of rapamycin
(mTOR) signaling pathway (Chen, Y. et al., 2003; Foster, 2009). Past investigations
have reported a selective activation of PLD2 activity by oleic acid (OA), the main
product of SCD1 activity (Kim, J. H. et al., 1999; Sarri et al., 2003). Therefore, the
possibility of a conjunct role of SCDI and PLD?2 in breast tumorigenesis warrants

exploration.

The goal of this investigation is to examine the effects of delta-9 fatty acid
desaturation and transphosphatidylase activity of PLD2 in the initiation of breast
cancer metastasis. With this intent, our experiments were conducted with triple
negative MDA-MB-231-luc-D3H2LN (MDA-231-D3H2LN) breast cancer cells that
demonstrate a high metastatic potential (Jenkins et al, 2005). We report that
knockdown of SCD! expression and PLD2 activity hinder the migratory and invasive
capacity of MDA-231-D3H2LN cells, accompanied by a change in morphology.
Also, we show that mTOR signalling can be triggered by OA, conceivably through a
PLD2-catalyzed process. Overall, our data emphasizes a possible role for SCDI and

PLD2 in breast cancer metastasis initiation and progression.
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2. Materials and Methods

Kaplan-Meier plots

The breast cancer Kaplan-Meier plotter (Gyorffy et al., 2010) (kmplot.com) was used
to generate relapse-free (n=3554) and distant metastasis-free (n=1609) survival plots
in which patients have been separated in two groups according to the SCDI
expression level (Affymetrix probe ID: 200832 s at) of their primary tumor. To
evaluate differences between groups, statistical analyses using the log-rank test and
the proportional hazards model were made. Datasets included in analysis: E-MTAB-
365, GSE11121, GSE12093, GSE12276, GSE1456, GSE16391, GSE16446,
GSE17705, GSE17907, GSE19615, GSE20194, GSE20271, GSE2034, GSE20685,
GSE20711, GSE21653, GSE2603, GSE26971, GSE2990, GSE31448, GSE31519,
GSE3494, GSES5327, GSE6532, GSE7390, GSE9195.

Cell culture, transfection procedure and treatments

Highly invasive MDA-MB-231-luc-D3H2LN breast cancer cells (MDA-231-
D3H2LN; PerkinElmer, #119369) were grown in complete EMEM media (Wisent,
#320-005-CL) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 500 U/mL
penicillin and 500 pg/mL streptomycin (LT Gibco, #15070063), and maintained in a
5% CO; incubator at 37°C. For microscopy analysis, cells were seeded at a density of
2x10% cells per well in tissue culture treated 8-well p-Slides (iBidi, #80826). A day
after seeding, cells were transfected with 20 nM of either control siRNA (siCTL)
(Santa Cruz Biotechnology, #sc-37007) or siRNA against SCD1 (siSCD1) (Ambion,
#4390824) using the DharmaFECT 4 transfection reagent (GE Dharmacon, #T-2004-
01) for a 24 h period. Following transfection, treatment with 1 uM of the SCD1
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inhibitor A939572 (Biofine International, #37062) or 10 uM of the PLD2 inhibitor
VU0285655-1 (Avanti Polar Lipids, #857372) were performed for 4 h using DMSO
as vehicle and control. Treatment with oleic acid (Sigma, #0-3008) was performed
for 24 h.

Cell proliferation assay

Cell proliferation was evaluated using a MTT formazan (Sigma, #M2003)
colorimetric assay. Briefly, cells were seeded at a density of 1.5x10* cells per well in
96-well plates in complete media. The next day, cells were treated with DMSO,
A939572, VUO0285655-1 or a combination of both inhibitors for up to 96 h. At every
time point indicated, cells were incubated with fresh media containing 1 mM MTT
and transferred in a 5% CO2 incubator at 37°C for 4 h. The formazan crystals were
dissolved in 0.01 M SDS-HCI ovemight in a 5% CO: incubator at 37°C and
absorbance was measured at 570 nm with correction at 690 nm. MTT concentration

relative to untreated control cells is indicative of cell proliferation.

Cell cycle analysis

Cells were seeded in 6-well plates at a density of 1x103 cells per well. The next day,
cells were treated 48 h with DMSO, A939572, VU0285655-1 or a combination of
both inhibitors. After treatment, cells were trypsinized and fixed dropwise with
absolute ethanol (70% final). Cells were stained with 50 pg/mL propidium iodide (PI)
(BD Biosciences, #556463) in the presence of 15 pg/mL RNase A and subsequently
incubated 15 minutes at 37°C and overnight at 4°C to reach equilibrium. PI
fluorescence was measured using an Accuri C6 flow cytometer (BD Biosciences) and

cell cycle analysis was performed with FlowJo software v10.
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Colony forming assay

Cells were seeded in 6-well plates at a density of 1x10* cells per well and treated 48 h
with DMSO, A939572, VU0285655-1 or a combination of both inhibitors. After
treatment, cells were grown in complete media for up to 7 days in a 5% CO;
incubator at 37°C to allow for large colonies to form. The colonies were fixed in ice
cold 100% methanol and stained with 02% crystal violet in a methanol-water (25:75)
solution. Images (36 fields per condition) were acquired with a Nikon Eclipse Ti

inverted microscope using a Plan Apo 4X/0.2 NA objective.

Kinetic wound healing assay

MDA-231-D3H2LN cells were seeded in 24-well plates at a density of 5x10* cells
per well. The next day, cells were siRNA-transfected and subsequently treated with
DMSO or VU0285655-1. The confluent cell monolayer was scratched using a sterile
P200 pipette tip, cell debris were washed out and complete media containing
VUO0285655-1 was replenished. Wound recovery was monitored every 20 minutes for
12 h with a Nikon camera (#DS-F11). Wound area at each acquisition was measured

using NIS-Elements software (Nikon).

Cell migration and invasion assays

MDA-231-D3H2LN cells were seeded in 24-well plates at a density of 5x10* cells
per well. The next day, cells were siRNA-transfected and subsequently treated with
VU0285655-1. Cells were trypsinized and transferred to the top chamber of a non-
coated (migration) or Matrigel-coated (invasion) transwell insert with 8 um pores

(Coming, #3422) in serum-free media containing VU0285655-1. Media
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supplemented with 10% FBS was used as a chemoattractant in the bottom part of the
chamber. Cell invasion through the Matrigel and migration through the membrane
was permitted for 24 h and 6 h respectively. Cells that did not migrate were discarded
with a cotton swab. Cells present on the bottom side of the membrane were fixed in
70% ethanol, stained with 0.2% crystal violet in a methanol-water (25:75) solution
and counted. Images (4 fields per condition) of the membranes were acquired with a

Nikon Eclipse Ti inverted microscope using a Plan Apo 4X/0.2 NA objective.

Immuneostaining

Cells were washed with warm PBS and fixed in 4% paraformaldehyde for 30 minutes
at room temperature. Permeabilization ensued with permeabilization buffer (1X PBS,
0,25% Triton X-100) for 10 minutes and then blocked with 1% BSA for 1h. Cells
were incubated with a primary antibody targeting SCD1 (1:1000; Abcam, #ab19862)
overnight, Alexa-Fluor-647 conjugated secondary antibody (1:2000; Abcam,
#ab150115) for 1h, actin-stain 488 phalloidin (Cytoskeleton, #PHDG1-A) for 30
minutes and counterstained with DAPI. Fluorescence in samples was observed with a
Nikon AIR confocal microscope using a Plan Apo 60X Oil/1.4 NA objective.
Quantification of SCD1 expression and cell morphology parameters was made using

NIS-Elements software (Nikon).

Morphology analysis

The F-actin stained perimeter of randomly chosen cells was defined as the region of
interest. Cell area (mm?), relative SCD1 expression (Alexa 647 fluorescence),
circularity, elongation, convexivity and shapefactor were measured with NIS-

Elements software (Nikon). Circularity ranges from O to 1, where | represents a cell
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of perfect circularity. Elongation corresponds to the ratio of the maximum/minimum

diameter of an object, where the value score correlates with the flatness of the cell.

Western Blotting

Cells were lysed in RIPA buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4; 1% NP-40; 0.5% Na-
deoxycholate; 0.1% SDS; 150 mM NaCl; 2 mM EDTA; 50 mM NaF) containing
protease and phosphatase inhibitors (Sigma, #P8340; #P0044). Insoluble cell debris
were precipitated by centrifugation and solvated proteins were recovered. Protein
concentration was determined by the Bradford protein assay (Bio-Rad, #5000006).
Equal amount of proteins (between 10 and 20 ug) were separated by electrophoresis
on SDS-Page and transferred on PVDF membranes. After a 1h incubation in blocking
buffer (1x TBS, 0.1% Tween-20, 5% milk), membranes were probed in blocking
buffer containing primary antibodies for SCD1 (1:1000; Abcam, #abl19862),
phospho-mTOR Ser2448 (1:1000; Cell Signaling, #2971), phospho-p70S6K Thr389
(1:1000; Cell Signaling, #9205), phospho-Akt Ser473 (1:1000; Cell Signaling,
#9271), phospho-GSK-3a/B Ser21/9 (1:1000; Cell Signaling, #9331) or a-tubulin
(1:2000; Cell Signaling, #2144). HRP-conjugated anti-rabbit IgG (Cell Signaling,
#7074) or HRP-conjugated anti-mouse IgG (Cell Signaling, #7076) diluted in
blocking buffer (1:2000) was used as secondary antibody for 1 h at room temperature.
Signals were revealed using the ECL substrate (Millipore, #WBKLS0100).

RT-PCR

Total RNA was extracted using Trizol reagent (ThermoFisher Scientific, #15596026)
and corresponding cDNAs were generated via reverse transcription with SuperScript

IT Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific, #18064014) and Oligo-dT primers
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(ThermoScientific, #18418012). QPCR reactions were performed using SYBR Green
(ThermoScientific, #A25780) in a LightCycler 480 (Roche). The primers used were:
human Y-box Binding Protein 1 (YBIl) 5'- TCGCCAAAGACAGCCTAGAGA-3'
(forward) and 5'-TCTGCGTCGGTAATTGAAGTTG-3' (reverse), human
Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1 (HPRTI) 5’-
CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT-3’ (forward) and 5’-
AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA-3’ (reverse). HPRT1 was used as a reference

gene for normalization of the data.

Statistical analysis

All data are presented as mean + standard error of the mean (SEM). A Student t-test
was used to compare two groups at a time. A p value < 0.05 was considered

statistically significant.
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3. Results

SCD1 expression is associated with poor breast cancer prognosis

We recently suggested a role for SCD/ in the EMT process in MDA-MB-231 cells,
thereby hinting at a possible role for SCD/ in breast cancer metastasis(Mauvoisin et
al., 2013). Interestingly, analysis of Kaplan-Meier plots shows a better survival rate
for breast cancer patients with low SCDI expression in their primary tumors. More
precisely, elevated SCD! levels correlate with lower relapse-free survival rates (p<
0.0001) (Fig. 1A) as well as distant metastasis-free survival rates (p=0.027) (Fig. 1B)
compared to patients bearing tumors with low SCDI expression, further suggesting

the importance of this gene in breast cancer progression.

Combined inhibition of SCD1 and PLD2 activity abates breast cancer cell

proliferation

We investigated the influence of SCD1 and PLD2 activity on proliferation of MDA -
231-D3H2LN breast cancer cells. SCD1 inhibitor and PLD2 inhibitor co-treatment
diminishes proliferation after 96 h as measured by the MTT assay (Fig. 2A).
Although treatment with either inhibitor by itself tends to reduce colony formation, a
75% decrease relative to control is observed when the two inhibitors are combined
(Fig. 2B, C). This reduction in cell growth seems to be caused by an impairment of
cell cycle progression. Indeed, combined SCD1 and PLD2 inhibition decreases by
7.6% the population of MDA-231-D3H2LN cells in S phase, coherent with a 6.4%
increase of cells in Go/G) (Fig. 2D). Also, treatment with A939572 alone reduces the
amount of cells in S phase by 5.7% (Fig. 2D). No significant changes in the G2/M

phase subpopulation are observed in any of the treatments. Overall, these data
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indicate that SCD1 inhibition alone can lessen breast cancer cell proliferation with a

more potent effect when PLD?2 is also inhibited.

Breast cancer cell migration and invasion are impaired by SCD1 and PLD2

inhibition

Next, we evaluated the role of both enzymes in cell migration and invasion, key
processes of metastasic development. A kinetic wound-healing assay was performed
to monitor the migration of highly metastatic MDA-231-D3H2LN cells treated with a
siRNA against SCD/ (siSCD1) and the PLD2 inhibitor (Fig. 3A, C). These cells
show an inferior wound recovery response (0.42 fold compared to the control group;
Fig. 3B) when SCD/ is knocked down (25-50% decrease in protein level; Figs. 4B
and 5A) while PLD2 activity is inhibited. Individual diminution of SCD/ expression
and PLD2 activity also has a noteworthy effect on breast cancer cell migration as the
wound surface recovered is decreased relative to untreated cells (Fig. 3A-C and
Supplemental Video 1). These findings were confirmed with transwell migration
chambers assays. Independently, SCDI/ knockdown and PLD2 inhibition slightly
lessen migration through a transwell membrane. When combined, these treatments
substantially diminish cell migration (0.37 fold compared to control; Fig. 3D, E). An
increased effect on cell motility was observed when breast cancer cells were
subjected to an invasion assay through matrigel-coated transwell membranes. In the
presence of PLD2 inhibitor, siSCD1-transfected cells are less effective in crossing a
matrigel-coated transwell membrane (0.72 fold compared to control group; Fig. 3F,
G). These results show that SCDI expression and PLD2 activity are necessary for the
migration and invasion potential of MDA-231-D3H2LN cells, and raise the
possibility that co-inhibition of SCD1 and PLD2 interferes with the extracellular

matrix degradation inherent to the metastasis process.
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SCD1 and PLD2 inhibition affects cell morphology

Cell morphology can be an indicator of cell migration behavior, and thus their
metastatic potential (Clark et Vignjevic, 2015). Therefore, the shape of MDA-231-
D3H2LN cells was evaluated following SCDI knockdown and PLD?2 inhibition (Fig.
4A). Modulation of SCD1 expression and PLD?2 activity does not affect cell surface
area (Fig. 4C). However, knockdown of SCD1 expression or PLD2 activity leads to
an increase in breast cancer cell circularity (1.34 and 1.37 fold respectively) and a
decrease in their elongation (0.80 and 0.82 fold respectively) compared to control.
Combined treatment enhances this effect, driving MDA-231-D3H2LN cells toward a
rounder (1.48 fold) and less elongated (0.74 fold) shape relative to controls (Fig. 4D,
E). Co-inhibition of SCD1 expression and PLD2 activity diminishes the roughness
projected by the cells’ cytoskeleton, an effect as measured by an increase in
ShapeFactor and convexivity (Fig. S1). Transfection with the SCDI-targeting siRNA
successfully reduces expression of the target protein in MDA-231-D3H2LN cells, as
shown by a 25% immunofluorescence signal reduction compared to control siRNA.

Surprisingly, PLD2 inhibitor treatment also decreases SCD1 expression, albeit only
slightly (Fig. 4B).

Oleic acid is able to trigger mTORCI1 signaling through a PLD2-dependent

mechanism

We investigated the importance of SCD1 and PLD2 on mTOR activation in MDA-
231-D3H2LN cells. Simultaneously knocking down SCD1 expression (about 50%
protein level; Fig. 5A) and inhibiting PLD2 activity leads to a 0.52 fold reduction in
mTOR Ser2448 phosphorylation compared to control (Fig. 5C). Both PLD2 inhibitor
treatment and the siSCD1-PLD2 inhibitor combination significantly reduce
phosphorylation of the mTORCI effector p70 S6 kinase (p70S6K) on Thr389 by 0.43
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and 0.69 fold respectively (Fig. 5SD). Of note, a reduction in mRNA leves of YB-1, a
target gene of mTOR, of 0.35 fold is observed in cells co-treated with siSCD1 and
PLD2 inhibitor (Fig. S2). Also, only treatment with a siRNA against SCDI
diminishes Akt phosphorylation on S473 by approximately 0.24 fold compared to
control cells (Fig. 5B). To determine if OA, the main product of SCD1 activity, can
trigger mTOR signaling in breast cancer cells, MDA-231-D3H2LN cells were
stimulated with increasing doses of OA. Incubation with 25 and 50 pM of OA proved
to be the most effective doses, inducing a 1.60 and 1.41 fold response in mTOR
phosphorylation respectively and a corresponding 1.63 and 1.41 fold response in
p70S6K phosphorylation (Fig. SE). To determine whether OA’s effect on mTOR is
due to PLD2 activity, MDA-231-D3H2LN cells are stimulated with the previously
established doses of OA in the presence of the PLD2 inhibitor. This inhibitor
completely abrogates OA-induced mTOR and p70S6K phosphorylation (Fig. 5F).
Overall, our results suggest that SCD1 is able to induce mTOR signalling via PLD2

activity.
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4. Discussion

The involvement of de novo lipid synthesis in cancer metastasis has been increasingly
documented in recent years (Baenke et al., 2013; Mashima et al., 2009; Mounier et
al., 2014). Here, we confirm that patients bearing breast tumors with high SCDI
levels tend to have a poor prognostic compared to patients with low expressing
tumors (Fig. 1). A similar interrelationship between SCD1 expression profile, tumor
grade and invasive histological classification was recently described in breast cancer
patients (Peck et al., 2016). Although more clinical evidence is needed, we suspect
that SCD1 expression screening of breast tumors could be used to evaluate metastatic

potential at an early stage of the disease.

The implication of PLD-synthesized PA in cancer and metastasis is well-documented
(Fang et al., 2001; Foster, 2009; Gomez-Cambronero, 2014; Peng et Frohman, 2012).
In a recent study, delivery of PLD inhibitors by surgically implanted pumps
diminished growth and metastasis of MDA-MB-231 breast tumor xenografts in
immunodeficient mice (Henkels et al., 2013). Furthermore, selective silencing of
PLD?2 in these breast cancer cells decreased their proliferation, and severely impaired
their migration and invasion (Henkels et al., 2013). Since PLD2 can be selectively
activated by OA (Kim, J. H. et al., 1999; Sarri et al., 2003), we explored this possible
relationship between SCD1 and PLD? in the context of breast cancer. In doing so, we
share in the present report evidence supporting our hypothesis that SCD! is an
important player of breast cancer progression, in association with PLD2 activity.
Using the highly metastatic breast cancer cell line MDA-231-D3H2LN, we show that
combined inhibition of SCD1 and PLD2 greatly reduces cell proliferation, as a

possible consequence of cell cycle progression impairment (Fig. 2). A previous study
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has shown the deteriorating effects of SCDI expression loss on cell proliferation and
cell cycle distribution in breast cancer cells in vitro(Luyimbazi et al., 2010). Targeted
inhibition of PLD2 in MDA-MB-231 cells also diminished cell proliferation (Chen,
Y. et al., 2003). Compared to what has been shown elsewhere, the moderate
independent effect of SCD1 or PLD2 inhibition on cell proliferation or cell cycle
progression we observed (Fig. 2) could be due to higher basal level of enzymatic
activity in this specific cell line, a plausible explanation considering their elevated
metastatic potential (Jenkins et al., 2005). Diverging drug responses on cell
proliferation between disparately aggressive breast cancer cell lines has been
previously reported (Chen, A. et al., 2012; Jia et al., 2014). Nonetheless, since SCD]
and PLD2 can affect cell proliferation through promotion of AMPK and mTOR
phosphorylation respectively (Chen, Y. et al., 2003; Scaglia et al., 2009), it is not
surprising that their conjunct inhibition amplifies this effect in an additive way, as

underlined by our results (Fig. 2).

Cell migration and invasion are hallmarks of metastasis initiation (van Zijl et al.,
2011). As we and others have recently shown, SCDI can promote EMT and
migration in breast cancer cells, processes associated with metastatis (Angelucci et
al., 2015; Mauvoisin et al., 2013). A novel study demonstrated that silencing of
PLD?2 in breast cancer cells decreased cell motility in vitro and metastasic lesions in
xenograft models (Henkels et al., 2013). Here, PLD2 inhibitor treatment of MDA-
231-D3H2LN cells transfected with a siRNA targeting SCD1 strongly reduced wound
recovery response (Fig. 3A-C and Supplemental Video). Wound closure assays are
known to be potent indicators of whole cell mass migratory behavior (Rodriguez et
al., 2005). As cell proliferation was not excluded in such tests, we challenged cells to
a transwell migration assay under similar conditions in order to specifically assess the

migration potential of single cells (Justus er al., 2014). Interestingly, combined
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inhibition of SCDI expression and PLD2 activity further decreased the effect of
individual treatment (Fig. 3D, E). Over synthesis of monounsaturated phospholipids
by lipid desaturase enzymes alters cell membrane lipid composition, augmenting its
fluidity (Spector et Yorek, 1985). Cancer cells with a more fluid membrane have an
increased capacity to metastasize (Barz et al., 1985; Taraboletti et al., 1989). Recent
findings have implicated the ability of SCD1 to increase breast cancer cell migration
by fluidizing the membrane (Angelucci et al., 2015). Also, PLD activity in MDA-
MB-231 breast cancer cells has been shown regulate cell migration through an mTOR
dependent mechanism (Zheng et al., 2006). In accordance with the aforementioned
evidence, we propose that inhibition of SCDI and PLD2 might impair cell motility of
breast cancer cells through an overlapping set of pathways, hence the augmented
effect observed with combined inhibitory treatment. Moreover, invasion of Matrigel-
coated transwell by cells lacking SCD! and treated with PLLD2 inhibitor was further
reduced compared to migration alone, implying an additional effect on extracellular
matrix remodelling (Fig. 3F). The involvement of PLD2 in driving the degradation of
extracellular matrix can be associated with metalloproteinase production or mTOR
activation, both induced by PA (Lee et al., 2007; Zheng et al., 2006). Therefore,
targeting multiple mechanisms implicated in cell motility, a signature process of

cancer progression, could lessen the metastatic behavior of breast cancer cells.

We previously demonstrated that SCD/ is implicated in the transformation of breast
cancer cells via a B-catenin dependent-pathway, leading them towards a
mesenchymal phenotype (Mauvoisin et al., 2013). Such changes in the morphology
of malignant cells are related with their ability to migrate. More specifically, the
movement of EMT transformed cells is reminiscent of mesenchymal single-cell
migration, a trait linked with tumour-cell detachment and spindle-shaped morphology
(Friedl et Wolf, 2003; Krakhmal et al., 2015). We hypothesize that SCDI and PLD2
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could alter cell morphology in metastatic breast cancer cells. In a recent study, the
metastatic potential of different cell lines derived from osteosarcomas has been
correlated with cell morphology parameters. Compared to low metastatic cell lines,
cells with a prominent metastatic behavior displayed a more elongated and less
circular phenotype, traits of spindle cell morphology (Lyons et al, 2016). The
changes in morphology and metastatic potential of MDA-231-D3H2LN cells that we
observed when inhibiting SCDI expression and PLD2 activity are coherent with was
has been reported in the literature. Considering the ability of MDA-MB-231 cells to
undergo EMT and exhibit mesenchymal properties, we suppose the loss of SCDI
expression and PLD2 activity hinders those metastatic traits, with cells becoming
more round, less elongated (Fig. 4) and showing alterations in their cytoskeleton (Fig.
S1). Evidence has been put forward that underlined a mandatory role of SCD1 in the
secretion of acylated Wnt proteins, a mandatory step in the initiation of EMT by Wnt
signaling (Rios-Esteves et Resh, 2013). On the other hand, membrane fluidity
alteration by SCD1 and regulation of F-actin cytoskeleton dynamics by PA derived
from PLD also supports our hypothesis (Angelucci ef al., 2012; Ha et Exton, 1993;
Spector et Yorek, 1985). Cell morphology plasticity and tissue invasion are closely
associated criteria of metastatic cells (Friedl et Alexander, 2011). The modulation of
both parameters by SCD1 and PLD2 bring further evidences for their role in
metastasis-related processes. Collectively, our data indicate that defective SCDI
expression and PLD2 activity within cells can alter their morphology, leading them to

adopt a phenotype that is less mesenchymal and thus presumably less aggressive.

Though we did not directly evaluate the effect of SCD1 knockdown on stearic acid
desaturation, knockdown of SCD1 expression in lung adenocarcinoma cells decreased
de novo synthesis of OA by approximately 20% (Scaglia et Igal, 2008). Due to the
ability of OA to specifically activate the PLD2 isoform (Kim, J. H. ef al., 1999; Sarri
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et al., 2003), we suspected a possible implication of SCDI on PLD2-regulated
functions, such as activation of mTOR by PA, regulation of cell survival and
modulation cytoskeleton reorganization (Fang et al., 2001; Gomez-Cambronero,
2014; Peng et Frohman, 2012; Zheng et al., 2006). Therefore, we focused on the
downstream effectors of mTOR, a major signaling pathway in breast cancer
progression that is strongly regulated by PLD2-synthesized PA (Chen, Y. et al., 2003;
Foster, 2009). Our results suggest that inhibition of SCDI expression and/or PLD2
activity impairs mTOR signaling (Fig. 5C, D). We speculate that MDA-231-
D3H2LN cells have an over-activated basal mTOR signal as observed with the 1833,
a bone metastasis-prone variant of the MDA-MB-231 cell line. As reported by
Wander et al., abrogation of an already elevated mTOR was even more potent to
reduce cell migration and invasion of 1833 compared to the parental 231 cells
(Wander et al., 2013). The significance of mTOR signaling in metastasis-related
processes has been detailed in the past (Hsieh et al., 2012; Zhou et Huang, 2011). Co-
treatment with siSCD1 and PLD2 inhibitor induced a significant reduction in YB-1
mRNA levels (Fig. S2), a target gene of mTOR (Lyabin et al., 2012) that can trigger
EMT (Evdokimova et al., 2009) and has been considered an early marker of breast
cancer metastasis (Gens et al., 2010). Therefore, we provide new insights in the
involvement of SCD! and PLD2 as important players of mTOR signaling in
metastasis-related processes. Concerning the effect of OA on mTOR, a discrepancy
of evidence exists between normal and cancerous cells. Stimulation of trophoblast
cells with OA had no impact on mTOR signaling (Lager et al., 2013). Also, addition
of OA to the media of podocytes inhibits palmitate-induced phosphorylation of
downstream effectors of mTORC1 (Yasuda et al., 2014). However, OA appears to
mTOR signaling in a concentration-dependent fashion in a hepatocarcinoma cell line
(Arous et al., 2011). In this regard, we also observed an induction of mTOR and
p70S6K phosphorylation with similar doses of OA in a mammary carcinoma cell
line, thus confirming the ability of OA to trigger mTOR responses within cancer cells
(Fig. SE). Interestingly, the addition of VUO0285655-1 completely abrogated OA-
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induced mTOR activation, demonstrating a PLD2-dependent role for SCD1 in breast
cancer metastasis (Fig. 5F). This result reflects a connection between SCD1 and
PLD2 in controlling mTOR-related phosphorylation events that was unprecedented.
Also, SCD1 seems to be able to modulate mTOR via a surrogate mechanism by
regulating phosphorylation of Akt on Ser473 independently of PLD2 (Fig. 5D). A
similar loss of Ser473 phosphorylation by knocking down SCDI1 in human lung
adenocarcinoma cells has been reported before (Scaglia et Igal, 2008). On the other
hand, loss of Akt phosphorylation could possibly due to a retro-activation loop by
SREBP-1 governed bythe p70SS6 kinase as part of mTOR signaling (Yamauchi et
al., 2011). Knowing that Akt impacts many cellular processes implicated in cancer
and metastasis autonomously of mTOR (Altomare et Testa, 2005; Stegeman et al.,
2012; Yan et Lackner, 2012), we speculate that SCD1’s effect on tumorigenesis may
come from its multipotent action on such a variety of pathways. Surprisingly, PLD2
inhibitor treatment led to a reduction in SCD1 protein (Fig. 4B and 5A). This result is
surprising and should be further investigated as it entertains the possibility of a
negative feedback loop motif of PA on SCDI1 expression. Overall, these results
underline the interaction between SCDI1-synthesized OA and PLD2 as a novel
relationship capable of inducing mTOR signaling.

In conclusion, the research presented here reveals new insights on the implication of
SCD1 and PLD2 in cellular mechanisms underlying breast cancer progression. The
blockage of proliferation, migration and invasion by simultaneous SCD1 expression
knockdown and PLD?2 activity inhibition hints at both enzymes being part of complex
molecular pathways regulating metastasis. Although SCDI gene disruption and
currently available SCD1 inhibitors induce dangerous side effects (Miyazaki et al.,
2001; Zhang et al., 2013), we believe local modulation of SCDI1 activity is a

promising therapeutic target in oncology. Though their impact on cancer progression
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should be further studied, specific inhibition of SCD1 and PLD2 activity within
tumor cells could prove to be an efficient way to lower metastasis incidence and

improve patient prognosis.
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Figure Legends

Figure 1. SCD1 expression in breast cancer tissue is associated with primary

tumor resurgence and metastasis

The breast cancer Kaplan-Meier plotter was used to generate (A) relapse-free survival
(RFS) and (B) distant metastasis-free survival (DMFS) plots according to disease
outcomes. Breast cancer patients were divided into 2 groups based on the level of
SCD1 expression measured by microarray gene expression profiling of their primary
tumor (high expression in red; low expression in black). Logrank P-values are shown
as —loglO(P-value). Hazard ratios (HR) are calculated with a 95% confidence

interval.

Figure 2. Impaired SCD1 and PLD2 activity diminishes cell proliferation of
MDA-231-D3H2LN cells

MDA-231-D3H2LN cells were treated with DMSO, SCDI1 inhibitor A939572 (1
pM), PLD2 inhibitor VU0285655-1 (10 uM) or a combination of both inhibitors for
up to 96 h. (A) To measure cell proliferation, an MTT assay was performed every 24
h. (B) Colonies of MDA-231-D3H2LN were allowed to form in full media following
48 h of inhibitor treatment. Representative images of colonies stained with crystal-
violet are shown (C). (D) Cell cycle distribution of cells in GO-G1, S or G2/M phases

was determined after 48 h of inhibitor treatment. n = independent experiment count.
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Figure 3. SCD1 and PLD2 contribute to cell migration and invasion in an

additive way

MDA-231-D3H2LN cells were transfected with a control siRNA (siCTL) or siRNA
directed against SCD1 (siSCD1) and treated with DMSO or PLD2 inhibitor
VU0285655-1 (10 pM). A scratch test was done when cells reached confluence. (A)
Wound recovery corresponds to the surface ratio relative to the initial wound. (B)
Area under the curve (AUC) for wound recovery following each treatment. (C)
Representative phase-contrast microscopy images 12 h after initial wound for each
treatment. (D) Migration of siRNA-transfected and inhibitor-treated MDA-231-
D3H2LN cells through a transwell membrane. (E) Representative light microscopy
images of the transwell migration assay. (F) Invasion potential of siRNA-transfected
and inhibitor-treated MDA-231-D3H2LN cells through a matrigel-coated transwell
membrane. (G) Representative light microscopy images of transwell invasion assay.

n = independent experiment count.

Figure 4. Loss of SCD1 and PLD2 activity affects MDA-231-D3H2LN cell
morphology

MDA-231-D3H2LN cells were transfected with a control siRNA (siCTL) or siRNA
directed against SCD1 (siSCD1) and treated with DMSO or PLD2 inhibitor
VUO0285655-1 (10 pM). (A) Representative confocal microscopy images of siRNA-
transfected and inhibitor-treated cells to evaluate cell morphology. Visualisation of F-
actin (green) and SCDI1 (red) was achieved by immunofluorescence while nuclei
(blue) were stained with DAPI. (B) SCD1 expression was quantified by scoring its
immunofluorescence signal. F-actin immunofluorescence was used to determine (C)

cell surface area as well as index of (D) circularity and (E) elongation (n = cell count
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per treatment ; 3 independent experiments for SCD1 quantification and 4 independent

experiments for cell surface, circularity and elongation quantification).

Figure 5. SCD1 and oleic acid can activate mTOR in a PLD2-dependent manner

Quantification of protein expression by immunnoblotting of protein extracts. A
representative blot is included for each condition and target protein. (A-D) MDA-
231-D3H2LN cells were transfected with a control siRNA (siCTL) or siRNA directed
against SCD1 (siSCD1) and treated with DMSO or PLD2 inhibitor VU0285655-1 (10
uM). SCD1 and a-tubulin protein expression, as well as Akt Ser 473 phosphorylation,
mTOR Ser 2448 phosphorylation (p-mTOR) and p70-S6 Kinase Thr 389
phosphorylation (p-p70S6K) were evaluated. (E) MDA-231-D3H2LN cells were
treated for 24h with indicated oleic acid (OA) doses. (F) MDA-231-D3H2LN cells
were incubated with 25 and 50 uM OA and co-treated with DMSO or PLD2 inhibitor
VU0285655-1 (10 uM) for the last 4 h. Phosphorylation of mTOR Ser 2448 (p-
mTOR) and p70-S6 Kinase Thr 389 (p-p70S6K) was evaluated. n = independent

experiment count.

Supplemental material:

Video 1. Scratch test: alteration of cell migration by inhibition of SCD1 and
PLD2

MDA-231-D3H2LN cells were transfected with a control siRNA (siCTL) or siRNA
directed against SCD1 (siSCD1) and treated with DMSO or PLD2 inhibitor
VUO0285655-1 (10 uM). At confluence, a wound was made in the cell monolayer by
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scraping it with a pipette tip. Serum-stimulated wound recovery was recorded for 12

h (with images taken every 20 min) in media containing DMSO or PLD?2 inhibitor.

Figure S1. Inhibition of SCD1 expression and PLD2 activity diminishes

projections of cell cytoskeleton

MDA-231-D3H2LN cells were transfected with a control siRNA (siCTL) or siRNA
directed against SCD1 (siSCD1) and treated with DMSO or PLD2 inhibitor
VU0285655-1 (10 pM). F-actin immunofluorescence was used to determine the
roughness of cell perimeter as determined by (A) ShapeFactor and (B) convexivity. (n
= cell count per treatment; 4 independent experiments for ShapeFactor and

convexivity quantification)

Figure S2. SCD1 knockdown and PLD?2 inhibition reduces expression of YB-1

(A) Relative YB-1 mRNA expression in MDA-231-D3H2LN transfected with a
control siRNA (siCTL) or siRNA directed against SCD1 (siSCD1) and treated with
DMSO or PLD2 inhibitor VU0285655-1 (10 uM). n = independent experiment count.
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